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ÖZET 

 

ENKAPSÜLE EDİLMİŞ MİR-3670, MİR-8078 TEMELLİ TEDAVİ 

YAKLAŞIMININ MEME KANSERİNİN İMMÜNOTERAPİSİNDEKİ 

ETKİNLİĞİNİN ARAŞTIRILMASI 

 

KÖSTEKCİ, Sedat 

 Doktora Tezi, Moleküler Biyoloji ve Genetik Anabilim Dalı 

Danışman: Prof. Dr. Yasin TÜLÜCE 

2024, 188 sayfa 

 

Bu çalışmada amaç, MCF-7 meme kanseri hücrelerinde aşırı eksprese edilen bir 

immün kontrol noktası olan PD-L1'in ekspresyonunu mikroRNA-3670 (miR-3670) ve 

mikroRNA-8078 (miR-8078) kullanarak inhibe etmek ve meme kanserindeki 

immünoterapötik özelliklerini araştırmaktır.  

Biyoinformatik analizlerimiz sonucunda miR-3670'in PD-L1 mRNA'nın iki 

farklı bölgesine yüksek bağlanma skorlarıyla (82.15 ve 87.35) bağlanabildiği, PD-L1 

ligand sentez yolaklarını ve kanser hücrelerinin temel düzenleyici yolaklarını önemli 

ölçüde hedef aldığı ve meme kanserinde PD-L1 ekspresyonunu etkili bir şekilde 

baskıladığı tespit edilmiştir. Sitotoksisite analizi, her iki miRNA'nın 1nM dozunun 

MCF-7 hücre hattında yüksek toksisite sergilerken, sağlıklı bir meme dokusu hücre hattı 

olan HME1'de daha az toksik olduğunu tespit edilmiştir. Total RNA analizleri, toplam 

RNA konsantrasyonları ile sitotoksisite seviyeleri arasında anlamlı bir korelasyon 

olduğunu belirlemiştir. Yüksek sitotoksik dozlarda toplam RNA miktarında bir azalma 

gözlenirken, düşük sitotoksik dozlarda bir artış belirlenmiştir.  

RT-PCR ve ELISA analizlerimize dayanarak, miRNA-3670 ve miRNA-8078 

mimiklerinin 1 nM dozlarının MCF-7 hücrelerinde hem PD-L1 gen ifadesini hem de 

sPD-L1 protein seviyelerini azalttığı tespit edilmiştir. Ancak, HME1 hücreleri üzerinde 

anlamlı bir etki tespit edilememiştir. MCF-7 hücrelerinde, miR-3670 ve miR-8078 

hücre sağkalımını azaltıp apoptozu tetiklerken, HME1 hücrelerinde anlamlı bir farka 

neden olmamıştır. Hücre göçü analizimize göre, miRNA'lar MCF-7 hücrelerinde hücre 

göçü üzerinde güçlü bir inhibitör etkiye sahipti (sırasıyla %81.47 ve %99.8) ve anti-

metastatik özellik sergilemiştir. Tersine, HME1 hücrelerinde hücre göçünü inhibe 

edemediği (sırasıyla %22.8 ve %6.2) tespit edilmiştir. 

Morfoloji ve biyoinformatik analizlere (KEGG ve GO) dayanarak, her iki 

miRNA da lamellipodia varlığında önemli bir düşüşe yol açarak MCF-7 hücrelerinde 

EMT'den MET'e geçişe neden olduğu tespit edilmiştir. Ancak, HME1 hücrelerinde 

görünür morfolojik değişiklikler gözlenmemiştir. 

Metastazla ilişkili parametreler üzerinde yapılan ELISA analizlerine göre, MCF-

7 ve HME1 hücrelerinde miR-3670 ile miR-8078'in 1nM dozu serbest e-kaderin antijen 

seviyelerini önemli ölçüde azalttığı tespit edilmiştir. Ayrıca, miR-3670 ve miR-8078'in 

MCF-7 ve HME1 hücrelerinde sVEGF-A seviyesinde ve sTINAGL-1 antijen 

seviyesinde azalmaya neden olduğu bulunmuştur. 

miR-3670 ve miR-8078'in MCF-7 hücrelerinde koloni oluşumunu sırasıyla 

%17.7 ve %78.2'lik bir azalma ile önemli ölçüde engellediği belirlenmiştir. MCF-7 

hücre hattında 3D sferoid oluşumunu %90 oranında engellediği ve tipik olarak elipsoid 

şekilli 3D sferoidlerin aksine amorf sferoidlerin (sırasıyla %13 ve %22) gelişmesine 

neden olduğu tespit edilmiştir. Oluşturulan 3D sferoidlerin boyutunun 100 µm'nin 



 

 

ii 

 

altında kaldığı ve hacimlerinin 1 mm3 ten az olduğu tespit edilmiştir. HME1 hücre 

hattında 3D sferoid yapı gözlenmemiştir. 

Sonuç olarak; miRNA’ların (miR-3670, miR-8078), meme kanseri hücrelerinde 

bağışıklık tepkilerinin yeniden yönlendirilmesi yoluyla kanser immünoterapisi için 

potansiyele sahip olabileceğini göstermiştir. Özellikle mevcut kanser tedavisi 

yaklaşımlarında giderek daha önemli hale gelen kişiselleştirilmiş kanser immünoterapisi 

de ve hedefe yönelik tedaviye ilişkin gelecekteki araştırmalar için bir temel sağlayabilir. 

 

Anahtar kelimeler: Meme kanseri, Ko-kültür, MCF-7, İmmünoterapi, miR-

3670, miR-8078, PD-L1, 3D sferoid 
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ABSTRACT 

 

INVESTIGATION OF THE EFFICIENCY OF ENCAPSULATED MIR-3670, 

MIR-8078-BASED THERAPY APPROACH IN IMMUNOTHERAPY OF 

BREAST CANCER 

 

KÖSTEKCİ, Sedat 

Ph.D. Thesis, Department of Molecular Biology and Genetics 

Supervisor: Prof. Dr. Yasin TÜLÜCE 

2024, 188 pages 

 

The aim of this study is to inhibit the expression of PD-L1, an immune 

checkpoint overexpressed in MCF-7 breast cancer cells, using microRNA-3670 (miR-

3670) and microRNA-8078 (miR-8078) and to investigate its immunotherapeutic 

properties in breast cancer. 

As a result of our bioinformatic analysis, it was determined that miR-3670 could 

bind to two different regions of PD-L1 mRNA with high binding scores (82.15 and 

87.35). It has been found to significantly target PD-L1 ligand synthesis pathways and 

key regulatory pathways of cancer cells and effectively suppress PD-L1 expression in 

breast cancer. 

Cytotoxicity analysis determined that the 1nM dose of both miRNAs exhibited 

high toxicity in the MCF-7 cell line, while being less toxic in HME1, a healthy breast 

tissue cell line. Total RNA analyzes determined that there was a significant correlation 

between total RNA concentrations and cytotoxicity levels. While a decrease in the 

amount of total RNA was observed at high cytotoxic doses, an increase was determined 

at low cytotoxic doses. 

Based on our RT-PCR and ELISA analyses, 1 nM doses of miRNA-3670 and 

miRNA-8078 mimics were found to reduce both PD-L1 gene expression and sPD-L1 

protein levels in MCF-7 cells. However, no significant effect on HME1 cells was 

detected. 

In MCF-7 cells, miR-3670 and miR-8078 reduced cell survival and triggered 

apoptosis, while it did not cause a significant difference in HME1 cells. According to 

our cell migration analysis, miRNAs had a strong inhibitory effect on cell migration in 

MCF-7 cells (81.47% and 99.8%, respectively) and exhibited anti-metastatic property. 

Conversely, it was found to be unable to inhibit cell migration in HME1 cells (22.8% 

and 6.2%, respectively). 

Based on morphology and bioinformatics analyzes (KEGG and GO), both 

miRNAs were identified to cause a significant decrease in the presence of lamellipodia, 

causing the transition from EMT to MET in MCF-7 cells. However, no visible 

morphological changes were observed in HME1 cells. 

According to ELISA analyzes on metastasis-related parameters, it was 

determined that 1nM doses of miR-3670 and miR-8078 significantly reduced free e-

cadherin antigen levels in MCF-7 and HME1 cells. Additionally, miR-3670 and miR-

8078 were found to cause a decrease in the sVEGF-A level and sTINAGL-1 antigen 

level in MCF-7 and HME1 cells. 

It was determined that miR-3670 and miR-8078 significantly inhibited colony 

formation in MCF-7 cells, with a decrease of 17.7% and 78.2%, respectively. It was 

found to inhibit 3D spheroid formation in the MCF-7 cell line by 90% and cause the 
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development of amorphous spheroids (13% and 22%, respectively), as opposed to the 

typically ellipsoid-shaped 3D spheroids. It was determined that the size of the 3D 

spheroids created was below 100 µm and their volume was less than 1 mm3. 3D 

spheroid structure was not observed in the HME1 cell line. 

In conclusion; demonstrated that miRNAs (miR-3670, miR-8078) may have 

potential for cancer immunotherapy through redirection of immune responses in breast 

cancer cells. It may also provide a basis for future research into personalized cancer 

immunotherapy and targeted therapy, which is becoming increasingly important in 

current cancer treatment approaches in particular. 

 

Keywords: Breast cancer, Co-culture, MCF-7, Immunotherapy, miR-3670, 

miR-8078, PD-L1, 3D spheroid 
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1. GİRİŞ 

 

Kanser, bölünme kontrolünü kaybetmiş, fizyolojik sınırların ötesinde hızla 

büyüyebilen ve komşu doku ve organlara yayılabilen dönüşmüş hücrelerin neden 

olduğu bir hastalık olarak tanımlanmaktadır. Dünya genelinde gerçekleşen ölümlerin 

sebepleri arasında kanser ikinci sırada yer almaktadır. Dünya Sağlık Örgütü (DSÖ) 

verilerine göre, kanser 2020 yılında yaklaşık 10 milyon kişinin ölümüne neden 

olmuştur; bir başka deyişle, yaklaşık her altı ölümden biri kanserden kaynaklanmaktadır 

(Ferlay vd.,2020; de Martel vd., 2020; Anonim, 2020b). Son araştırmalar, 2019 yılı 

itibari ile görülmeye başlanan ve tüm dünyayı etkisi altına alan COVID 19 salgını 

nedeniyle güncel kanser verilerinin toplanmasının mümkün olmadığını bildirmiştir. 

Aynı raporlar, pandeminin ikincil etkileri sonucu kanser teşhis ve tedavisinde yaşanan 

gecikmeler nedeniyle yeni kanser vakaları ve ölüm sayılarında ciddi bir artış 

olabileceğini belirtmektedir (Yabroff vd., 2022). En yaygın görülen kanserler meme, 

akciğer, kolorektal ve prostattır (Anonim, 2020b). Kadın sağlığını ciddi anlamda tehdit 

eden ve bu cinsiyette en sık görülen meme kanseri, kansere bağlı ölümlerin büyük bir 

kısmını oluşturmaktadır (Siegel vd., 2021). Hücrelerdeki onkogenlerin anormal 

ekspresyonunun kaçınılmaz olarak tümörigenez ve kanser gelişimi ile ilişkili olduğu iyi 

bilinmektedir. Kanser tedavisi için miRNA bazlı tedaviler, bu genlerin mRNA'larını 

translasyondan önce veya sonra susturmak için potansiyel adaylar olarak kabul 

edilmiştir (Han vd., 2019; Han vd., 2020; Rupaimoole ve Slack, 2017). 

miRNA'lar yaklaşık 21-23 nükleotid uzunluğunda tek iplikli RNA molekülleridir 

(Lee vd., 1993). miRNA'lar kodlamayan RNA sınıfına ait olup mRNA'nın 

ekspresyonunun ve transkripsiyonel kontrolünün düzenlenmesinde önemli bir rol 

oynamaktadır (Beavers vd., 2015). miRNA'lar, immün kontrol noktası reseptörlerinin 

programlanmış hücre ölümü proteini (PD-1) ve T-lenfosit ilişkili protein 4 (CTLA-4) 

mRNA'sını hedefleyebildikleri için immün kontrol noktası blokerleri (IKB) olarak 

kullanılma potansiyeline sahiptir. Bu özellikler, kanser immünoterapisinde yeni bir 

stratejik anlayışa yol açmıştır. Terapötik miRNA, mimik miRNA ve antimiR'ler 

(miRNA'ların inhibitörleri) olarak ikiye ayrılır (Rupaimoole ve Slack, 2017). Mimik 

miRNA’lar gen susturma için kullanılan doğal olmayan, çift sarmallı RNA parçalarıdır 

ve gene özgü bir şekilde hareket ederler (Wang, 2011). Mimik miRNA'lar, "miRNA 



 

2 
 

hedefleme" veya "miRNA işlev kazanımı" stratejisi yoluyla kanser gibi hastalıklarda 

hücrede kaybolan veya azalan miRNA ifadesini düzenlemek için kullanılır (Rupaimoole 

ve Slack, 2017; Wang, 2011). Anti-miRNA'lar, transfeksiyondan sonra miRNA 

fonksiyonunu spesifik olarak inhibe etmek (onkojenik mikroRNA'ların ekspresyonunu 

bloke etmek) için kullanılan tek sarmallı, modifiye edilmiş RNA'lardır (Ling vd., 2013; 

Tang vd., 2017). Programlanmış hücre ölümü ligand-1'i (PD-L1) aşırı eksprese eden 

kanserlerde miRNA'ları manipüle ederek PD-L1 blokajının anti-tümör etkinliği ve 

kişiselleştirilmiş tedavi planlaması için önemli olduğu bildirilmiştir (Zhang vd., 2023). 

İmmün yanıtı engelleyici bir ligand olan PD-L1'in kanser hücrelerinde, bu ligandın 

reseptörü olan PD-1'in ise immün hücrelerde ifade edildiği bilinmektedir (Dua ve Tan, 

2017; Sun vd., 2016). PD-1/PD-L1 eşleşmesi, tümörlerin ve virüsle enfekte olmuş 

hücrelerin bağışıklık sistemi gözetiminden kaçmasını sağlayan önemli bir bağışıklık 

sistemi mekanizmasıdır (McArthur, 2016). Kısaca, tümör veya enfekte hücrelerin 

yüzeyindeki PD-L1 ligandının T hücrelerinin yüzeyindeki PD-1 reseptörüyle birleşmesi, 

T hücresinde PI3K/AKT ve Ras aktivasyonunu engelleyerek bu hücrelerin sitotoksik 

aktivitesini bozar ve bu da tümör ve virüsle enfekte hücrelerin hayatta kalmasını sağlar 

(Zhang vd., 2023; Quan vd., 2022). Çalışmalar, PD-1/PD-L1'in monoklonal antikorlar 

veya küçük moleküllü ilaçlarla bloke edilmesinin bağışıklık hücrelerinin aktivasyonunu 

ve sitotoksik aktivitesini artırdığını göstermiştir (Liu vd., 2021).  Meme kanserini tedavi 

etmek için dünya çapında büyük çabalar sarf edilmekte ve yeni tedaviler 

geliştirilmektedir. Son yıllarda, umut verici ve yaygın olarak çalışılan tedavilerden biri 

immün kontrol noktası engelleyici (IKB) tedavisidir (Rotte, 2019; Qureshi vd., 2022). 

Klinik kanser tedavisinde, çeşitli ilaçlar ve antikorlar IKB inhibitörleri olarak bir tedavi 

seçeneği haline gelmiştir (Aksu ve Şengül, 2019).  Bununla birlikte, kalıcı ve ideal bir 

klinik fayda henüz elde edilememiştir, bu nedenle bir IKB tedavisinin geliştirilmesi 

gereklidir. Kimyasal ilaçlar ve antikor bazlı ilaçların yanı sıra miRNA'lar da İKB 

tedavisinde yeni bir araştırma alanı olarak önem kazanmıştır (Zhou vd., 2023).  

Tez projemiz kapsamında; meme kanseri hücrelerinde (MCF-7) aşırı eksprese 

edilen bir immün kontrol noktası olan PD-L1’in ekspresyonunu miR-3670, miR-

8078’ile bloke edilmesi ve meme kanserindeki immünoterapötik rolünün belirlenmesi 

hedeflenmiştir. Ayrıca miR-3670, miR-8078’in MCF-7 kanser hücrelerindeki terapötik 

özelliklerinin belirlenmesi amaçlanmıştır. Çalışmamız sonucunda elde edeceğimiz 
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bilgiler miR-3670, miR-8078’in meme kanseri immünoterapisi üzerindeki moleküler 

etkilerinin aydınlatılması açısından ön veri niteliğinde olmasının yanı sıra ileride 

moleküler ve klinik bazlı çalışmalara temel oluşturacaktır. 

Çalışmamızın Özgün Değeri; 

➢ Literatür araştırmamız, ilk kez bu çalışmada kullanılması dışında, miR-

3670 ve miR-8078'in MCF-7 ve HME1 hücre hatlarındaki 

immünoterapötik etkinliği veya PD-L1 için immün kontrol noktası 

blokerleri (IKB) olarak kullanımı konusunda herhangi bir çalışma 

yapılmadığını ortaya koymuştur. 

➢ Bu çalışmada, miR-3670 ve miR-8078 transfekte edilmiş MCF-7 

hücreleri ilk kez in vitro ortamda CD8+ hücreleri ile birlikte kültüre 

edilmiş ve immün kontrol noktası üzerindeki etkisi araştırılmıştır. 

➢ miR-3670 ve miR-8078'in in vitro ortamda meme kanserindeki 

antiproliferatif, anti-metastatik ve apoptotik aktivitesi ilk kez bu 

çalışmada test edilmiştir. 

➢ Literatürde ilk kez miR-3670 ve miR-8078 mimikleri iki hücre hattında 

(MCF-7 ve HME1) 6 farklı dozda (1 µM, 5 µM, 10 µM, 25 µM, 50 µM, 

100 µM) uygulanmıştır. 

➢ Tez projemiz, miR-3670, miR-8078 mimiklerinin in vitro olarak iki 

hücre hattı (MCF-7 ve HME1) tarafından oluşturulan 3D sferoidler 

üzerindeki etkilerini araştıran ilk projedir. Tüm bunlar çalışmamızın 

özgün niteliğini oluşturmaktadır. 

Çalışmamızdan Beklenen Sonuçlar; 

➢ Projemiz, miR-3670 ve miR-8078 mimiklerinin MCF-7 meme kanseri 

hücrelerinde PD-L1 ekspresyonunu inhibe ettiğini ve sonuç olarak hücre 

zarında protein formundaki varlığını azalttığını göstermeyi amaçlarken, 

HME1 sağlıklı meme hücrelerinde bu aktivitenin tolere edilebilir bir 

tablosunu oluşturmayı hedeflemektedir. 

➢ Mevcut projemizde, miR-3670 ve miR-8078 mimiklerinin MCF-7 meme 

kanseri hücrelerinde transfeksiyon yoluyla kanserle ilişkili genlerin 

ekspresyonunu inhibe ederek sitotoksik, antiproliferatif, apoptotik ve 

anti-metastatik etkilere sahip olabileceği varsayılmıştır. 
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➢ Ayrıca, literatürde ilk kez, yukarıdaki miRNA'ların meme kanseri 

hücrelerinin in vitro ortamda oluşturduğu 3D sferoid yapılar üzerindeki 

etkisi araştırılmıştır ve bu bağlamda, biyoinformatik araştırmamızla 

uyumlu olarak bu miRNA'ların 3D sferoid oluşumunu engellemesi 

beklenmektedir. 

➢ MCF-7 hücrelerine miR-3670 ve miR-8078 mimiklerinin uygulanmasını 

takiben, PD-L1 ekspresyonunun inhibisyonu ve hücre zarında PD-L1 

ekspresyonunun kaybolması/remisyonu sonrasında MCF-7 hücrelerinin 

in vitro koşullarda ko-kültür ortamında bağışıklık sisteminden 

kaçamadığının gösterilmesi hedeflenmektedir. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

2. GENEL BİLGİLER  

 

2.1 Kanser 

 

Kanser, dünya genelinde başlıca ölüm nedenlerinden olup artan yaşam 

beklentisinin önündeki önemli engeldir ve son zamanların en ölümcül hastalıkları içinde 

yer almaktadır (Chhikara vd., 2022; Anonim, 2020a). Dünya çapında ikinci önde gelen 

ölüm nedeni olan kanserin, sağlıklı hücrelerin büyümesini ve hayatta kalmasını 

düzenleyen genetik/epigenetik mekanizmalardaki bir dizi değişiklikten kaynaklandığı 

bilinmektedir (Kanwal vd., 2013; LaMorte, 2016, Şekil 2.1). Kanser hücrelerinin 

karakteristik özellikleri arasında apoptoza direnç, kontrolsüz çoğalma, invazyon ve 

metastaz yer almaktadır (Balacescu vd., 2019). 

 

 

 

 Şekil 2.1 Kanser oluşumu ve metastaz safhaları 

 

 

Genetik 
mutasyon

Hiperplazi Displazi Karsinoma 
in situ 

İnvazyon Metastaz
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Dünya Sağlık Örgütü'nün (DSÖ) 2020 yılında yayınladığı ve 112 ülkeyi 

kapsayan raporunda, kanserin 70 yaşından önceki ölümlerin önde gelen nedeni olduğu 

belirtilmektedir (Anonim, 2020a). Görülme sıklığı her yıl artan kanser, ciddi bir sağlık 

sorunu olmaya devam etmektedir. Küresel kanser vakası sayısının %47 artışla 2040 

yılında 28.4 milyon olacağını tahmin edilmektedir (Sung vd., 2021). Küreselleşme ve 

büyüyen ekonomiye bağlı risk faktörleri arttıkça bu vaka sayısının da artması 

beklenmektedir (Sung vd., 2020). HSG (Halk Sağlığı Genel Müdürlüğü), tarafından 

2019 yılında yayımlanan Türkiye kanser istatistiklerine göre, kanser Türkiye'de ikinci 

önde gelen ölüm nedenidir. Ülkemizdeki kanser vakalarının sayısı aynı hızla artmaya 

devam ederse, 2030 yılında 22 milyon yeni vaka beklenmektedir ki bu da yeni 

vakalarda %75'lik bir artış anlamına gelmektedir (Anonim, 2019). Ülkemizdeki kanser 

vaka sayılarının dağılımı Şekil 2.2'de gösterilmektedir. 

 

 

Şekil 2.2 Türkiye'de kadınlarda teşhis edilen kanserlerin dağılımı (Anonim, 2017) 

 

Kanserin tedavisi ve görülme sıklığı, hastalarındaki genetik varyasyonlar ve 

sosyo-ekonomik faktörlerden etkilenmektedir. Kanser konusundaki bilimsel bilgi 

birikimi ve teknolojik ilerlemeler, yeni teşhis, tedavi ve etkili ilaçların keşfedilmesini 

sağlamış ve hastalık bir ölçüde iyileştirilmiştir. Tüm bu gelişme ve ilerlemelere rağmen 

kanser tedavisinde hala %100 kür sağlanamamıştır. Bu nedenle yeni teşhis ve tedavi 

stratejilerine olan ihtiyaç artarak devam etmektedir (Chhikara vd., 2022). 
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2.2 Meme Kanseri 

 

2.2.1 Meme Kanserinin Tanımı, İnsidansı ve Epidemiyolojisi 

 

Meme kanseri, meme dokusundaki hücrelerin genetik veya çevresel faktörlere 

bağlı olarak anormal ve kontrolsüz bir şekilde bölündüğü ve çevre dokuda metastazlar 

oluşturduğu bir hastalık olarak tanımlanmaktadır. Meme kanseri, dünya genelindeki tüm 

kanser vakalarının yüzde 11.7'sini oluşturmaktadır. Meme kanseri, yüksek insidans 

oranı (yılda 2.3 milyon yeni vaka) ve yüksek mortalite oranı (685.000 ölüm/yılda) ile 

dünya çapında kanser ölümlerinin beşinci önde gelen nedenidir. Dünya genelinde 

kadınlarda teşhis edilen her dört kanser vakasından birinin meme kanseri olduğu ve 

kansere bağlı her altı ölümden birinin meme kanserinden kaynaklandığı bildirilmektedir 

(Anonim, 2020a) (Şekil 2.3). 

 

 

Şekil 2.3 2020'de dünya genelinde kadınlarda tespit edilen yeni kanser vakaları (Sung vd., 

2021’den değiştirilerek alınmıştır) 

 

Ülkemizdeki cinsiyete göre sınıflandırılmış kanser verilerine bakıldığında 

kadınlarda meme kanseri ilk sırada yer almakta ve teşhis edilen her 4 kanserden 1'inin 

meme kanseri olduğu bildirilmektedir (Anonim, 2017), (Şekil 2.4). 
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Şekil 2.4 Türkiye'de kanser türleri ve kadınlar arasındaki dağılımı (Anonim, 2017) 

 

 

2.3 İn Vitro Meme Kanseri Çalışmalarında Kullanılan Hücre Hatları 

 

2.3.1 MCF-7 Hücre Hattı 

 

MCF-7 meme kanseri hücre hattı 1970 yılında 69 yaşında meme kanseri olan 

beyaz ırktan bir kadından izole edilmiştir (American Type Culture Collection (ATCC), 

2023, https://www.atcc.org/products/htb-22). 1973 yılında bu hücre hattına, Herbert Soule 

ve diğerleri tarafından Detroit'te kurulan enstitüye atfen Michigan Kanser Vakfı-7'nin 

kısaltması olan MCF-7 adı verilmiştir (Soule vd., 1973). Bu hücre hattı elde edilmeden 

önce, kanser araştırmacılarının mevcut kanser hücrelerini hücre kültürü koşullarında 

sadece birkaç ay canlı tutabildikleri bilinmektedir (Glodek vd., 1990). Bu hücre hattı 

üzerinde elde edilen veriler sayesinde hücreler artık in vitro ortamda uzun bir süre boyunca 

rahatlıkla kullanılabilmektedir. Bu hücrelerin morfolojisi doğası gereği epitelyaldir. Meme 

karsinomu olarak yaygın bir şekilde çalışılan MCF-7'nin farklılaşmış meme epiteli 

özelliklerine sahip olduğu ve insülin benzeri büyüme faktörü bağlayıcı proteinler 

sentezlediği bilinmektedir (Hass ve Bertram, 2009). MCF-7 hücrelerinin sitoplazmadaki 

östrojen reseptörleri (ER) aracılığıyla östrojeni östradiole dönüştürdüğü ve östrojen ile 

ilişkili proliferasyon olduğu bildirilmiştir (Sflomos vd., 2016). Bu nedenle ER pozitif bir 
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kontrol hücre hattıdır MCF-7 hücreleri sadece östrojene duyarlı değil, aynı zamanda 

progesteron reseptörleri (PR) için de pozitiftir (Booms vd., 2019). 

İn vitro ortamda çoğaltıldığında hücreler kubbe şeklindedir ve epitel hücreleri tek 

bir tabaka halinde büyür. MCF-7 hücrelerinin büyümesi in vitro ortamda yavaş olsa da, bu 

popülasyon kolayca çoğaltılabilmektedir (Comşa vd., 2015). MCF-7 hücrelerinin 

logaritmik ikiye katlanma süresi genellikle 30 ila 40 saat arasındadır. Hücre boyutu 20-25 

mikrometre olan MCF-7 hücreleri büyük, yapışık hücreler olarak karakterize edilir.   

MCF-7 hücrelerinde epidermal büyüme faktöründen (EGF) bağımsız 

proliferasyon, Her2/Neu/cErbB2 ekspresyonunda aşırı artış, N-Ras ve Rb proteinlerinin 

hızlı fosforilasyonu, siklin D1'de mutasyonlar ve onkogen WNT-7B ekspresyonu 

gözlendiği bildirilmiştir (Booms vd., 2019). MCF-7 hücreleri, meme epiteline özgü çeşitli 

özelliklere sahip olduklarından meme kanserinin in vitro çalışmaları için idealdir ve bu 

nedenle kanser hücresi çalışmalarında model hücreler olarak kabul edilirler (Demirel vd., 

2009). Çizelge 2.1'de MCF-7 hücrelerinin yanı sıra CRL-4010 hücre hatlarının temel 

özellikleri ve Şekil 2.5'te hücre hatlarının inverted mikroskop görüntüsü gösterilmektedir. 

 

2.3.2 hTERT-HME1(CRL-4010) Hücre Hattı 

İnsan meme epitel hücre hattı CRL-4010 (hTERT-HME1), meme kanseri öyküsü 

olmayan 53 yaşındaki bir mammaplasti hastasından elde edilmiştir. hTERT-HME1(CRL-

4010 ) hücreleri retrovirüs pBabepuro+hTERT vektörü ile immortalizasyon yoluyla elde 

edilmiş ve stabil klonlar seçilene kadar puromisinli tam büyüme ortamında kültürlenmiştir. 

Bu hücreler, hücre kültüründe telomeraz geninin (1-5) eksojen ekspresyonu nedeniyle 

sınırsız büyüme yeteneğine sahiptir. Yapışık hücreler olarak karakterize edilirler (ATCC, 

2023).  

Çizelge 2.1 MCF-7 ve HME1 hücre hatlarının temel özellikleri 

 

Hücre hattı Hücre orijini Östrojen (ER) 
Progesteron 

(PR) 
Her2 Tümörojenite 

MCF-7 Metastaz (plevral 

efüzyon) 

(+) (+) (+) (+) 

HME1 Meme epiteli 

(non-metastatik 

(-) (-) (-) (-) 

1 (-): var (+): yok 
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Şekil 2.5 Hücre hatlarının inverted mikroskop görüntüsü (A: MCF-7 hücre hattı, B: HME1 

hücre hattı (Olympos CKX31’da 10x büyütme, Prof. Dr. Yasin Tülüce’nin 

arşivinden izni alınarak kullanılmıştır) 

 

2.4 Ko-Kültür (Hücre Ortak Kültürü) 

 

Ko-kültür, ikiden fazla farklı hücre tipinin aynı ortamda çoğaltılması olarak 

tanımlanabilir. Geleneksel olarak, ko-kültürün iki farklı uygulama modeli vardır (Şekil 

2.6). Birincisi, farklı hücre tiplerinin doğrudan temas halinde olduğu ko-kültür modelidir. 

Bu modelde yüzey reseptörleri, hücreler arasındaki bağlantılar aracılığıyla karşılıklı 

hücresel uyarım sağlayarak gen yollarını açıp kapatabilir veya hücre farklılaşması gibi 

etkilere neden olabilir. İkinci model ise, bir transwell sistemi veya yarı geçirgen zar hücre 

ile fiziksel bir ayrım oluşturulmuş hücrelerin dolaylı temasından oluşan ko-kültür 

modelidir. Bu modeller arasındaki temel fark, kültürlenen hücrelerin birbirleriyle doğrudan 

veya dolaylı temasıdır (Vis vd., 2020). 

B 
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Şekil 2.6 Kullanılan standart ko-kültür modelleri (A: dolaylı temaslı ko-kültür modeli, B: 

doğrudan temaslı ko-kültür modeli) 

 

2.5 Meme Kanserinde Tedavi Yöntemleri 

 

Günümüzde modern tıp ilerleme kaydetmiş olsa da hala kanseri tedavi edebilecek 

ve hastanın yaşam süresini önemli ölçüde uzatabilecek bir terapi/tedavilere henüz 

ulaşılamamıştır. Günümüzde çeşitli kanser tedavileri bulunmaktadır (Şekil 2.7). Kanser 

tedavisinde cerrahi, radyasyon ve kemoterapi gibi tedaviler kanser kitlesini azaltabilir, 

bu da kanserin ilerlemesine veya durmasına yol açabilir (Maqbool vd., 2022). Mevcut 

bu tedavilerin seçiminde en önemli faktör hastanın kanser evresi, metastaz durumu ve 

fiziksel durumudur (Baykara, 2016). Hastanın ve hastalığın durumuna bağlı olarak bu 

tedavilerden biri veya bunların kombinasyonu kullanılabilir (Chang-Qing vd., 2020). 

Kanser tedavisinin temel amacı, mevcut kanseri ortadan kaldırmak veya tümörün 

büyümesini yavaşlatmak ve hastanın mümkün olduğunca uzun süre normal ve 

semptomsuz bir yaşam sürmesini sağlamaktır (Chang-Qing vd., 2020; Maqbool vd., 

2022).  

 



 

12 
 

Kanser tedavileri, amaçlarına bağlı olarak üç şekilde kullanılmaktadır (Maqbool 

vd., 2022); 

Birincil tedavi; bu tedavinin temel amacı, kanseri vücuttan tamamen 

uzaklaştırmak veya tüm kanser hücrelerini öldürmektir. 

Adjuvan tedavi; birincil tedavi sonrası kanserin geri gelme olasılığını minimuma 

indirgemek ve kalan kanser hücrelerini ortadan kaldırmayı amaçlayan bir tedavi 

şeklidir. 

Palyatif tedavi; palyatif tedavi, tedavinin yan etkilerini ve kanserin neden olduğu 

belirti ve semptomları azaltmaya yardımcı olan tedavi şeklidir.  

Günümüzde kullanılan kanser tedavi yöntemleri 9 kategoriye ayrılabilir (Doroshow, 

2020; Maqbool vd., 2022). 

 

 

Şekil 2.7 Kanser tedavisinde güncel yöntemler (Kullanım yaygınlığına göre sıralanmıştır)  

 

İmmünoterapi, bağışıklık hücrelerinin sağlıklı hücrelere zarar vermeden kanser 

hücrelerini doğrudan tanımasını ve ortadan kaldırmasını sağlar. Bu tedavinin hassas ve 

seçici olması immünoterapiye olan ilgiyi her geçen gün artırmaktadır. İlk olarak 18. 

yüzyılda keşfedilen ve 19. yüzyılda kullanılan bu tedavi günümüzde de çeşitli şekillerde 

(monoklonal antikorlar, adoptif immünoterapi, aşılar, sitokinler vb) kullanılmaktadır 

(Barbaros ve Dikmen, 2015). 

 

İmmünoterapi

Kriyoablasyon

Radyofrekans terapisi

Hedefe yönelik ilaç tedavisi

Kemik iliği nakli

Hormon tedavisi

Radyasyon tedavisi

Kemoterapi

Ameliyat
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2.6 Enkapsülasyon ve Transfeksiyon Verimliği Üzerine Etkisi 

 

Düşük molekül ağırlıklı hidrofobik maddeler basit difüzyonla hücre zarından 

geçebilmelerine karşın, kanser tedavisinde kullanılan ilaçların taşıyıcı proteinler 

aracılığı ile hücre içerisine taşınmasına büyük ihtiyaç duyulmaktadır (Zare vd., 2022). 

Kanser tedavisinde kullanılan ilaçlar, çeşitli taşıyıcılar aracılığı ile hedef hücre ve 

dokulara iletilebilmektedir. Böylece enkapsüle edilmiş veya taşıyıcı ajana yüklenmiş 

ilaçlarla daha güvenli, etkili ve tedavide başarı oranı yüksek yanıtlar elde edildiği 

bilinmektedir (Grixti vd., 2021). Günümüzde yaygın şekilde kullanılan ilaç taşınımında 

sistemleri; 

1. Viral tabanlı dağıtım sistemleri 

2. Viral tabanlı olmayan dağıtım sistemleri 

➢ Polimer nanopartikülleri 

➢ İnorganik nanopartiküller 

➢ Lipid bazlı araçlar 

➢ Folat-miRNA konjugatları 

➢ Eksozomlar olarak sınıflandırılmaktadır. Başta miRNA’lar olmak üzere ilaç 

taşınmasında immünojenik olmayan polimerlerden oluşan nanopartiküller çok 

yaygın kullanılmaktadır (Devulapally vd., 2016). 

Geleneksel ilaçlara kıyaslandığında enkapsüle edilmiş ilaçlar düşük toksisite ve 

yüksek ilaç verimi gibi avantajlara sahiptir. Geleneksel yöntemlere kıyasla biyobozunur 

polimerlerden oluşan taşıyıcı sistemlerin biyolojik uyumu, içerisinde taşıdığı ilacın, 

terapötik indeksini arttırması, toksisitesini ve yan etkisini azaltması, stabilitesini 

arttırması, sürekli kontrollü ilaç salımını gibi üstün yönlerinden dolayı yeni nesil kanser 

tedavi ilaçları içerisinde sıkça kullanılmaya başlanmıştır (Yaman vd., 2019).  Kanser 

tedavisinde, enkapsüle edilmemiş miRNA'ların düşük stabilitesi ve hızlı bozulmasından 

dolayı, miRNA'ların hücre içerisine etkili ve güvenli bir şekilde transfeksiyonu için 

enkapsülasyon önem arz etmektedir. miRNA’ların enkapsüle edilmesi miRNA’ları 

denatüre edici ajanlara karşı koruyarak optimize edilmiş verimlilikle sağlamakta ve 

taşıyıcı ajanın biyobozunur özellikleri nedeniyle hücre içerisine transferini 

kolaylaştırdığı bilinmektedir (Hanafy vd., 2021). 

 



 

14 
 

2.7 İmmün Gözetim ve Tarihçesi 

 

İmmün gözetim ve kanser immünoterapisi ile ilgili ilk çalışmalar 1893 yılında 

yapılmış ve o zamandan bu yana çok ilerleme kaydedilmiştir (Şekil 2.8). Tümörlere 

karşı immün gözetim hipotezi ilk olarak Burnett (1973) ve daha sonra Thomas (1982) 

tarafından öne sürülmüştür (John, 2020). 1890'ların başında William Coley bu hipotezi 

deneysel olarak test etmiştir. Coley, yaptığı çalışma sonucunda aktive olmuş bağışıklık 

hücrelerinin tümörle mücadele ettiğini ve büyük tümörlerin geriletilmesinde başarı 

sağladığını bulmuştur (Atkins vd., 1999; Kolb vd., 1990).  

Bu teoride eliminasyon safhasında, tümörlerin doğuştan veya edinilmiş 

bağışıklık sistemi tarafından başarılı bir şekilde tespit edilip ortadan kaldırılmasını 

içerir. Paul Erlich 1909 yılında, üç aşamadan oluşan bir bağışıklık düzenleme teorisi 

önermiştir: eliminasyon, denge ve kaçış.  

Bu teoride, eliminasyon aşaması, doğuştan gelen veya edinilmiş bağışıklık 

sistemi tarafından tümörlerin başarılı bir şekilde tanınmasını ve ortadan kaldırılmasını 

içerir. Denge safhasında, tümör hücreleri tamamen yok edilmezse, hücreler bağışıklık 

sisteminin tümör büyümesini kontrol ettiği ve hücrenin durgunluk durumuna ulaştığı bir 

denge durumuna girebilir. Kaçış aşaması ise tümör hücrelerinin bağışıklık sisteminden 

kaçtığı (metastaz) aşamadır (Muenst vd., 2016; Ribatti, 2017; Abbott ve Ustoyev, 

2019). Bu hipotez yirminci yüzyılda çokça tartışılmıştır (Beverley, 2005). Son 

zamanlarda yapılan çalışmalar, sağlıklı bağışıklık sistemi işlevinin kanser gelişimini 

önlediğini doğrulamıştır (Dunn vd., 2002; Mergener vd., 2022). Kanser hücrelerinin, T-

hücre aktivasyonu ve tolerans gibi araçlarla bağışıklık hücrelerinin sitotoksik etkisinden 

kaçabildiği bilinmektedir. Mergener ve diğerleri tarafından yapılan çalışma sonucunda, 

bağışıklık hücrelerinin tümörlerdeki aşırı eksprese edilmiş ancak değişmemiş antijenleri 

yabancı olarak tanıyarak tümörlere karşı bağışıklık kazanabildiği bildirilmiştir 

(Mergener vd., 2022). 

Son zamanlarda, temel bağışıklık kontrol noktalarını (CTLA-4, PD-1 vb.) bloke 

yöntemlerine odaklanılmıştır. Bu bağışıklık kontrol noktalarına yönelik inhibitörlerin 

kullanımının kanser tedavisinde başarılı olduğu kanıtlanmıştır (Topalian vd., 2015; 

Mergener vd., 2022). 
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Şekil 2.8 Kanser immünoterapisinin tarihindeki kilometre taşları (Carlson vd., 2020) 

 

2.8 Bağışıklık Sisteminin Organizasyon Yapısı ve Hücreleri 

 

Bağışıklık sisteminin tüm hücreleri kemik iliğindeki hematopoetik kök 

hücrelerden köken alır. Bağışıklık sistemi hücreleri (beyaz kan hücreleri veya lökositler) 

kan ve lenf dolaşımı yoluyla iltihap bölgelerine taşınır ve orada savunma işlevlerini 

üstlenir (Şekil 2.9).  
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Şekil 2.9 Lenfatik sistem ve bağışıklık sisteminin unsurları (Beverley, 2005’ten 

Türkçeleştirilip, değiştirilerek alınmıştır) 

 

Lökositler timus, dalak, lenf düğümleri, kemik iliğinde bulunur ve uzun ömürlü 

olup, immünolojik hafızadan ve adaptif bağışıktan sorumludur (Beverley, 2005; Bek, 

2022).  Morfolojilerine göre; Lenfositler (B ve T hücreleri), Monositler ve Granülositler 

(nötrofiller, eozinofiller ve bazofiller) olarak sınıflandırılırlar (Beverley, 2005; Bek, 

2022). Bağışıklık sistemi iki kısımdan (doğal, adaptif bağışıklık) oluşur (Şekil 2.10). Bu 

iki bağışıklık sistemi arasındaki temel fark, bağışıklık için kullanılan hücreler ve 

bağışıklık sistemini aktive etmek için kullanılan yolaklardır. 
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Şekil 2.10 Bağışıklık sistemi çeşitleri ve hücreleri (Zhang ve Chen, 2018’den değiştirilip 

düzenlenerek alınmıştır) 

 

2.8.1 Doğuştan Gelen Bağışıklık 

 

Savunma sisteminin ilk ön cephesidir. Sistemin yapısal unsurları hücreler ve 

sitokinlerden oluşur. Bu sistem, mikroorganizmaların korunan antijenik moleküler 

yapılarını tanıyarak sitokinler üretir. Bu sitokinler, makrofajlar ve dentriküler hücreler 

(DC) veya Toll benzeri reseptörler (TLR) gibi örüntü tanıma reseptörleri aracılığıyla 

diğer bağışıklık hücrelerini hedeflerine (enfeksiyon/inflamasyon) yönlendirir. Ayrıca 

aktive olmuş makrofajlar, DC, TLR hücreleri, T ve B lenfositlerin aracılığı ile adaptif 

bağışıklığın aktivasyonunu sağlar. Bu bağışıklık sayesinde organ, doku, kan ve lenfteki 

ölü hücreler, antikor kompleksleri ve yabancı maddeler uzaklaştırılır (Murphy vd., 

2007; Turvey ve Broide, 2010; Bonilla ve Oettgen, 2010). 

 

2.8.2 Adaptif Bağışıklık 

 

Adaptif bağışıklık, doğuştan gelen bağışıklık yetersiz kaldığında ve bir enfeksiyon 

meydana geldiğinde aktive olur. Bu bağışıklık, patojenleri hızlı ve etkili bir şekilde ortadan 

kaldıran immünolojik bir hafızanın oluşmasını sağlar (Bonilla ve Oettgen, 2010; 

Warrington vd., 2011). Adaptif bağışıklık sistemi, T hücreleri ve B hücrelerinden oluşur ve 



 

18 
 

antijen sunan hücreler (APC) tarafından aktive edilir. B lenfositleri kemik iliğinde 

olgunlaşarak antijenlere yanıt vermeye hazır olduktan sonra, dalak ve lenf düğümlerine 

göç eder (Şekil 2.11). T lenfositler ise kemik iliğinden timusa göç ederek burada olgunlaşır 

sonrasında dalak ve lenf düğümleri yerleşir. B ve T lenfositleri morfolojik olarak çok 

benzer olmalarına rağmen, farklı hücre yüzeyi fenotipleri ile kolayca ayırt edilebilirler. T 

ve B lenfositlerinin ortak özellikleri klonal olarak dağılmış özgüllük, somatik olarak 

düzenlenmiş reseptörler ve immünolojik hafızadır. Üçüncü bir lenfosit türü olan doğal 

öldürücü (NK) hücreler, klonal olarak dağılmış reseptörlere ve immünolojik hafızaya sahip 

değildir ve bu nedenle doğuştan gelen bağışıklık sisteminin bir parçası olarak kabul edilir 

(Bonilla ve Oettgen, 2010; Warrington vd., 2011). 

 

 

 

Şekil 2.11 Hematopoetik kök hücrelerden CD8+ ve CD4+ T hücrelerinin üretilmesi 

 

2.8.3 T Lenfositleri 

 

T lenfositler üç temel gruba ayrılır: CD4+ (yardımcı hücreler), CD8+ (sitotoksik 

hücreler) ve Treg (düzenleyici hücreler) (Jabri ve Sollid, 2017). Bir antijenle karşılaşan T 

lenfositleri klonal proliferasyona uğrar ve antijene özgü T hücrelerinin sayısını logaritmik 

olarak artırır (Huang vd., 2019). Logaritmik artış sırasında üretilen tüm yeni T lenfositleri 

antijen tanıma hafızasına sahiptir. B lenfositlerinin aksine, T lenfositleri işlevlerini ara 

basamaklar aracılığıyla yerine getirir (Beverley, 2005) (Çizelge 2.2). 

CD8+ T hücreleri CD8+ adı verilen bir reseptöre sahiptir ve timusta üretilir. 

Genellikle sitotoksik T lenfositleri (CTL) olarak adlandırılırlar. Bu hücreler, tüm çekirdekli 
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hücrelerde bulunan MHC-I molekülleri tarafından sunulan peptitleri tanır (Abadie vd., 

2012; Jabri ve Sollid, 2017; Raskov vd., 2021; Poncette vd., 2022) (Şekil 2.12a). CD8+ T 

hücreleri, hücre içi patojenlere (virüsler, bakteriler) karşı ve tümörlerin immün 

gözetiminde çok önemlidir. CD8+ sitotoksik hücreler sitotoksik aktivitelerini virüsle 

enfekte olmuş hücrelerin hücre duvarında oluşan peptid-MHC komplekslerini tanıyarak 

gösterirken, aynı süreci tümörlerdeki peptid-MHC komplekslerini tanıyarak tümörlerin 

ortadan kaldırılmasında da kullandıkları bilinmektedir (Beverley, 2005). 

Aktive olmuş bir CD8+ T hücresi, enfekte veya kanserli hücreleri ortadan 

kaldırmak için üç ana mekanizma kullanır (Abadie vd., 2012; Jabri ve Sollid, 2017; 

Raskov vd., 2021; Poncette vd., 2022).  

Birinci ana mekanizma; anti-tümör ve anti-viral mikrobiyal etkileri olan TNF-α ve 

interferon-gama (IFN-γ) gibi sitokinlerin salgılanmasıdır (Abadie vd., 2012; Jabri ve 

Sollid, 2017; Raskov vd., 2021; Poncette vd., 2022). 

İkinci ana mekanizma, sitotoksik granüllerin üretilmesi ve salınmasıdır. Bu 

granüller, granzimler ve perforin olmak üzere iki protein ailesi içerir. Granzimler, hedef 

hücrenin apoptozuna yol açan serin proteazlardır. Perforin, hedef hücrenin (enfekte ya da 

kanserli hücre) zarında bir gözenek oluşturarak, granzimlerin girmesini kolaylaştırır. 

Sitotoksik granüller, çevredeki sağlıklı dokuya zarar gelmesini önlemek için bağışıklık 

sinapsı boyunca hizalanmış hedef hücreye doğru salınır (Abadie vd., 2012; Jabri ve Sollid, 

2017; Raskov vd., 2021; Poncette vd., 2022) (Şekil 2.12b). 

Üçüncü ana mekanizma, CD8+ T hücresinin enfekte veya kanserli hücreleri yok 

ettiği mekanizma olan Fas/Fas-L etkileşimidir. Aktive olmuş CD8+ T hücreleri hücre 

yüzeyindeki Fas-L reseptörüne ve hedef hücrenin yüzeyindeki Fas reseptörüne bağlanarak 

hedef hücrenin apoptozunu tetikler (Abadie vd., 2012; Jabri ve Sollid, 2017; Raskov vd., 

2021). Virüs, hücre içi bakteriler ve tümörlere karşı bağışıklık savunmasında bu 3 

mekanizma önem arz etmektedir. 
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Çizelge 2.2 T-Lenfositlerinin fonksiyonları (Beverley, 2005’den Türkçeleştirilerek    

alınmıştır) 

 

                                                                                                             

İlgili Hücre 

CD4                                                 CD8 

İn vivo   

Doku reddi                        ++ ++ 

Tümör reddi                        ++ ++ 

Viral ve mantar enfeksiyonuna karşı koruma                                       ++ ++ 

Bakteri enfeksiyonuna karşı koruma ++ + 

İn vitro   

Antijen bağlanması (tetramers) 
+/- ++ 

Karışık lenfosid cevabı 
++ ++ 

Proliferasyon 
++ + 

Sitotoksisite                                                                     
+/- ++ 

Mitojenlere karşı çoğalma 
++ ++ 

Çözünür antijenlere karşı çoğalma 
++ - 

Spesifik antijenlere karşı sitotoksisite  
+/- ++ 

Sitokin üretimi ++  + 

 

 

 

Şekil 2.12 CD8+ T hücresinin aktivasyonu ve sitotoksik etki mekanizması. (A: CD8+ T 

hücre zarında bulunan T hücre reseptörü enfekte olan hücrenin zarındaki MHC 

I ile gösterilen patojen peptiti hatırlar ve enfekte hücreye ligand reseptör 

aracılığı ile bağlanarak aktifleşir. B: Aktifleşen CD8+ T hücresi enfekte hücreyi 

öldürmek için sitotoksik molekülleri enfekte hücre yönünde göndererek enfekte 

hücreyi ortadan kaldırır) 
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CD4+ yardımcı T hücreleri (Th / T helper), hücre yüzeylerinde CD4+ adı verilen bir 

reseptöre sahiptir ve timusta üretilir. Bu hücreler, APC’ler üzerindeki MHC-II molekülleri 

üzerinde sunulan peptitleri tanıyarak aktive olurlar (Şekil 2.13). Sitokin adı verilen 

molekülleri üreterek adaptif bağışıklık tepkilerini başlatırlar. CD4+ T lenfositler çok sayıda 

alt tiplere (Th1, Th2, Th17 vb.) sahiptirler. Her bir alt tipin, T yardımcı hücresi tarafından 

tanınan patojen tipine bağlı olarak spesifik bir sitokin kombinasyonu ürettiği bilinmektedir 

(Abadie vd., 2012; Jabri ve Sollid, 2017; Poncette vd., 2022). 

Düzenleyici T hücreleri (Treg) bağışıklık sistemini aktive etmez, bunun yerine artık 

ihtiyaç duyulmadığında bağışıklık tepkisini baskılayarak koruyucu bir rol oynar, vücuttaki 

normal hücreyle dokulara aşırı zarar verilmesini önler ve lökositlerin dokulara ile lenfoid 

organlara göçünü kontrol ederler (Beverley, 2005). T hücreleri, epitel hücreleri, 

makrofajlar, DC’ler ve lenfositler kemokin reseptörüne bağlanan kemokinleri üretir ve 

bunlara yanıt verir (Hughes ve Nibbs, 2018). 

 

 

 

Şekil 2.13 CD4+ hücrelerinin aktivasyonu ve dönüşümü (Hücre zarında CD4+T reseptörü 

bulunan T hücresi APC (antijen sunan hücre) hücresinin zarındaki MHC II ile 

gösterilen patojen peptiti hatırlar ve APC hücresine ligand-reseptör aracılığı ile 

bağlanarak aktifleşir. CD4+T aktifleştikten sonra bölünerek hatırlanan patojene 

göre farklı T yardımcı hücrelere (Thelper) dönüşür. Th 1 makrofajları ve 

sitotoksik hücreleri aktive eder. Th 2 B hücrelerini aktive eder. Th 17 

enflamasyon alanına nötrofil ve makrofajların gelmesini sağlar) 
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2.8.4 T Hücrelerinin Antijen Tanıma Mekanizması 

 

T-hücresi antijen reseptörü (TCR), immünoglobulin hafif zincirlerine benzer iki 

protein zincirinden oluşur (Davis ve Bjorkman, 1988). Çözünebilir antijenler yüzey 

immünoglobulinlerine bağlanarak B hücrelerini uyarır, ancak aynı antijenler T hücrelerini 

aynı mekanizma ile uyaramaz. T hücreleri genomun majör histo-uyumluluk kompleksi 

(MHC-I) adı verilen bir bölgesinde kodlanan membran glikoproteinleri aracılığıyla 

antijenleri tanıdıkları bilinmektedir antijenleri. Bu nedenle, MHC-I'ler hem yabancı 

patojenlere hem de doku greftlerine karşı yanıtta kullanılır (Bjorkman vd., 1987; 

Warrington vd., 2011). T hücreleri sadece küçük antijen parçalarını tanır, büyük antijen 

moleküllerinin tanınması için hücre içinde parçalanması (işlenmesi) gerekir. T 

lenfositlerinin iki farklı antijen işleme yolu vardır (Warrington vd., 2011) (Şekil 2.14). 

İlk işleme yolunun (endojen işleme) tüm çekirdekli hücrelerde meydana geldiği 

bilinmektedir ve hücre içinde üretilen antijenik proteinler proteazom adı verilen proteolitik 

bir enzim kompleksi tarafından peptitlere parçalanır. Bunlar daha sonra yeni sentezlenen 

MHC-I molekülleriyle birleştirilmek üzere endoplazmik retikuluma taşınır, burada 

parçalanmış peptit parçaları ve MHC-I bir kompleks oluşturur ve hücre yüzeyine taşınır; 

buna endojen işleme denir (Warrington vd., 2011). MHC-I moleküllerine bağlanan 

peptitler, MHC-I'e bağlanan yardımcı bir reseptör molekül ile CD8+ glikoproteini taşıyan 

sitotoksik T hücrelerini uyarır (Warrington vd., 2011, Blum vd., 2013) (Şekil 2.14).  

İkinci tip antijen işleme APC hücreleri (DC'ler, makrofajlar, B hücreleri) tarafından 

gerçekleştirilir. Antijenler bu fagositik hücreler tarafından alınır ve endozomlarda 

peptitlere ayrılır (eksojen işleme). Bu peptitler endozom sonrası özel bir bölmede MHC-II 

moleküllerine bağlanır ve kompleksler hücre yüzeyine taşınır. MHC-II molekülleri 

tarafından sunulan peptitler, yüzeylerinde yardımcı reseptör görevi gören ve MHC-II'ye 

bağlanan CD4+ glikoproteini taşıyan yardımcı hücreler (Thelper/Th) tarafından tanınır 

(Warrington vd., 2011; Blum vd., 2013).  
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Şekil 2.14 T lenfositlerinin antijen tanıma mekanizması 

 

2.9 Tümöre Karşı Bağışıklık Tepkisinin Oluşum Mekanizması 

 

Tümörlere karşı verilen bağışıklık yanıtı mikroorganizmalara karşı verilen yanıttan 

farklıdır (Krogsgaard vd., 2005; Kummerow vd., 2009; Warrington vd., 2011). Tümör 

oluşumunun başlangıcında hiçbir "tehlike sinyali" üretilmemesinin sebepleri arasında; 

Tümörde az sayıda hücre ölmesi, APC'lere çok az antijen bağlanması, tümöre giren ve 

doğrudan tümör hücrelerini hedef alan lenfosit ve yardımcı uyarıcı eksikliği, potansiyel 

olarak yanıt veren T hücrelerinin sıklığı ve afinitesi, timik seçimin düşük olması gibi 

nedenler sayılabilir (Salmond vd., 2009; Sharpe, 2009; Warrington vd., 2011).  

Tümör bulunduğu yerde büyüdükçe, kan akışının azalmasıyla anoksi meydana 

gelir. Anoksi tümörde hücre ölümüne yol açar ve lokal enflamasyonu tetikler. Tümördeki 

hücre ölümü tarafından üretilen antijenler APC'lerin aktivasyonuna neden olur. Bu şekilde 

tümör bağışıklığı oluşturulur (Krogsgaard vd., 2005; Kummerow vd., 2009; Warrington 

vd., 2011). 

 

2.10 Meme Kanserinde İmmünoterapik Temelli Tedavi Yaklaşımları 

 

Son yıllarda kanser tedavisinde immünoterapötik tedavilerde büyük ilerleme 

kaydedilmiştir. Bağışıklık sisteminin kanser tedavisinde önemli bir rol oynadığı uzun 
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zamandır bilinmektedir (Decker vd., 2017; Oiseth ve Aziz., 2017). İmmünoterapinin 

geleneksel tedavilere göre daha uzun ve daha kalıcı bir yanıt sağladığı gösterilmiştir 

(Kaufman vd., 2017; Lu vd., 2019). İmmünoterapilerin, hedefe yönelik tedavilerin 

başarısız olduğu tümörlerin ve metastatik kanserin tedavisinde etkili ve daha az toksik 

olduğu gösterilmiştir (Turcotte ve Rosenberg., 2011; Menon ve Shin, 2016; Marconcini 

vd., 2017). Kanser hücrelerinin bağışıklık gözetiminden nasıl kaçtığına dair artan bilgiler, 

IKB inhibitörleri ve antijene özgü adaptif hücre terapisi gibi etkili immünoterapilerin 

geliştirilmesine yol açmıştır (Vinay vd., 2015; Muenst vd., 2016). İmmünoterapiler; kanser 

aşıları, bakteriyel tedaviler, sitokinler, onkolitik viral tedaviler, füzyon proteinleri, IKB 

tedavileri, T-hücre tedavileri, TIL tedavileri (tümör infiltre eden lenfositler), DC tedavileri, 

NK ve LAK tedavileri (lenfosit aktive edilmiş öldürücü hücreler) ve CAR tedavileridir 

(kimerik antikor reseptörleri) (Varadé vd., 2021) (Şekil 2.15). ABD Gıda ve İlaç Dairesi 

(FDA) 2010 yılında ilk otolog kanser aşısını ve 2014 yılında ilk immün kontrol noktası 

blokajı (IKB) tedavisini onaylamıştır (Gardner vd., 2012; Muenst vd., 2016; Jardim vd., 

2018).  

 

 

 

Şekil 2.15 Kanser tedavisinde kullanılan immünoterapi çeşitleri 

 



 

25 
 

2.11 Kontrol Noktası İnhibitörleri 

 

Son yıllarda bir dizi kontrol noktası tanımlanmıştır (Jung ve Choi., 2013; Tripathi 

ve Guleria, 2015). Bunlardan en iyi bilinenleri CTLA-4, PD-1, PD-L1/PD-L2, lenfosit 

aktivasyon geni-3 (LAG-3) ve T-hücresi immünoglobulin müsin-3 (TIM-3), ITIM 

alanlarına sahip T-hücresi immünoreseptörü TIGIT (WUCAM, Vstm3, VSIG9) ve B- 

lenfosit ve T-lenfosit zayıflatıcıdır (BTLA). Bu reseptörler, negatif sinyalizasyon yoluyla 

bağışıklık yanıtında T hücrelerinin aktivasyonunu engeller (Stanczak ve Läubli, 2023). 

Kanser hücrelerindeki mutasyonlar, hücrelerde yeni (de novo) antijenlerin 

sentezlenmesinde yol açar. Bu yeni antijenlere verilen bağışıklık yanıtı başlangıçta ya zayıf 

etkilidir ya da etkisizdir, bu durum “bağışıklıktan kaçış” olarak bilinir (Tang vd., 2020). 

Kanser hücreleri, çeşitli bağışıklık bastırma yöntemlerini kullanarak antitümör 

bağışıklığına direnir ve bağışıklık hücrelerinin sitotoksik etkisinden kaçınırlar.  

İmmünosupresyon yöntemlerinden biri PD-1/PD-L1 yolağının modifikasyonudur 

(Hamanishi ve Konishi, 2014). PD-1/PD-L1 yolu aşırı bağışıklık aktivasyonunu 

normalleştirmek için kullanılırken, tümör hücrelerinin bu yolu bağışıklık sisteminden 

kaçmak için kullanabildiği bildirilmiştir (Zielinski vd., 2013; Mahoney vd., 2015). 

PD1/PD-L1 yolağının diyabet (Wang vd., 2005; Schütz vd., 2017), kardiyomiyopati 

(Okazaki vd., 2003), insan immün yetmezlik virüsü (HIV) enfeksiyonu (Day vd., 2006; 

Schütz vd., 2017), lupus (Nishimura vd., 1999; Schütz vd., 2017) ve diğer otoimmün 

hastalıklarda (Chang vd., 1999; Schütz vd., 2017) önemli bir rolü olduğu gösterilmiştir. 

PD-1/PD-L1 yolağının aktivasyonunun, T hücresi toleransı, T hücresi apoptozu, T 

hücresi tükenmesi ve gelişmiş immünosupresif Treg hücre fonksiyonunu indükleyerek 

tümör immün kaçışını ve tümör hücresi büyümesini desteklediği gösterilmiştir (Freeman 

vd., 2000; Latchman vd., 2001; Rodig vd., 2003; Butte vd., 2007; Gianchecchi vd., 2013; 

Zhang vd., 2015; Schütz vd., 2017).  T hücreleri, TCR ve diğer yardımcı sinyallerle 

(immün reseptörler) birlikte başlangıçta MHC üzerinde sunulan yabancı antijenler 

tarafından aktive edilir (Ceeraz vd., 2013; Topalian vd., 2015a). PD-1, dolaşımdaki T-

hücresinin aktivitesinin sınırlandırılması, toleransının sürdürülmesi ve enflamasyonun 

düzenlenmesinde çok önemli bir rol oynar (Parry vd., 2005; Fife ve Bluestone, 2008; 

Schütz vd., 2017).  TCR'ler tarafından indüklendiğinde T hücreleri PD-1 eksprese eder ve 

patolojik antijen ortadan kaldırıldığında PD-1 ekspresyonunun azaldığı bildirilmektedir 
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(Vibhakar vd., 1997; Schütz vd., 2017). Monoklonal antikorlarla PD-1'in blokajının sitokin 

üretiminde artışa neden olduğu bildirilmiştir (Zinselmeyer vd., 2013). PD-1'in 

immünosupresyondaki rolü küçük hücreli dışı akciğer kanseri (KHDAK), melanom, meme 

kanseri, renal hücreli karsinom (RCC) ve Hodgkin lenfoma çalışmalarında gösterilmiştir 

(Haghshenas vd., 2011; Tsai vd., 2014; Garon vd., 2015; Massari vd., 2015; Homet 

Moreno vd., 2015). 

Önceki çalışmalarda, araştırmacılar PD-L1'in IL-10'u indükleyerek T hücreleri 

üzerinde inhibe edici bir etkiye sahip olduğunu bildirmişlerdir (Dong vd., 1999; Wang vd., 

2017). PD-L1 ligandı, APC'ler, aktif T ve B hücreleri, NK'ler, DC'ler, monositler ve 

makrofajlar, monositler ve epitel hücreleri gibi çok sayıdaki hücre tipinde yapısal olarak 

ifade edilir (Sharpe vd., 2007; Han vd., 2020). Ayrıca PD-L1, tümör hücreleri tarafından 

antitümör yanıtlardan (adaptif bir bağışıklık mekanizması) kaçmak için kullanılır ve 

bağışıklık toleransına neden olduğu bilinmektedir. Bununla beraber böbrek, yumurtalık, 

pankreas, mide, özofagus ve karaciğer gibi kanserlerde aşırı eksprese edildiği bulunmuştur 

(Zou ve Chen., 2008; Abiko vd., 2015; Ohaegbulam vd., 2015; Chen vd., 2016; Zhu ve 

Lang., 2017; Han vd., 2020). Tümör hücreleri üzerindeki PD-L1 ekspresyonu kanser 

progresyonu ile ilişkilidir ve tümörigenez için öngörücü bir biyobelirteç olarak kabul edilir 

(Dong vd., 2018; Nunes-Xavier vd., 2019).  

Tümörlerde artmış PD-L1 ekspresyonunun östrojen reseptörü-negatif durumu ve 

HER2-pozitif durumu ile ilişkili olduğu bilinmektedir (Mittendorf vd., 2014; Sabatier vd., 

2015). Ayrıca, PD-L1 ile kanser sağkalımı arasında ters bir korelasyon bulunmuştur. 

(Hamanishi vd., 2007; Matsuzaki vd., 2010; Muenst vd., 2013; Emens vd., 2015). PD-

L1'in ayrıca tümör hücrelerini in vivo olarak spesifik CD8+ T hücrelerine karşı daha az 

duyarlı hale getirdiği gösterilmiştir (Iwai vd., 2002; Schütz vd., 2017). Kötü prognozlu 

mide, meme, böbrek ve yumurtalık kanserlerinde PD-1/PD-L1 blokajına olumlu yanıtlar 

bildirilmiştir (Abiko vd., 2015; Qing vd., 2015a; Qin vd., 2015b; Shin vd., 2015). İmmün 

yanıtı düzenleyen veya baskılanmasını azaltan immünoterapötikler kanser tedavisi için 

kritik öneme sahiptir (Kandalaft vd., 2012). Son zamanlarda yapılan birçok klinik çalışma, 

kontrol noktası blokajının konakçı bağışıklık sisteminin doğuştan gelen antitümör 

bağışıklığını geri kazanmasını sağladığını bildirmiştir (Postow vd., 2015; Topalian vd., 

2015b).  PD-1/PD-L1 immün kontrol noktası, tümör aracılı immün baskılamayı tersine 

çevirmek için umut verici bir immün kontrol noktası olduğu bildirilmiştir (Topalian vd., 
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2012; Ge vd., 2013; McClanahan vd., 2015). Anti-PD-1/anti-PD-L1 gibi immün kontrol 

noktası inhibitörlerinin amacı T-hücresi aktivasyonunu artırmaktır. Bugüne kadar birçok 

çalışma, anti-mPD-1/PD-L1 monoklonal antikorlarının (mAb) immünosupresyonu tersine 

çevirebileceğini ve malignitelerle mücadelede umut verici bir klinik stratejiyi temsil 

ettiğini göstermiştir (Hamanishi vd., 2016; Schütz vd., 2017). İn vivo olarak, PD-1/PD-L1 

yolağının spesifik antikorlarla bloklanması hücresel immünoterapilerle daha fazla tümör 

gerilemesine yol açtığı gösterilmiştir (Kodumudi vd., 2016).  

 

2.11.1 PD-1 Reseptörü ve PD-L1 Ligandının Yapısı 

 

Tümör mikro ortamında immün toleransın indüklenmesini ve sürdürülmesini PD-

1/PD-L1 yoluyla kontrol edilir. PD-1 iki liganda (PD-L1 ve PD-L2) sahiptir (Freeman vd., 

2006; Zhu ve Lang., 2017). PD-L1, PD-1'in birincil ligandı olarak kabul edilmektedir 

(Youngnak vd., 2003). T hücrelerinin aktivasyonu, proliferasyonu ve sitotoksik 

sekresyonundan, anti-tümör immün yanıtlarda PD-1, PD-L1/L2'nin aktivitesi sorumludur. 

Çalışmalar, immün düzenlemede rol alan PD-1 ve PD-L1'in membrana bağlı veya çözünür 

formları (sPD-1/sPD-L1) olduğunu göstermiştir (Xing vd., 2012; Shi vd., 2013; Nagato 

vd., 2017; Zhu ve Lang., 2017) (Şekil 2.16). PD-1/PD-L1 yolağı moleküllerinin çözünür 

olmayan formu PD-1/PD-L1 (mPD-1/PD-L1) ve çözünür formu (sPD-1/PD-L1), 

tümörlere yönelik T-hücresi immün yanıtında immünosupresif rol oynamaktadır (Park vd., 

2015; Palucka vd., 2016).  
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Şekil 2.16 PD-L1 ifadesinin düzenleyici mekanizması (PD-L1 ekspresyonunun 

düzenlenmesi, genomik değişiklik, transkripsiyonel düzenleme, transkripsiyon 

sonrası ve translasyon sonrası modifikasyonlar ve eksozomal taşımayı içerir. 

Me: metilasyon, AC: asetilasyon.  Cha vd., 2019’dan değiştirilerek alınmıştır) 

 

PD-1 Reseptörünün Yapısı: 

 

CD279 olarak da bilinen PD-1 ilk olarak 1992 yılında LyD9 (murin hematopoetik 

progenitör hücreleri) ve 2B4-11 (murin T-hücresi hibridoma) hücre hatlarında 

keşfedilmiştir (Han vd., 2020). Nishimura ve diğerleri 1999 yılında PD-1'in bağışıklık 

yanıtlarının negatif bir düzenleyicisi olduğunu bildirmiştir (Nishimura vd., 1999). T-hücre 

reseptörünün aktivasyonundan sonra kanser hücrelerinin ölümüne neden olduğu için 

programlanmış hücre ölümü-1 (PD-1) olarak adlandırılır (Ishida vd., 1992; Schütz vd., 

2017). PD-1 doğrudan hücre ölümünü tetiklemez, fakat hücre büyüme faktörlerini ve 

hayatta kalma sinyallerini azaltarak programlanmış hücre ölümüne neden olur. PD-1 ayrıca 

hem adaptif hem de doğuştan gelen bağışıklık hücreleri, özellikle de tümöre özgü T 

hücreleri tarafından yüksek oranda ifade edilir (Zhu ve Lang., 2017; Sunn vd., 2018; 

Akinleye ve Rasool, 2019; Lucibello vd., 2021). PD-1 reseptör proteini, kromozom 2 

üzerinde bulunan 5 ekzondan oluşan 55 kDa'lık bir DNA parçası üzerindeki PDCD1 geni 

tarafından kodlanır (Han vd., 2020). PD-1, CD28 protein reseptörleri ailesine homolog bir 

glikoprotein ko-inhibitör moleküldür (Xing vd., 2012; Chinai vd., 2015; Han vd., 2020).  

PD-1, 288 amino asitten oluşan tirozin bazlı (aa, ~55 kDa) tip I transmembran 

protein reseptörüdür (Akinleye ve Rasool, 2019; Han vd., 2020). PD-1’in proteinin yapısı, 
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CD28 ailesi proteinlerinin diğer üyeleriyle aynı dizileri paylaşan immünoglobulin V (IgV) 

benzeri hücre dışı alanın ardından bir transmembran alan (~20 aa) ve bir sitoplazmik alan / 

hücre içi kuyruktan (~ 95 aa) oluşur (Han vd., 2020) (Şekil 2.17). Sitoplazmik alan 95 

aa'lık bir immünoreseptör tirozin bazlı anahtar motifi (ITSM) ve bir immünoreseptör 

tirozin bazlı inhibitör motif (ITIM) içerir ve iki fosforilasyon bölgesine sahiptir. İnhibitör 

sinyallerin iletimi için ITSM'ler gereklidir (Akinleye ve Rasool, 2019). Ligandlarının PD-

1'in sitoplazmik kuyruğuna bağlanması üzerine, reseptör aşırı fosforile olur, TCR sinyalini 

negatif olarak düzenler ve T-hücre reseptörünün aşağı modülasyonunu tetikler (Kim vd., 

2005; Park vd., 2015; Akinleye ve Rasool, 2019). 

 

 

Şekil 2.17 PD-1 reseptörünün protein yapısı 

 

PD-1 ekspresyonunun interlökin IL-2, IL-7, IL-15 ve IL-21 gibi sitokinler 

tarafından tetiklendiği bilinmektedir (Keir vd., 2008; Kinter vd., 2008; Lee vd., 2009; Zhu 

ve Lang., 2017).  

 

PD-L1 Ligandının Yapısı: 

 

PD-L1 (B7-H1, CD274) ve PD-L2 (B7-DC, CD273) PD-1 reseptörünün 

ligandlarıdır (Youngnak vd., 2003; Sun vd., 2018; Akinleye ve Rasool, 2019). PD-L1’in 

PD-1 molekülüyle etkileşiminin keşfedilmesiyle B7-H1, CD274 adı PD-L1 olarak yeniden 

adlandırılmıştır (Freeman vd., 2000). Bu ligandlar CD274 geni tarafından kodlanır ve 
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yaklaşık 290 amino asit (33 kDa) içeren B7 ailesinin tip I transmembran protein 

reseptörleridir (Sanmamed vd., 2014; Han vd., 2020). PD-L1 ligandını kodlayan gen 

insanlarda kromozom 9 üzerinde bulunur ve 7 ekzondan oluşur (Akinleye ve Rasool, 

2019). PD-L1 ligandı üç bölümden oluşur: bir hücre dışı IgV ve IgC benzeri alan ile sinyal 

dizisi, bir transmembran alan ve bir sitoplazmik (hücre içi) alan (Şekil 2.18). PD-L1'in 

hücre içi alanı 30 amino asitten oluşur ve bu alanın işlevi henüz bilinmemektedir 

(Akinleye ve Rasool, 2019). Kanser hücrelerinde PD-L1 mRNA veya PD-L1 proteininin 

ifadesinin IFN-γ, IL-4, IL-10, VEGF, hipoksi ile indüklenebilir faktör-1α (HIF-1α) gibi 

sitokinler ve JAK2/IFN, PI3K ve MEK/ERK/STAT1 gibi yapısal onkogen sinyal yolakları 

tarafından artırıldığı bildirilmiştir (Ota vd., 2015; Bellucci vd., 2015; Dong vd., 2017). 

 

 

Şekil 2.18 PD-L1 ligandının protein yapısı 

 

 

2.12 PD-1/PD-L1 Sinyalizasyon Mekanizması 

 

PD-1'in sinyal mekanizmasının ilk olarak B hücre hattında (IIA1.6) çalışıldığı 

bilinmektedir. PD-1 sinyal yolağının, B hücrelerindekine benzer mekanizmalarla T 

hücrelerindeki TCR sinyalini zayıflattığı bildirilmiştir (Zhu vd., 2017). TCR 

sinyalizasyonu PD-1 reseptörünün ligandına (PD-L1) bağlanmasından sonra başlar. 

Sinyalizasyon, PD-1'in sitoplazmik alanının tirozininin fosforilasyonuna ve ardından 

ITSM'de SHP-2'nin C-terminal tirozin alımına yol açar. Daha sonra SHP-2 ve TCR-
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ilişkili protein kinaz 70 (ZAP70) PI3K yolunu defosforile ederek aşağı yönlü sinyal 

kaskadını inhibe eder (Şekil 2.19 a, b). Ayrıca PI3K blokajı, T hücrelerinde sağkalım geni 

Bcl-XL ekspresyonunu, IL-2 üretimini, glukoz metabolizmasını azaltarak CD4+ T ve 

CD8+ T hücrelerinin alerjene karşı duyarlılığın kaybolmasına (anerjiye) neden olur (Bishop 

vd., 2009; Chikuma vd., 2009). PD-1, T hücresi aktivasyonu için eşiği yükselterek, T 

hücresi proliferasyonunu inhibe ederek ve aktive edilmiş T hücrelerinin apoptozunu teşvik 

ederek T hücresi immün yanıtlarının etkinliğini azaltır. PD-1'in uyarılması, enfeksiyona 

yanıt olarak enflamatuvar ortamda otoimmüniteyi sınırla (Nurieva vd., 2006; Keir vd., 

2006; Akinleye ve Rasool, 2019).  

 

 

 

Şekil 2.19 PD-1 yolu üzerinden sinyal iletiminin engellenmesi (Şekil A: B hücrelerinde, 

PD-1 ligasyonu ile birlikte BCR (B hücre antijen reseptörü) sinyal 

mekanizması, Şekil B: T hücrelerinde PD-1 ligasyonu ile birlikte TCR sinyal 

mekanizması Zhu vd., 2017 değiştirilerek alınmıştır) 
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2.13 Meme Karsinogenezinde PD-L1 Üzerine Güncel Çalışmalar 

 

Son çalışmalar, tümörlerin büyümek, hayatta kalmak ve bağışıklık gözetiminden 

kaçmak için PD-1/PD-L1 yolunu kullandığını göstermiştir (Ledford vd., 2018; 

Salmaninejad vd., 2019; Lucibello vd., 2021). Bu araştırmacılar, doğrudan bağışıklık 

kontrol noktalarının (PD-1/CTLA-4) bir tümör bağışıklık kaçış stratejisi olarak 

kullanıldığını keşfetmişlerdir (Ljunggren vd., 2018). Bağışıklık kontrol noktasının 

engellenmesi, T hücrelerinin yeniden etkinleştirilmesi ve kanser hücrelerinin T hücreleri 

tarafından daha etkili bir şekilde ortadan kaldırılması için önemlidir (Salmaninejad vd., 

2019). Bu nedenle, kanser tedavisinde bağışıklık sisteminin özgüllüğünü ve etkinliğini 

artırmak için immünoterapi ve immün kontrol noktası blokerleri ile tedavi, son on yılda 

büyük ilgi gören terapötik hedefler haline gelmiştir (Messenheimer vd., 2017; 

Salmaninejad vd., 2019). Günümüzde, PD-1/PD-L1'in hedeflenmesi, kanser kontrolü 

için deneysel immünoterapötik çalışmalarda çok popüler bir strateji olmuştur. Son 

yıllarda, PD-L1'in gen düzenlemesi ve post-translasyonel protein modifikasyonları gibi 

birçok stratejik yöntem araştırılmıştır (Akinleye ve Rasool, 2019). PD-L1 ligandlarının 

birçok farklı kanser türünde (melanom, yumurtalık, akciğer ve böbrek karsinomu) 

yüksek oranda ifade edildiği bilinmektedir (Akinleye ve Rasool, 2019). İmmünoterapide 

kullanılan immün kontrol noktalarını (CTLA-4, PD-1, PD-L1, TIM-3, LAG3, Ig, 

TIGIT, NKG2A) hedef alan tedaviler klinikte test edilmektedir (André vd., 2018; Qin 

vd., 2019; Lucibello vd., 2021). Tüm bu çalışmalar kansere karşı tümör hedefli 

bağışıklık oluşturmayı amaçlamaktadır (Mortezaee, 2020; Lucibello vd., 2021). 

Çalışmalar, PD-L1'in hedefe yönelik ve klinik kullanımının kanser hastalarında 

antitümör bağışıklığı önemli ölçüde artırdığını, sağkalımı uzattığını ve tedavinin 

etkinliğini ve başarısını artırdığını ortaya koymuştur (Han vd., 2020).  Melanom, küçük 

hücreli dışı akciğer kanseri ve böbrek kanserinde PD-1/PD-L1 inhibitörü olarak klinikte 

kullanılan ilaç, tümör remisyonu açısından etkileyici ve uzun süreli bir etki gösteren 

nivolumab'dır (Topalian vd., 2012). Pembrolizumab ile de benzer sonuçlar gözlenmiştir. 

Son çalışmalar insan meme kanseri hücre hatlarında PD-L1 ekspresyonunun yüksek 

olduğunu göstermiştir (Darvin vd., 2019).  
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Hücre hatları karşılaştırıldığında, PD-L1'in MCF-7 ve BT-549 tümörlerinde aşırı 

eksprese edildiği ve PD-L1 seviyelerinin östrojen reseptörü (ER)-α-negatif meme 

kanserinin farklı alt tiplerinde daha yüksek olduğu bulunmuştur (Liu vd., 2018; Han vd., 

2020). PD-L1'in inhibisyonu kanser hücresi büyümesini inhibe ettiği bildirilmiştir (Liu 

vd., 2017). Tüm bu literatür verileri ışığında, PD-L1 yolağını inhibe eden tedaviler 

meme kanserinde yeni ve uygun bir hedeftir. 

 

2.14 miRNA’ların Keşfi 

 

MikroRNA'lar (miRNA'lar), ortalama uzunluğu 22 nükleotid olan küçük 

kodlamayan RNA'lar olup gen ifadesinin düzenlenmesinde önemli bir rol oynar. 

Caenorhabditis elegans'ta lin-4 olarak adlandırılan ilk miRNA'lar 1993 yılında Ambros 

ve Ruvkun ekibi tarafından keşfedilmiştir (Almeida vd., 2011; O'Brien vd., 2018). Bu 

keşfin ardından çok sayıda miRNA tanımlanmıştır (Davis-Dusenbery ve Hata, 2010; Li 

vd., 2010; Friedlander vd., 2014). Yeni miRNA’ların keşfi halen devam etmektedir 

(deRie vd., 2017).  Aynı miRNA'nın birden fazla mRNA'yı susturma yeteneğine sahip 

olduğu bilinmektedir (Hashimoto vd., 2013). miRNA'lar hücrede mRNA'yı bozma veya 

translasyonunu baskılama işlevine sahiptir (O’Brien vd., 2018; Petrović vd., 2021). 

miRNA'ların belirli koşullar altında mRNA gen ekspresyonunu ve translasyonunu 

düzenleyebildiği de bildirilmiştir (Makarova vd., 2016). Bununla birlikte, miRNA'ların 

5′ UTR, kodlama dizisi veya gen promotörleri gibi diğer gen bölgeleriyle de etkileşime 

girdiği rapor edilmiştir (Broughton vd.,2016; O’Brien vd., 2018; Petrović vd., 2021). 

miRNA'ların hedef genleriyle etkileşimi süreklidir ve bu süreklilik miRNA'ların hücre 

içi lokalizasyonu, hedef mRNA'ların miktarı ve miRNA-mRNA etkileşimlerinin 

afinitesi gibi çok sayıdaki faktöre bağlıdır (O’Brien vd., 2018). miRNA'lar ayrıca hücre 

dışı sıvılara da salgılanır. Eksozomlar, veziküller veya argonotlar gibi proteinlere 

bağlanarak hedef hücrelere taşınabildikleri bilinmektedir (O’Brien vd., 2018). Hücre 

dışı miRNA'lar çeşitli hastalıklar ve hücreler arası iletişim için potansiyel 

biyobelirteçler olarak tanımlanmıştır; miRNA'lar tümör kontrolünde etkili olabilir 

(Hayes vd., 2014; Wang vd., 2016; Huang, 2017; Paul vd., 2018; Braicu vd., 2019). 

miRNA'ların kanser hücrelerinde hücre döngüsü, metastaz, anjiyogenez, hücre 
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metabolizması ve apoptozun düzenlenmesindeki rolleri nedeniyle kanser tedavisinde 

kullanıldığı bilinmektedir (Catela Ivkovic vd., 2017; Iqbal vd., 2019).  

 

2.15 miRNA'ların Biyogenezi 

 

Ökaryotlarda miRNA olgunlaşması için gerekli genetik bilgi, çekirdekte genom 

boyunca DNA'nın intergenik bölgelerinde veya genomun protein kodlayan genlerinin 

intron veya eksonlarında kodlanır (O’Brien vd., 2018). miRNA biyogenezi, kanonik ve 

kanonik olmayan yol olmak üzere iki yolla gerçekleşir (Şekil 2.20). miRNA'ların 

sentezinde en yaygın kullanılan biyogenez yolu kanonik yoldur. Kanonik biyogenez, 

hem nükleer hem de sitoplazmik adımları içeren karmaşık bir yoldur (Lee vd., 2004; He 

vd., 2020). Kanonik biyogenez hem nükleer hem de sitoplazmik basamakları olan 

karmaşık bir yoldur (Lee vd., 2004; He vd., 2020).  

 

 

Şekil 2.20 miRNA biyogenezinin kanonik ve kanonik olmayan yolları 

 

Kanonik biyogenezde miRNA biyogenezi çekirdekte başlar. Endojen olarak 

kodlanan 100-1.000 nükleotid uzunluğundaki primer miRNA'lar (pri-miRNA'lar), RNA 

polimeraz II kullanılarak nükleer transkripsiyon yoluyla genomdan saç tokası yapısında 

pri-miRNA'lar olarak sentezlenir (Ha vd., 2014). Bu uzun pri-miRNA'lar hem 5' hem de 

3' yönünde uzanır. 5' ucunda bir başlık yapısı (şapka) ve 3' ucunda poliadenillenmiş 

(poliA) bir kuyruk bulunur. Pri-miRNA'lar daha sonra çekirdekte RNAaz III (Drosha) 
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enzimi ve DiGeorge kritik sendrom bölgesi 8 (DGCR8) kofaktöründen oluşan bir 

kompleks (pasha) tarafından 60-70 nükleotid uzunluğunda kök-ilmek yapılı öncü-

miRNA'lar (pre-miRNA'lar) oluşturmak üzere parçalanır (Luciano vd., 2004; Denli vd., 

2004; Winter vd., 2009; Arenz, 2014; Nguyen vd., 2015). Çift zincirli pre-miRNA, 

eksportin-5 (EXPO5) tarafından çekirdekten sitoplazmaya taşınır ve 21-24 nükleotid 

miRNA ve antisens miRNA'dan oluşan çift sarmallı bir yapı üretmek için başka bir 

RNAaz III enzimi olan Dicer tarafından kesilir (Liu vd., 2004; Blow vd., 2006; 

Kawahara vd., 2012; Wilson vd., 2015; Kim vd., 2016; Hamam vd., 2017). miRNA 

baskılama işleyişinin temel taşı miRNA ile indüklenen susturma kompleksidir (RISC). 

Bu kompleks, olgun miRNA miRNA zincirlerden uzun olanının (~22 nt) Argonaute 

proteinine (AGO) bağlanmasıyla oluşur (Bosse vd.,2010; Hamam vd., 2017). Bu süreçte 

miRNA, hedef mRNA'nın 3' bölgesine (UTR) eksik baz eşleşmesi ile bağlanır. Bu 

bağlanma, hedef mRNA'nın ifadesinin istikrarsızlaşmasına (mRNA susturma), mRNA 

bölünmesine, mRNA'nın proteine çevrilmesinin bastırılmasına, translasyonel 

baskılamanın indüklenmesine veya ribozom ayrışmasına aracılık edilmesine yol açar 

(Ha vd., 2014; Yun vd., 2021, Şekil 2.21). Diğer kısa zincir genellikle bozulur (Bosse 

vd., 2010; Hamam vd., 2017).  

Kanonik olmayan miRNA biyogenezinde miRNA'lar Drosha/DGCR8 ve 

Dicer'den bağımsız olarak üretilir (He vd., 2020). Kanonik olmayan yolakta tanımlanan 

ilk ve en önemli alternatif miRNA olgunlaşma yolağı "Mirtron" yolağıdır. Mirtronlar, 

pre-miRNA'lar olarak doğrudan konak genlerden sentezlenir ve firkete potansiyeline 

sahiptir ve pri-miRNA Drosha/DGCR8 bu yolda yer almaz (Ruby vd., 2007). 

Günümüzde miRNA biyogenezi için çok sayıda kanonik olmayan miRNA biyogenez 

yolu keşfedilmiştir (Kim vd., 2016). miRNA tarafından translasyonel baskılama 

mekanizması tam olarak aydınlatılamamış olsa da, mRNA bölünmesi, deadenilasyon, 

degradasyon, p-body alımı ve çeşitli translasyonel adımların engellenmesi gibi çeşitli 

hipotezler vardır (Winter vd., 2009; Kwak vd., 2010; Arenz, 2014). 
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Şekil 2.21 miRNA’ların biyogenezi ve etki mekanizması 

 

miRNA'ların gen ifadesi ve işlevleri, kromozom üzerindeki lokalizasyonlarına 

bağlı olarak değişir. Bu nedenle miRNA'lar genomik lokuslardaki lokalizasyonlarına 

bağlı olarak iki tipte sınıflandırılır: intragenik (intra-miR) ve intergenik (inter-miR) 

miRNA'lar (Bhattacharyya vd., 2012; He vd., 2012, Şekil 2.22). İntergenik (inter-miR) 

miRNA'lar genler arasında bulunan intron bölgelerinden üretilirler (Walker,2014). Bu 

intergenik miRNA'lar spesifik bir promotör ile tek bir fonksiyon için üretildiklerinde 

monosistronik miRNA'lar olarak adlandırılırlar. Birden fazla fonksiyona sahip 

miRNA'lar spesifik olmayan tek bir promotör ile ifade edildiğinde, bu miRNA'lara 

polisistronik (poli-miR) miRNA'lar denir (Davis-Dusenbery vd., 2010; Hitit vd., 2014; 

Walker, 2014, de Rie vd., 2017; O'Brien vd., 2018). İntragenik (intra-miR) miRNA'lar 

kısa bir gende iki ekzon arasındaki kodlamayan intronlarda bulunur ve konak 

promotörün veya spesifik bir promotörün kontrolü altında transkribe edilir ve 

monosistronik polisistronik miRNA'ları ifade edebilir (Walker, 2014). 
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Şekil 2.22 miRNA üreten genomik lokusların çeşitliliği (İntergenik miRNA (A) Spesifik 

/Non-spesifik bir promotör bölgesinin (siyah ok) kontrolü altında 

monosistronik polisistronik miRNA ekspresyonu. (B) İntragenik miRNA 

genellikle intronların içinde bulunur ve konak promotörünün veya spesifik bir 

promotörün (siyah ok) kontrolü altında monosistronik ve polisistronik miRNA 

ekspresyonu) 

 

2.16 Meme Kanseri Tedavisinde miRNA’ların Kullanımı 

 

Mükemmel gen susturma yeteneklerine sahip miRNA'ların meme kanseri 

gelişimi, invazyon, metastaz ve tümör immünoterapisinde rol oynadığı bilinmektedir 

(Petrović vd., 2021). miRNA'lar ve çeşitli hastalıklar arasında yakın bir ilişki olduğu 

yaygın olarak kabul edilmektedir (Petrović vd., 2021). Hastalıklarda miRNA 

seviyelerindeki artış/azalış gibi değişiklikler sayesinde hastalıkların erken teşhisi ve 

tedavisi için yeni bir ilaç adayı olarak kullanılabilir (Ji vd., 2017; Petrović vd., 2021). 

Kanser tedavisinde, miRNA ekspresyon profilinin tanısal ve prognostik bir araç olarak 

araştırılması faydalı olabilir (Calin vd., 2005; Luce vd., 2005).  

miRNA'lar onkojenik etkilere (oncomirs), tümör baskılayıcı etkilere veya her 

ikisine birden sahip olabilir (Iorio vd., 2005; Svoronos vd., 2016; Petrovic vd., 2017; 

Petrović vd., 2021). Kanser tedavisinde miRNA’lar iki şekilde kullanılmaktadır. İlk 

olarak, mikroRNA süngerleri, antago-miRNA'lar ve anti-miRNA'lar onkomirleri inhibe 

etmek ve susturmak için kullanılır. İkinci uygulama, transfeksiyon yoluyla 

mimikri/taklit miRNA'ların miktarını artırmak ve böylece tümör baskılayıcı 
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mikroRNA'ların işlevini eski haline getirmektir (Petrovic vd., 2018). miRNA'lar tümör 

bağışıklığını, tümör immünojenitesini ve anti-tümör immün yanıtını etkileyerek 

bağışıklık sisteminin düzenlenmesinde önemli rollere sahip olduğu bilinmektedir 

(Eichmuller vd., 2017; Curtale vd., 2018; Zhang vd., 2020). Tümörlerle ilgili çalışmalar, 

miRNA'ların immünoterapide terapötik amaçlar için umut verici hedefler olarak 

kullanılabileceğini göstermiştir (Ji vd., 2016; Yun vd., 2021). miRNA bazlı terapi, 

kanser immünoterapisinde kişiselleştirilmiş tedaviye olanak sağlar (Cortez vd., 2015; 

Wang vd., 2020). Çalışmalar, miRNA'ların tümör hücrelerinin yüzeyinde bağışıklık 

kontrol noktalarının ve PD-1/PD-L1 dahil ligandlarının ekspresyonunu doğrudan ve 

dolaylı olarak kontrol ederek anti-tümör potansiyellerini modüle edebildiklerini 

göstermiştir (Abdelrahman vd., 2016; Xu vd., 2017; Wang vd., 2018; Pesce vd., 2018). 

miRNA'lar, spesifik düzenleyici işlevleri nedeniyle, immünoterapide prognostik 

biyobelirteçler ve terapötik hedefler olarak kullanılabilir (Yun vd., 2021). 

 

2.17 Hsa-miR-3670 Ailesi 

 

Bunlar 16p13.11 kromozomu üzerinde bulunan çift sarmallı RNA 

oligonükleotidleridir (Şekil 2.23) ve endojen post-translasyonel düzenlemeyi atlayan 

olgun mikroRNA'ların çalışmasını taklit etmek üzere tasarlanmıştır. Çift iplikli RNA 

transkripti Hsa-miR-3670 (MI0016071) insana özgü bir sekans içerir 

(https://rnacentral.org/rna/URS000075B9CE/9606. Erişim:23.12.2021). Olgun miR-

3670'in nükleotid dizisi 65 nükleotid uzunluğunda olan "agagcucucacagcuguccuucucua 

"dır (https://www.genecards.org/cgi-bin/carddisp.pl?gene=MIR3670-

1andkeywords=MI0016071, Erişim; 23.12.2021). 

 

https://rnacentral.org/rna/URS000075B9CE/9606.
https://www.genecards.org/cgi-bin/carddisp.pl?gene=MIR3670-1&keywords=MI0016071
https://www.genecards.org/cgi-bin/carddisp.pl?gene=MIR3670-1&keywords=MI0016071
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Şekil 2.23 Prekürsör ve olgun hsa-miR-3670’in genom konumu 

(https://rnacentral.org/rna/URS000075B9CE/9606). 

 

miR-3670'in CBX4, NRAS, CASR, TXLNA, SNIP1, HNF1A, FZD4, TRIB1, 

ADMA19 ve CKAP5 gibi bazı önemli sinyal yolaklarını hedefleyerek ifadelerini 

engellediği bildirilmiştir (Lee vd., 2019). CBX4 (Polycomb Chromobox 4) ve NRAS, 

tümörlerin anjiyogenez, invazyon ve metastazının uyarılmasında rol oynar (Orouji vd., 

2016; Lee vd., 2019). Ayrıca, CASR ve TXLNA'nın tümörlerde aşırı eksprese edildiği 

ve hem tümör büyümesi hem de metastaz ile bağlantılı olduğu yaygın olarak kabul 

edilmektedir (Ohtomo vd., 2010; Mashidori vd., 2011; Lee vd., 2019). Transkripsiyonel 

koaktivatör olarak bilinen SNIP1'in, siklin D1 ekspresyonunu uyararak kanser 

hastalarında kötü prognoza ve tümör büyümesine neden olduğu bilinmektedir (Li vd., 

2012; Jeon vd., 2013; Lee vd., 2019). Çalışmalar, HNF1A ve FZD4 ile tümör büyümesi, 

sağkalım ve metastaz arasında yakın bir ilişki olduğunu göstermiştir (Liang vd., 2011; 

Ueno vd., 2012; Lee vd., 2019).  TRIB1'in tümör hücresinin büyümesini, metastazını ve 

apoptozunu inhibe etmede aracı bir rol oynadığı bilinmektedir (Soubeyrand vd., 2013; 

Pećina-Šlaus vd., 2014; Lin vd., 2014; Lee vd., 2019). ADAM19 geni, tümörlerin 

gelişimi ve vücudun diğer bölgelerine yayılma yetenekleriyle yakından bağlantılıdır 

(Zhang vd., 2015; Shan vd., 2015; Lee vd., 2019). Çalışmalar, tümörlerin hayatta 

kalmasında CKAP5'in önemli bir rol oynadığını ortaya koymuştur (Martens-de Kemp 

vd., 2013). CBX4, NRAS, CASR, TXLNA, SNIP1, HNF-1A, FZD4, TRIB1, ADMA19 

ve CKAP5 sinyal yolakları birçok kanserde kötü prognozla ilişkilendirilmiştir.  

 

https://rnacentral.org/rna/URS000075B9CE/9606
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miR-3670, tümör oluşumuyla yakından bağlantılı sinyal yollarını inhibe etme 

potansiyeline sahiptir ve bu da terapötik bir ajan olarak potansiyelini göstermektedir. 

Biyoinformatik çalışmamız, miR-3670 ile meme kanserinde rol oynayan bir immün 

kontrol noktası olan PD-L1 arasında bir ilişki olduğunu göstermiş ve bunun 

immünoterapi kullanımı için yeni bir gerekçe olabileceğini düşündürmüştür 

(http://www.targetscan.org/cgibin/targetscan/vert_72/targetscan.cgi?species=Humanandgi

d=andmir_sc=andmir_c=andmir_nc=andmir_vnc=andmirg=miR-3670. Erişim tarihi: 

24.12.2020). 

 

2.18 Hsa-miR-8078 Ailesi 

 

Bunlar şekil 2.24'te gösterildiği gibi 18p11.32 kromozomu üzerinde bulunan çift 

sarmallı RNA oligonükleotidleridir ve endojen, post-translasyonel düzenlemeye tabi 

olmayan olgun mikroRNA'ların işlevini taklit etmesi amaçlanmıştır. Hsa-miR-8078 

(MI0025914) çift sarmallı RNA transkripti insanlara özgü bir sekans içerir 

(https://rnacentral.org/rna/URS000075DC45/9606 Erişim:23.12.2021). Olgun miR-

8078'in nükleotid uzunluğu 22'dir ve nükleotid dizisi "ggucuaggcccggugagacacuc" 

şeklindedir (https://www.genecards.org/cgi-bin/carddisp.pl?gene=MIR3670-

1andkeywords=MI0016071, Erişim; 24.12.2021). 

 

 

 

 

http://www.targetscan.org/cgi-bin/targetscan/vert_72/targetscan.cgi?species=Human&gid=&mir_sc=&mir_c=&mir_nc=&mir_vnc=&mirg=miR-3670
http://www.targetscan.org/cgi-bin/targetscan/vert_72/targetscan.cgi?species=Human&gid=&mir_sc=&mir_c=&mir_nc=&mir_vnc=&mirg=miR-3670
https://rnacentral.org/rna/URS000075DC45/9606
https://www.genecards.org/cgi-bin/carddisp.pl?gene=MIR3670-1&keywords=MI0016071
https://www.genecards.org/cgi-bin/carddisp.pl?gene=MIR3670-1&keywords=MI0016071
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Şekil 2.24 Prekürsör ve olgun hsa-miR-8078’in genom konumu 

(https://rnacentral.org/rna/URS000075DC45/9606) 

 

 

miR-8078'in GREB1, HECTD3 RIPK4 gibi bazı önemli sinyal yolaklarını hedef 

alarak bunların ekspresyonunu inhibe ettiği bildirilmiştir (Lee vd., 2019). GREB1'in 

tümör hücrelerinde aşırı eksprese edildiği ve tümör sinyal yolakları ile ilişkili olduğu 

bilinmektedir (Rae vd., 2006; Laviolette vd., 2014). Li ve diğerleri (2013a, 2013b) 

tarafından yapılan araştırma, HECTD3'ün tümör hücresi apoptozunu engellediğini ve 

anti-kanser ilaçlarına karşı direnci artırdığını öne sürmektedir. RIPK4'ün tümörlerin 

büyümesiyle bağlantılı olduğu tespit edilmiştir (Huang vd.,2013). GREB1, HECTD3 ve 

RIPK4 sinyal yolaklarının birçok kanser türünde kötü prognozla ilişkili olduğu 

bulunmuştur. MiR-8078, tümörigenez ile yakından ilişkili sinyal yolaklarını inhibe 

edebildiği için terapötik bir ajan olarak potansiyele sahiptir. Öte yandan, miR-8078'in 

meme kanserinde bir immün kontrol noktası olan PD-L1 ve dolaylı sinyal yolakları ile 

ilişkili olması nedeniyle immünoterapide kullanılabilecek yeni bir argüman olduğunu 

düşünüyoruz. 

(http://www.targetscan.org/cgiin/targetscan/vert_72/targetscan.cgi?species=Humanandgid

=andmir_sc=andmir_c=andmir_nc=andmir_vnc=andmirg=miR-8078. Erişim tarihi: 

24.12.2020). 

 

  

  

https://rnacentral.org/rna/URS000075DC45/9606
http://www.targetscan.org/cgiin/targetscan/vert_72/targetscan.cgi?species=Human&gid=&mir_sc=&mir_c=&mir_nc=&mir_vnc=&mirg=miR-8078
http://www.targetscan.org/cgiin/targetscan/vert_72/targetscan.cgi?species=Human&gid=&mir_sc=&mir_c=&mir_nc=&mir_vnc=&mirg=miR-8078
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3. MATERYAL VE YÖNTEM  

Gerçekleştirilen tez 5 ana yöntem ve alt basamaklarından oluşmaktadır. Bu 

basamaklar Çizelge 3.1’deki iş akış şemasında belirtilmiştir. 

 

Çizelge 3.1 Tez çalışmasının iş akış şeması 

 

 

Hücre Kültürüne Dayalı 

Yöntemler 

Hücrelerin Çözdürülmesi 

Hücre Pasajlanması 

Hücre Dondurulması 

Hücre Sayımı 

miR-3670 ve miR-8078’nin 

Transfeksiyon ve 
Validasyonu 

miRNA'ların Hazırlanması ve Kontrolü 

miRNA mimiklerinin  transfeksiyonu 

miRNA’ların sitotoksik etkisinin incelenmesi 

IC50 Değerinin Hesaplanması 

Real Time PCR’a Dayalı 

Yöntemler 

Toplam RNA izolasyonu 

RNA'ların miktar ve saflık tayini 

cDNA Sentezi 

PD-L1 ifadesinin Real Time PCR ile analizi 

qRT-PCR Datalarının Analizi 

Ko-Kültüre Dayalı Yöntemler 

PBMC Hücrelerinin Çözülmesi 

PBMC Hücrelerinin Stoğa Alınması 

T Hücre İzolasyonu ve Manyetik Aktif Hücre Ayırması (MACS) 

T (CD8+) Hücrelerinin Pasajlanması 

Kanser Hücre Hattı Hücreleri ile CD8+ T Hücrelerinin Ko-Kültürü 

Anti-Kanser Parametrelerin 

Analizi 

Hücre Göçü Analizi 

Apoptoz ve Nekroz Analizi 

Koloni Oluşturma Yeteneği Analizi 

3D Sferoid Oluşum Yeteneği Analizi 

E-kaderin Analizi 

VEGF Analizi 

TINAGL-1 Analizi 

İstatistiksel Analiz 
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3.1 Kullanılan Cihazlar ve Kimyasallar 

 

Bu tez çalışmasında kullanılan kimyasal ve cihazlar çizelge 3.2 ve 3.3’te listelenmiştir. 

Çizelge 3.2 Kullanılan cihazlar 

Kullanılan Mevcut / Ekipman Türü Modeli (Araç, Makine-Teçhizat vb.) 

-20°C Derin Dondurucu  Uğur 

-80°C Derin Dondurucu  Panasonic MDF-U5386S-PE 

Azot Tankı (-196°C) International Crygenics, InsIC35RX 

Biyogüvenlik Kabini Metisafe class 2 

Buzdolabı  Samsung 
Çalkalamalı Su Banyosu Nüve Marka ST402 model 

Distile Su cihazı GLF Marka 2001/1 model 

Floresans Mikroskop  Zeiss Axioskop MC100 

Hassas Terazi RadWag  

Isıtmalı Magnetik Karıştırıcı  Wisestir Marka MSH-20A model 

Işık Mikroskop  Olympus 
İnverted Mikroskop Olympus CKX31 

Karbondioksitli Etüv Memmert 

Kar-Buz Makinası Hoshizaki FM-80KE 

Nanodrop  Thermo Scientific lite model 

pH Metre  Thermo Scientific Orion 3 star model 

RT-PCR  AB Applied Biosystems Step One Plus marka 

Santrifüj  Hettich  

Soğutmalı Santrifüj  Hettich universal 320/320R model 

Spektrofotometre Thermo c Genesys model 
UV Görüntüleme Cihazı  Biorad 

UV-Vis Spektrofotometre/Nano Drop  Thermo Scientific 

Vorteks  Yellow Line Tts3 Dijital model 
Yatay Elektroforez  Biorad 

 

 

Çizelge 3.3 Kullanılan kimyasallar 

Kimyasal adı Marka ve menşei 

Agaroz  Lonza, İsviçre 

3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-Diphenyltetrazolium Bromide (MTT)   Invitrogen, Almanya 
Distile Su Biological Industries, ABD 

Dulbecco's Modified Eagle Medium (DMEM) Gibco ®, Thermo Fisher Scientific, ABD 

EntiLink™1sStrand cDNA Synthesis Kit  Wuhan, Çin 

EnTurbo™ SYBRGreen PCR SuperMix  Wuhan, Çin 

Etanol (%99,%96) Thermo Fisher Scientific, ABD 

Ethidium Bromid  Amresco, ABD 
Fetal Bovine Serum (FBS)  Biological Industries, ABD 

Hibrigen® RNA izolayon kit  Hibrigen, Türkiye 

Hsa-miRNA-3670 ve Hsa-miRNA-8078 Horizon Discovery Company, ABD 
INTERFERin, Transfection Reagent Polyplus, Fransa 

İzopropanol  Sigma Aldrich, ABD 

Lizis Tampon Biological Industries, ABD 

PCR primerleri  IDT, ABD 
Penicillin-Streptomycin Solution  Biological Industries, ABD 

Phosphate Buffered Saline (PBS) Gibco ®, Thermo Fisher Scientific, ABD 

RNAse free su Biological Industries, ABD 
RPMI 1640 Medium  Gibco ®, Thermo Fisher Scientific, ABD 

Tripan Blue  Thermo Fisher Scientific, ABD 

Tripsin/EDTA (%0.25), Fenol Red  Gibco ®, Thermo Fisher Scientific, ABD 
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3.2 Solüsyonlar ve Hazırlanışı 

 

3.2.1 Kristal Viole Solüsyonu  

 

Boyamada kullanılacak %0.5’lik stok kristal viole solüsyonu hazırlamak için 

hassas terazide 0.5 gr kristal viole boyası hassas terazide dikkatlice tartıldı. Daha sonra 

bu boya 75 mL distile suda çözüldü. Son olarak da su içerisinde çözünmüş kristal viyole 

boyasının üzerine 20mL metanolden (%95) eklenerek tamamlandı. Bu solüsyon oda 

sıcaklığında ve karanlıkta muhafaza edildi. 

 

3.2.2 Tripan Mavisi Solüsyonu 

 

Tripan mavisi çözeltisi (%0.4 (a/h)) için 0.4 g toz tripan mavisi tartıldı ve PBS 

içinde çözüldü; hacim 100 mL'ye tamamlandı. 

 

3.2.3 Tripsin Solüsyonu 

 

Tripsin solüsyonu (%0.25 (a/h)) hazırlamak için 2.5 g Tripsin 1 litre steril PBS 

(pH 7.4) içerisinde içinde çözüldü ve 0.22-μm filtreden geçirilerek sterilize edildi. Bu 

çözelti -20°C'de saklanmıştır. 

 

3.2.4 Akridin Turuncusu / Etidyum Bromür (AO/EB) Solüsyonu 

 

Etidyum bromür (10 mg) 100 mL 1x PBS içinde çözülerek bir stok solüsyonu 

(100 µg/mL) hazırlandı. Akridin turuncusu stok solüsyonu (100 µg/mL), 10 mg akridin 

turuncusu 100 mL 1x PBS içinde çözünmesiyle hazırlanmıştır. Daha sonra bu stok 

solüsyonlar 1:1 oranında karıştırıldı ve kullanıldı. 

 

3.2.5 MTT Solüsyonu 

 

Hücre canlılığını belirlemek için 3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-

Diphenyltetrazolium Bromide (MTT) (Sigma, Germany) kullanıldı. Çözeltiyi 

hazırlamak için 0.05 mg MTT tartıldı ve 10 mL PBS içinde çözüldü. MTT çözeltisinin 
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her seferinde taze hazırlanmasına özen gösterildi ve alüminyum folyoya sarılarak 

karanlıkta saklandı. 

 

3.2.6 Stok Alma Solüsyonu 

 

Hücreleri saklamak için kullanılan dondurma solüsyonu FBS ve DMSO'dan 9:1 

oranında hazırlanır ve hemen kullanılır. 

 

3.2.7 T Hücre Stok Alma Solüsyonu 

 

Dondurma solüsyonu FBS ve DMSO ile 9:1 oranında olacak şekilde hazırlandı 

ve hemen kullanıldı. Bu çözelti 45 mL FBS ve 5 mL DMSO karıştırılarak 

hazırlanmıştır. 

 

3.2.8 1X miRNA Tamponu 

 

5x miRNA tamponundan 500 mL’lik 1x miRNA tamponuna seyreltmek için 400 

mL steril RNaz içermeyen su ve 100 mL 5x miRNA tamponu karıştırılmıştır. Böylece 

bileşiminde KCl (60 mM), HEPES (6 mM), pH 7.5 ve MgCl2 (0.2 mM) içeren 500mL 

1x miRNA tamponu elde edilir. 

 

3.2.9 1X PBS Tampon Hazırlanışı Solüsyonu 

 

Na2HPO4 (2.38 g), KH2PO4 (0.190 g) ve NaCl (8 g) tartılarak 800 mL bidistile 

suda çözülerek 1000 mL’ye tamamlandı. Solüsyonun pH’sı ölçüldü, asidik ise 

Na2HPO4; bazik ise KH2PO4 eklenerek pH 7.4’e ayarlandı. 

 

3.3 Hücre Hatları ve Kullanılan Besiyerleri 

 

İnsan meme kanseri hücre hattı MCF-7 ve normal epitel hücre hattı HME1'in 

proliferasyonu için L-glutamin (%1), esansiyel olmayan amino asitler, sodyum pirüvat, 

fetal bovin serumu (%10 FBS), penisilin-streptomisin-amfoterisin (%1) içeren yüksek 

glikozlu Dulbecco Modifiye Eagle Medium (DMEM, Sigma, ABD) kullanıldı. PBM 
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Rupaimoole C ve CD8+ T hücre hatlarının çoğalması için, stabil %1 L-glutamin ve 

%10 FBS içeren 500 mL RPMI-1640, ısıyla inaktive edilmiş 50 mL FBS ve 5 mL (son 

konsantrasyon, ̴ %1) penisilin-streptomisin içeren taze hazırlanmış RPMI-1640 4°C'de 

saklandı. FBS oranları gerektiğinde değiştirilmiştir (Çizelge 3.4). 

 

Çizelge 3.4 Hücre hatları, katalog numaraları ve besiyeri içerikleri 

 

 

3.4 Biyoinformatik Analizler 

 

Çalışmamızda türlerin miRNA sekanslarını, isimlendirme ve referansları 

sağlayan web tabanlı bir biyoinformatik programı olan miRBase kullanılmıştır. miR-

3670 ve miR-8078 mimik miRNA'ların erişim numaraları, olgun sekansları ve 

referansları miRBase programı kullanılarak doğrulanmıştır (Şekil.3.1, Erişim tarihi: 

03.04.2023, https://www.mirbase.org/index.shtml ). 

 

 

Şekil 3.1 miRBase veri tabanı web ekran görünümü 

 

Hücre 

hattı 
Katalog Numaraları Besiyeri İçerikleri 

MCF-7 CRL-3435 
DMEM + %10 FBS + %1 

Penisilin/Streptomisin/ Amfoterisin 

HME1 HME1 
DMEM  + %10 FBS + %1 

Penisilin/Streptomisin/Amfoterisin 

PBMC ve 

CD8+(T) 
21875-034-Gibco 

RPMI + %10 FBS + %1 

Penisilin/Streptomisin/ Amfoterisin 

https://www.mirbase.org/index.shtml
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Ardından, miR-3670 ve miR-8078 mimik miRNA’larının hem doğrulanmış hem 

de varsayılan hedef genlerini ve bu hedef genlerle ilişkili olduğu biyokimyasal 

yolaklarını belirlemek için aşamalı bir biyoinformatik seçim gerçekleştirildi (Şekil 3.2). 

Bu amaçla, ilgili miRNA'ların hedef genleri ilk olarak Targetscan (www.targetscan.org) 

ve miRWalk (http://mirwalk.umm.uni-heidelberg.de/), miRPathDB v2.0 

(https://mpd.bioinf.uni-sb.de/) programları kullanılarak tanımlanmıtır. Biyoinformatik 

programlarından elde edilen bu hedef grup kümeleri VENNY web programı 

kullanılarak karşılaştırılmış ve ortak genler belirlenmştir. Bu işlemden sonra, PD-L1 

(CD274) mRNA'sının hangi bölgesinin miR-3670 ve miR-8078 mimik miRNA'ları 

tarafından hedeflendiğini analiz etmek için Targetscan veri tabanı (www.targetscan.org) 

kullanılmıştır. Hedef genlerle ilişkili biyokimyasal yolaklar miRTargetLink 2.0. 

miRPathDB v2.0 veri tabanları kullanılarak tanımlanmıştır. Meme kanserinde hsa-

miRNA-3670 ve hsa-miRNA-8078 sentetik mimiklerinin potansiyel moleküler 

mekanizmalarını keşfetmek için Gen ontolojisi (GO) zenginleştirme ve Kyoto Genler ve 

Genom ansiklopedisi (KEGG, https://www.genome.jp/kegg/)  analizi yapılmıştır. 

 

 

Şekil 3.2 Biyoinformatik analiz için takip edilen akış şeması (*kullanılan biyoinformatik 

programları temsil etmektedir) 

 

3.5 Hücre Kültürüne Dayalı Yöntemler 

 

Çalışmamızda kullanılan stok hücre hatları, bölümümüzde halihazırda bulunan 

ve geçmiş yıllarda ATCC'den ticari olarak temin edilen CRL-3435 katalog numaralı 

http://www.targetscan.org/
http://mirwalk.umm.uni-heidelberg.de/
https://mpd.bioinf.uni-sb.de/
http://www.targetscan.org/
https://www.genome.jp/kegg/
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insan meme kanseri hücre hattı MCF-7 ve 50-238-4935 katalog numaralı insan meme 

normal hücre hattı HME1(CRL-4010) kullanıldı. 

 

3.5.1 Hücrelerin Çözdürülmesi 

 

Su banyosu 37 ºC'ye ayarlandı ve kullanılacak besiyeri bu su banyosunda yaklaşık 

15 dakika ısıtıldıktan sonra laminer akış kabinine aktarılmıştır. Azot tankından alınan 

MCF-7 hücreleri (pasaj no. 12) yaklaşık 1-2 dakika boyunca çözülmüştür. Kriyotüpte 

çözülen MCF-7 hücreleri 15 mL'lik bir falkon tüpünde 5 mL DMEM besiyerine dikkatlice 

eklenmiştir. Çözülmüş hücrelerin bulunduğu falkon tüp 4ºC'de 5 dakika boyunca 2000 

rpm'de santrifüj edilmiştir. Santrifüjden elde edilen süpernatant atılmış, falkon tüpünün 

dibindeki pelet 5 mL taze DMEM besiyeri ile yavaşça çözülmüş ve flasklara aktarıldı. 

Hücreler invert mikroskop altında incelendi ve %5 CO2 içeren bir inkübatörde 37°C'de 

inkübe edildi Aynı deneysel işlemler DMEM besiyeri ile HME1 hücresi için de 

gerçekleştirildi. 

 

3.5.2 Hücre Pasajlanması  

 

Flasklardaki MCF-7 hücreleri, hücre sayısı ve yayılma hızı açısından invert 

mikroskop altında düzenli olarak incelenmiştir. MCF-7 hücrelerinin besiyeri 2. günde taze 

besiyeri ile değiştirilmiştir. İnkübasyon süresinin sonunda (4 gün) hücreler mikroskop 

altında incelendi ve flaskların %80-90 oranında dolu olduğu görüldü. Flask tabanına 

yapışan hücreler 4 mL fosfat tampon çözeltisi PBS (Gibco™, ABD) ile zarar görmeden 

yıkanmıştır. Ardından 1 mL tripsin (Gibco™, ABD) eklendi ve CO2'li etüvde 37°C'de 

yaklaşık 2 dakika inkübe edildi. Tripsin eklenmiş hücrelerin durumu mikroskop altında 

incelendi. Flaskın yüzeyinden tamamen ayrılmış olan hücreler bir pipetle dikkatlice 

çıkarıldı ve 4 mL DMEM besiyeri içeren bir falkon tüpüne yerleştirildi. Falkon 4ºC'de 5 

dakika süreyle 2000 rpm'de santrifüj edildi. Santrifüj sonucu oluşan süpernatant atıldı ve 

falkon tüpünün dibindeki pelet 5 mL taze DMEM besiyeri ile dikkatli bir şekilde 

pipetlenerek çözüldü ve iki ayrı flaska ekildi. Hücreler mikroskop altında incelendi ve 

çoğalmaları için 37°C'de %5 CO2 içeren etüvde inkübe edildi. Aynı deneysel işlemler 

DMEM besiyeri ile HME1 hücresi için de gerçekleştirildi. 
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3.5.3 Hücre Dondurulması 

 

Hücrelerin uzun süreli muhafazası için kullanılan dondurma besiyeri, dondurulacak 

her hücre hattı için 15 mL'lik bir falkon tüpüne %90 FBS ve %10 DMSO eklenerek 

hazırlanmıştır. Pasajlanmış hücrelerin 4 günlük inkübasyonundan sonra, flaskda %80-90 

konfluensi olan MCF-7 hücreleri (pasaj no. 12) kullanıldı. Flaskdaki besiyeri bir pipet 

yardımıyla dikkatlice uzaklaştırıldı. Ardından flaska 5 mL 1X PBS eklenerek yıkandı, PBS 

pipetle uzaklaştırıldı ve hücrelerin üzerine 400 μl tripsin eklendi. Flasklar 37°C'de inkübe 

edilerek 2-3 dakika bekletildi. Hücreler inkübatörden çıkarıldı ve tripsin ile homojenize 

edildi. Bir falkon tüpüne (15 mL) 5 mL besiyeri eklendi ve flask tabanından tripsin ile 

ayrılan hücreler bu falkon tüpüne yerleştirildi. Tüpteki hücreler 2000 rpm’de 5 dk santrifüj 

edilerek süpernatant uzaklaştırıldı. Falkon tüpün dibinde, önceden hazırlanmış %10 

DMSO-FBS dondurucu çözeltiden 4 mL pipetle hücrelerin üzerine eklendi ve iyice 

pipetlendi. Her birine bu çözeltiden 1 mL eklenen dört kriyo tüp hazırlandı. Kriyo tüpler 

Mr. Frosty yerleştirildi. Mr Frosty kabı bir saat boyunca -20 ºC'de ve ardından 24 saat 

boyunca -80 ºC'de tutuldu. Daha sonra uzun süreli saklama için bir sıvı nitrojen tankına 

yerleştirildi. Aynı deneysel işlemler DMEM besiyeri ile HME1 hücresi için de 

gerçekleştirildi. 

 

3.5.4 Hücre Sayımı 

 

Pasajlanan hücreler PBS ile yıkanıp tripsin ile uzaklaştırıldıktan sonra 15 mL'lik 

falkon tüpüne konularak 2.000 rpm'de 5 dakika santrifüj edildi. Santrifüj sonrası elde 

edilen hücre peletine 1 mL besiyeri eklenerek hücre süspansiyonu hazırlandı. Hücre 

süspansiyonunun 50 μl'si bir ependorf tüpüne konuldu ve 50 μl tripan mavisi eklendi. Bu 

karışım pipetlenerek homojenize edildi ve bir thoma lamı üzerine yerleştirildi. Mikroskop 

altında 10x objektif büyütmede, thoma lamı üzerindeki 16 büyük karenin her birindeki 25 

küçük karenin iç kısımları ve kare çizgilerine teğet veya kesişen hücreler sayıldı (Şekil 

3.3). Sayım en az 3 kez tekrarlandı. Elde edilen sayıların ortalaması alınarak 1 mL 

besiyerindeki hücre sayısı hesaplandı. 

 

 Toplam hücre sayısı = (16 büyük karedeki hücre sayısı) x (10.000) x (dilüsyon faktörü) 
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    Şekil 3.3 Thoma lamı ile hücre sayımı (A: klasik thoma lamı mikroskop görüntüsü (4X) B: 

thoma lamında tripan mavisi ile boyanmış hücre görüntüsü (4X) siyah Ok işaret 

ile gösterilen mavi renkli hücreler tripan mavisi ile boyanmış ölü hücreler iken, 

beyaz Ok işaret ile gösterilen şeffaf renksiz hücreler canlı hücreleri temsil 

etmektedir. Prof. Dr. Yasin Tülüce’nin arşivinden izni alınarak kullanılmıştır). 

 

 

3.6 miR-3670 ve miR-8078’nin Transfeksiyon ve Validasyonu 

 

3.6.1 miRNA’nın Hazırlanması  

 

 Bu tez çalışmasında agagcucacagcuguccuucucua dizilişine sahip 24-mer’lik 

miR-3670 miRNA ve ggucuaggcccggugagagacuc dizilişine sahip 23-mer’lik miR-8078 

kullanılmıştır. miRNA’ların hazırlanması şu şekilde gerçekleştirildi; 

1. miRNA içeren tüpler, liyofilize miRNA peletinin tüpün dibinde toplandığından emin 

olmak için kısa bir süre santrifüjlenmiştir. 

2. RNaz içermeyen 1x miRNA tamponunda istenen nihai konsantrasyona kadar yeniden 

süspanse edilir. 

3. Bu çözelti oda sıcaklığında 30 dakika boyunca bir orbital karıştırıcı/çalkalayıcı üzerine 

yerleştirilmiş ve çözünmeye bırakılmıştır. 

4. miRNA içeren tüpler daha sonra tüpün dibindeki çözeltiyi toplamak için kısa bir süre 

santrifüjlendi. 

5. miRNA konsantrasyonunun doğrulanması 260 nm dalga boyunda UV 

spektrofotometresi kullanılarak gerçekleştirilmiştir (mikroRNA mimik için 1 μM = 14.1 

ng/L olması gerekir). RNA hemen kullanılabilir veya dondurma-çözme döngülerinin 

sayısını en aza indirmek için 50μl'lik alikotlara bölünebilir. Yeniden süspanse edilen 

miRNA, manuel defrost veya döngü yapmayan bir dondurucuda -20°C'de saklanabilir. 

Hemen analiz yapılması planlanıyorsa 4°C'de saklama 6 haftaya kadar uygundur. 
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3.6.2 miRNA’ların Spektrofotometrik Kontrolü 

 

miRNA miR-3670 ve miR-8078’in konsantrasyon ve saflık nanodrop 

spektrofotometrede 260 ve 280 nm dalga boylarında spektrofotometrik ölçümler 

kullanılarak belirlendi. Nükleik asitlerin, 260 nm dalga boyundaki absorbans değerleri, 

nükleik asitlerin miktarını gösterir. Saflık derecesinin belirlenmesinde ise 

OD260/OD280 oranı kullanılmıştır. Çift zincirli miRNA molekülünün konsantrasyon 

oranı da belirlenmiştir. miRNA standart eğrisi RNAse içermeyen PBS tamponu 

kullanılarak oluşturulmuştur. Farklı konsantrasyonlarda çeşitli örnekler hazırlanmış ve 

bunların absorbans değerleri 260 nm dalga boyunda ölçülmüştür. İlgili veriler 

konsantrasyon eğrisini oluşturmak için kullanılmıştır. 

 

3.6.3 miRNA Mimiklerinin Transfeksiyonu 

 

MCF-7 ve HME1 hücrelerinin transfeksiyonu, transfeksiyon çözeltisi 

INTERFERin Transfection Reagent (Fransa) ve stok miR-3670 ve miR-8078 miRNA 

mimik (Horizon Discovery, UK) kullanılarak, üretici tarafından sağlanan yönergeler 

izlenerek gerçekleştirildi. Transfeksiyondan bir gün önce hücreler flasklara ekilmiş ve 

antibiyotik içermeyen bir besiyerinde 24 saat boyunca kültüre edildi. Transfeksiyon 

yapılacak gün hücreler %30-50 yoğunluğa ulaştığında, besiyeri uzaklaştırılmış ve 

yıkamak için soğuk PBS kullanılmıştır. Hücreler daha sonra tripsin-EDTA çözeltisi 

kullanılarak ayrılmış ve sayım için santrifüjlenmiştir. Daha sonra 96 kuyucuklu 

plakalara her bir kuyucukta 0.5x105 hücre olacak şekilde üç kopya halinde ekim 

yapıldı. Hücrelere farklı konsantrasyonlarda (1nM, 5nM, 10nM, 25nM, 50nM, 100nM) 

miR-3670 ve miR-8078 miRNA mimikleri ile transfekte edilerek 48 saat boyunca 

37ºC'de CO2'li etüvde inkübe edildi. 

Transfeksiyon için miRNA mimiklerinin stoklarından belirlenen 

konsantrasyonlar hesaplandı ve ayrı falkon tüplerine yerleştirildi. Bu tüplerin her birine 

uygun miktarda serum içermeyen besiyeri eklendi. Ayrı bir falkon tüpü, her bir kuyu 

için belirlenen miktarda serumsuz besiyeri ile dolduruldu. Transfeksiyon solüsyonu 

(INTERFERin, Fransa) eklendi ve yavaşça pipetlendi. Daha sonra transfeksiyon 

kompleksinin oluşması için 5 dakika oda sıcaklığında bekletilmiştir. İnkübasyondan 



 

53 
 

sonra farklı konsantrasyonlarda hazırlanan miRNA mimiği içeren falkon tüplerine ayrı 

ayrı seyreltilmiş INTERFERin eklenerek miRNA ve taşıyıcı ajan birleştirildi. Elde 

edilen karışım hafifçe karıştırıldı ve kompleksi oluşturmak için oda sıcaklığında 20 

dakika inkübe edildi. miRNA-INTERFERin kompleks karışımı daha sonra 96 

kuyucuklu plakanın her kuyucuğuna eklenerek ileri geri çalkalandı. Ortam 4-6 saat 

sonra tamamlanmış DMEM ile değiştirildi ve hücreler daha sonra 48 saat boyunca 37 

ºC'de CO2'li bir etüvde inkübe edildi (Şekil 3.4). 

 

 

 

   
B C D 

Şekil 3.4 miRNA mimiklerinin transfeksiyon süreç şeması (A: mirRNA’ların 

transfeksiyon işlem akış şeması, B: Transfeksiyon ajanının eklenmesi, C: 

Karışımın vorteksle karıştırılması, D: miRNA’ların hücrelere transfeksiyon 

işlemi) 

 

3.6.4 miRNA’ların Sitotoksik Etkilerinin Araştırılması 

 

Bu çalışmanın amacı, miR-3670 ve miR-8078'in MCF-7 ve CRL-4010 hücre 

hatlarının sitotoksisitesi ve hücre canlılığı üzerindeki etkisini incelemektir. MTT (3-

(4,5-dimetiltiyazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolyum bromür) testi (Sigma, Almanya), canlı 

hücrelerdeki metabolik aktivitenin MTT'nin mitokondriyal dehidrojenaz enzimi 
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tarafından parçalanmasına bağlı olduğu ve bunun da çözünür formazan tuzlarının 

oluşumuyla sonuçlandığı varsayımına dayanmaktadır. Stoktan alınan hücreler flasklara 

kültürlenmiştir. Yeterli yoğunluğa ulaştıklarında, tripsin kullanılarak ayrıldılar ve daha 

sonra steril 96 kuyulu petri kaplarına kuyu başına 1x105 hücre yoğunluğunda 

tohumlandılar. 24 saat sonra, besiyerleri çıkarılmış ve değişen konsantrasyonlarda miR-

3670 ve miR-8078 miRNA mimikleri (1nM, 5nM, 10nM, 25nM, 50nM, 100nM) 

eklenmiş ve 48 saat boyunca %5 CO2 atmosferi ile 37 °C'deki bir etüvde inkübe edildi. 

Bu aşamadan sonra kuyucuklardaki besiyeri uzaklaştırılmış ve önceden hazırlanmış 

besiyerinden 100 μl içeren her kuyucuğa 0.05 μl MTT çözeltisi eklendi. Plaka 4 saat 

boyunca inkübe edildi. İnkübasyondan sonra besiyeri atıldı ve formazan kristalleri 100 

μl DMSO ile çözüldü. Absorbans değerleri bir spektrofotometrede 570-690 nm dalga 

boyunda ölçüldü ve kaydedildi (Şekil 3.5, Tülüce vd., 2019; Koyuncu vd., 2019). 

 

Şekil 3.5 miRNA 3670 ve 8078’in MCF-7 ve HME1 üzerindeki sitotoksik etkisi (A: miR-

3670 ve miR-8078 uygulanmış hücrelerin inkübasyon sonrası görüntüsü, B: 

hücrelere MTT solüsyonunun eklenmesi, C: inkübasyon sonrası hücrelerde 

oluşan formazan kristalleri) 

 

3.6.5 IC50 Değeri  

 

Hücreler üzerinde miR-3670 ve miR-8078 için doz-cevap eğrisi, GraphPad 

Prism yazılımı (GraphPad Prism 8 yazılımı, San Diego, ABD) kullanılarak 

konsantrasyonlara karşı inhibisyon yüzdesi çizilerek elde edildi. MCF-7 ve HME1 

hücre hatlarında miR-3670 ve miR-8078'in IC50 değerlerini belirlemek için doğrusal 

olmayan regresyon yapıldı. Analiz için aşağıdaki formül kullanıldı: Yüzde canlılık = 

(100) X (Her bir numuneyi içeren kuyucukların ortalama OD değeri) - (Negatif kontrol 

kuyucuklarının ortalama OD değeri) (Tülüce vd., 2019). 
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3.7 Gerçek Zamanlı PCR’a Dayalı Yöntemler 

 

miR-3670 ve miR-8078 transfeksiyonunu takiben MCF-7 ve HME1 

hücrelerinde PD-L1 geninin ekspresyonundaki değişiklikleri gözlemlemek için RT-

qPCR yoluyla gen ekspresyon analizi yapıldı. Hücreler sayılmış ve 96 kuyulu petri 

kaplarında kuyu başına 0,5x105 hücre olacak şekilde bölüm 3.5.3'e göre ekilmiştir. 

Hücreler daha sonra üç kopya halinde 24 saat boyunca 37°C'de %5 CO2 atmosferi 

altında bir etüvde inkübe edildi. Hücreler inkübe edildikten sonra miRNA'lar çeşitli 

konsantrasyonlarda (1nM, 5nM, 10nM, 25nM, 50nM, 100nM) deney grubuna transfekte 

edilirken, kontrol grubu kuyucuklarına miRNA uygulanmadı. Her iki hücre seti de daha 

sonra 48 saat boyunca %5 CO2 atmosferinde 37°C'de inkübe edildi. Ardından, PD-L1 

ve kontrol GAPDH gen ekspresyon analizini değerlendirmek için total RNA izolasyonu, 

cDNA sentezi ve RT-qPCR testi gerçekleştirildi. 

 

3.7.1 Total RNA izolasyonu 

 

Total RNA izolasyonu için kontrol grubu ve farklı dozlarda miR-3670, miR-

8078 uygulanan deney grubu hücrelerinden RNA izolasyonu gerçekleştirildi. RNA 

ekstraksiyonu için RNA izolasyon kitinin (HibriGen kat.no: MG-RNA-01-10, Türkiye) 

genel protokolü takip edilmiştir. Kitin protokolü aşağıdaki gibidir: 

❖ miRNA uygulanmış hücrelerin üzerine 1 mL HT tamponu eklenir. Hücreler 15 

saniye boyunca pipetlenerek veya vortekslenerek hücrelerin parçalanması 

sağlanır. 

❖ Ardından nükleoprotein kompleksinin tamamen parçalanması için buz üzerinde 

5 dakika boyunca inkübasyon yapılır. (Opsiyonel olarak daha yüksek saflıkta 

RNA elde edebilmek için 1. adımdan sonra hücre karışımını 4°C’de, 12000 

rpm’de 5 dakika santrifüj edilir. Elde edilen süpernatantlar, protein, yağ, 

polisakkaritler, kas ve bitki fibrillerini uzaklaştırmak için yeni bir RNaz 

içermeyen mikrosantrifüj tüpüne aktarılmalıdır. 

❖ 200 µl kloroform eklenir, homojenize olana kadar 15 saniye vorteksle karıştırılır 

ve 10 dakika buz üzerinde inkübe edilir. Numune 4°C'de 15 dakika boyunca 

12000 rpm'de santrifüjlenir. Not: Santrifüj işleminden sonra karışım 2 parçaya 

ayrılır. Fenol-kloroform fazı altta ve RNA içeren renksiz faz üsttedir. Üstteki 
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renksiz faz, alttaki diğer fazlarla karıştırılmadan bir pipet kullanılarak dikkatlice 

RNaz içermeyen yeni bir tüpe aktarılır. 

❖ Önceden soğutulmuş EtOH (%100), hacme göre renksiz faza 1/2 oranında 

(örneğin 250 µl EtOH'a 500 µl renksiz faz) eklenir. Etanol ilavesinden sonra 

görünür çökeltiler oluşabilir, bu nedenle karışım bir vorteks ile iyice karıştırılır. 

Karışım daha sonra filtreli bir tüpe aktarılmalı ve 4°C'de ve 12000 rpm'de 30 

saniye santrifüj edilir. Filtrenin altındaki tüpte toplanan sıvı atılır. 

❖ Filtreye 500 µl RY1 eklenir ve 4°C’de, 12000 prm’de 30 saniye santrifüjlenerek 

yine altta kalan sıvı atılır. 

❖ Daha sonra filtreye 500 µl RY2 eklenir, oda sıcaklığında 1 dakika inkübe edilir 

ve ardından 4 °C'de 12000 rpm'de 30 saniye santrifüj edilir. Alttaki sıvı atılır ve 

adım tekrarlanır. Filtreli tüp 12000 prm’de 30 saniye santrifüj edilir. 

❖ Kolon 1,5 mL'lik mikrosantrifüj tüplerine yerleştirilir. Membrana 30-100 µl 

DEPC ile muamele edilmiş su eklenir. Oda sıcaklığında 2 dakikalık bir 

inkübasyon süresinden sonra, RNA'yı bu suda toplamak için tüp 12000 rpm'de 2 

dakika santrifüj edilir. Tüpte kalan su saf RNA içerir ve uzun süreli saklama için 

-70°C'de saklanabilir. 

 

3.7.2 RNA'ların Miktar ve Saflık Tayini  

 

İzole edilen RNA'ların konsantrasyonları Nanodrop ND-2000c (Thermo) 

kullanılarak belirlendi. Absorbanslar 260 nm ve 280 nm dalga boylarında ölçüldü. 

A260/A280 oranı RNA'nın saflığını belirlemek için kullanıldı (Şekil 3.6). 

 

 

Şekil 3.6 İzole edilen RNA'ların miktarın ve saflığının Nanodrop ile tayini 
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3.7.3 cDNA Sentezi  

 

Elde edilen total RNA’lardan cDNA sentez kiti (EntiLink™, EQ003-02) 

kullanılarak cDNA sentezlendi. İzole edilen RNA miktarları spektrofotometrede üç 

tekrarlı olacak şekilde ölçülerek ortalamaları alındı. Kit protokolü işleyişi; 

1) Total RNA solüsyonunun içerisindeki DNA’nın parçalanması ve sadece RNA’ların 

kalması için çizelge 3.5’te belirtilen reaktifler total RNA'ya uygun miktarda eklendi. 

Çözelti daha sonra 42°C'de 2 dakika veya oda sıcaklığında 5 dakika inkübe edildi ve 

ardından +4°C’ye kaldırıldı.  

 

Çizelge 3.5 Total RNA çözeltisi içindeki DNA’nın ayrılması 

Reaktifler Kullanılan miktar 

5x gDNA Eraser 2.0 µL 

gDNA Eraser 1.0 µL 

Template RNA(Total RNA) 0.5-5 µg 

RNaz Free Water To 10.0µL 

 

2) İlk adımdan sonra, ters transkripsiyon için reaksiyon çözeltisi Çizelge 3.6'ya göre 

hazırlandı. Çözelti 70 °C'de 5 dakika ısıtıldı ve ardından buz üzerinde hızla soğutuldu. 

Soğutmanın ardından kısa bir santrifüj işlemi gerçekleştirildi. 

 

Çizelge 3.6 Ters transkripsiyon için reaksiyon çözeltisinin hazırlanışı 

Reaktifler Kullanılan miktar 

1.Adımdaki reaksiyon solüsyonu 10.0 µL 

RT Primer Mix* 2.0 µL 

dNTP’ler (10mM her biri) 1.0 µL 

RNaz free ddH2O to 15.0 µL 

*RT Primer Karışımı, bir oligo dT ve pd(N)9 karışımıdır. 

 

İkinci adımda kısa bir santrifüj ve soğutmanın ardından, karışıma Çizelge 3.7'de 

listelenen reaktifler eklenmiştir. 
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Çizelge 3.7 Tamamlayıcı mix hazırlanışı 

Reaktifler Kullanılan miktar 

1.Adımdaki reaksiyon solüsyonu 

5x RT tampon 4.0 µL 

EntiLink TM ters transkriptaz enzimi 1.0 µL 

RNaz inhibitörü 1.0 µL 

 

3)   Bu karışım daha sonra dikkatlice karıştırıldı ve 37 °C'de 60 dakika boyunca inkübe 

edildi. Ardından 95°C'de 5 dakika ısıtılıp soğutularak elde edilen cDNA'ların 

konsantrasyonları Nanodrop cihazında ölçüldü ve saflığı belirlendi (Şekil 3.7). Daha 

sonra kullanıma kadar kısa bir süre için -20°C'de saklanır. Uzun süreli depolama için     

-80°C tercih edilmelidir. 

 

 

   Şekil 3.7 cDNA'ların miktar ve saflığının Nanodrop ile tayini 

 

3.7.4 PD-L1 İfadesinin Gerçek Zamanlı PCR ile Analizi  

 

RT-PCR analizi, sentezlenen cDNA örneklerinden hsa-miRNA-3670 ve hsa-

miRNA-8078 uygulanan hücrelerde PD-L1 ifadesinin inhibe edildiğini göstermek 

amacıyla yapıldı (Şekil 3.8). Gliseraldehit-3-fosfat dehidrogenaz (GAPDH) Çizelge 

3.8'de kontrol geni olarak listelendi. İki gen için bir kontrol grubu ve bir uygulama 

grubu  toplam hacmi 10 μl olan iki ayrı karışım hazırlandı. RT-PCR için SYBR Green 

PCR Master Mix Kit (EntiLink, Çin) kullanıldı. Her bir örnek için, PD-L1 genine özel 

olarak tasarlanmış primerlerin (ileri ve geri) her biri için 0.2 μl, 5 μl SYBR- Green 

Master Mix, 1 μl ROX boyası, 2.6 μl distile su ve 1 μl cDNA kullanıldı. RT-PCR 

çalışma sıcaklıkları kitte verilen protokole göre ayarlandı (Çizelge 3.9) ve her numune 

iki replike halinde çalıştırıldı.  
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Çizelge 3.8 PD-L1 ifadesinin analizi için kullanılan primerler 

RT-PCR İçin Kullanılan Primerler 

Human PD-L1 Primer 

 

(F): 5′- TGC CGA CTA CAA GCG AAT TAC TG -3′ 
 

(R): 5′- CTG CTT GTC CAG ATG ACT TCGG -3′ 

 

GAPDH Primer 
(F): 5’GTCTCCTCTGACTTCAACAGCG 3’ 
 

(R): 5’ACCACCCTGTTGCTGTAGCCAA-3’ 

 

Çizelge 3.9 RT-PCR amplifikasyon prosedürü 

Aşama Döngü sayısı Sıcaklık Zaman 

Ön denatürasyon 

1x 

95°C 30sn 

Denatürasyon 95°C 5sn 

Bağlanma 50-60°C 30sn 

Uzama 72°C 30sn 

Erime eğrisi analizi (erime eğrisi aşaması) 

 

 

Şekil 3.8 PD-L1 ifadesinin gerçek zamanlı PCR ile analizi 

 

3.7.5 RT-PCR Datalarının Analizi 

 

Gerçek zamanlı PCR çalışmasında, her bir numune iki kopya olarak çalışıldı ve 

elde edilen Ct (geçiş eşiği) değerlerinin ortalaması alındı. Göreceli miktar belirleme 

ΔΔCt yöntemi (önce housekeeping gen ve ardından bir kalibratöre normalizasyon) 

kullanılarak gerçekleştirildi ve ekspresyon seviyeleri belirlendi. Veriler SPSS 21 

programı kullanılarak analiz edildi. Anlamlılık düzeyi p < 0.05 olarak belirlendi. PD-

L1'in mRNA ifade düzeyi 2-ΔΔCt yöntemi (hedef gen - referans gen) kullanılarak 

hesaplandı (Livak vd., 2001). Bu prosedürde, hedef gen PD-L1 ve housekeeping gen 

her örnekte iki kopya olarak çoğaltılır ve hedef genlerin ortalama Ct değerleri 

housekeeping genler çıkarılarak normalize edilir. Ayrıca kalibratör olarak kabul edilen 
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tüm örneklerin median Ct değerleri alındı ve tüm değerlerin normalize edilmiş Ct 

değerleri (delta Ct) kalibratörün delta Ct değerlerinden çıkarılarak PCR verimliliğini 

temsil eden 2'-minus gücü alınarak ekspresyon seviyesi belirlendi ve böylece deney 

grupları arasındaki farklılıklar önlendi. 

Yöntemin formülü; 

ΔCT = CT(hedef) – CT(referans) 

ΔΔCT= [CT(hedef)–CT(referans)] hücre hattı–[CT(hedef)–CT(referans)]kontrol 

2 -ΔΔCT = Ürün miktarı oranı (ΔCT değeri hedef ve referans genler için 

belirlenen döngü sayısı farkını ifade etmektedir). 

 

3.7.6 Serbest PD-L1 Analizi 

 

Bu testin amacı, miR-3670, miR-8078 uygulamasından sonra kanser 

hücrelerinin bağışıklık sisteminden kaçmasını sağlayan süpernatanttaki serbest PD-L1'in 

antijen seviyeleri üzerindeki etkisini belirlemektir. MCF-7 ve HME1 hücre hatları farklı 

dozlarda mimik miR-3670 ve miR-8078 (1nM, 5nM, 10nM, 25nM, 50nM, 100nM) ile 

transfekte edildi ve 37°C sıcaklıkta ve %5 CO2’de etüvde 48 saat boyunca inkübe 

edildi.  Uygulamadan sonra, PD-L1 ELISA kiti hücre kültürü süpernatantlarından PD-

L1 antijen konsantrasyonunu belirlemek için kullanıldı (Şekil 3.9). ELISA yöntemi 

üreticinin protokolüne göre gerçekleştirildi (SunRed, Çin). Hücre kültürü 

süpernatantında biriken çözünür PD-L1 proteininin ve rekombinant insan PD-L1 protein 

standardının dilüsyonları katı fazlı sandviç ELISA yöntemi kullanılarak analiz edildi. 

Kültür süpernatantı (insan PD-L1 proteini) insan PD-L1 proteinine özgü poliklonal 

antikorlarla kaplı kuyucuklarda inkübe edildi. Yıkamadan sonra PD-L1 proteinine özgü 

biyotinlenmiş monoklonal antikor eklendi.  İnkübasyondan sonra streptavidin 

peroksidaz enzimi ilave edildi. Üçüncü inkübasyondan sonra ve tüm bağlanmamış 

enzim çıkarıldıktan ve yıkandıktan sonra, enzime bağlanan ve bir renk üreten substrat 

çözeltisi eklendi. Elde edilen ürünün renk yoğunluğu 450 nm absorbans değerinde 

spektrofotometrik olarak belirlendi. Kültür süpernatantındaki PD-L1 proteini miktarı, 

PD-L1 protein standartlarının absorbe edilmesiyle oluşturulan standart blank değerleri 

kullanılarak belirlendi. miRNA transfeksiyonu ile PD-L1 protein salgılanmasının 

inhibisyonu (%), örneklerdeki PD-L1 proteini kontrol ile karşılaştırılarak hesaplandı. 
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Tüm çalışmalar üç kez tekrarlandı ve standart sapmalar (±) hesaplandı (Romero vd., 

2020). 

 

 

Şekil 3.9 Süpernatantta çözünen PD-L1 antijen miktarının PD-L1 elisa kiti ile tayini 

 

3.8 Ko-Kültüre Dayalı Çalışmalar 

 

Mevcut çalışmada, ko- kültüre dayalı yöntemler 5 adımdan oluşmaktadır. İş akış 

diyagramı şekil 3.10'da gösterilmektedir. 

 

 
 

Şekil 3.10 Ko-kültüre dayalı yöntemlerde iş akış şeması 
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3.8.1 PBMC Hücrelerinin Çözdürülmesi 

 

Ticari olarak satın alınan ve bir sıvı nitrojen tankında kriyojenik şişelerde 

muhafaza edilen PBMC hücre hatları, önceden ısıtılmış damıtılmış su içeren bir behere 

aktarıldı. Tamamen çözülmeden önce hücreler önceden ısıtılmış %20 FBS ve tam 

RPMI-1640 besiyeri içeren 50 mL'lik bir tüpe aktarıldı. DMSO'ya maruz kalma süresini 

kısaltmak için hücreler oda sıcaklığında (RT) 1800 rpm'de 5 dakika santrifüjlendi. 

Süpernatant çıkarıldıktan sonra, hücreler %10 FBS, %1 PSA içeren tam RPMI-1640 

içinde yeniden süspanse edildi ve petri kabına aktarıldı (Şekil 3.11). Petri kabı daha 

sonra 37°C ve %5 CO2 %95 nem oranına sahip bir inkübatörde kültürlendi (Ghanekar 

vd., 2007; Owen vd., 2007).  

 

 

Şekil 3.11 Stok PBMC hücrelerinin çözülme işlemi (A: PBMC hücrelerinin santrifüj 

işlemi, B: Santrifüj işlemi sonrası peletin RPMI-1640 ile resüspanse edilişi) 

 

3.8.2 PBMC Hücrelerinin Stoklanması 

 

Hücrelerin uzun süreli korunması için, pasajlanmış PBMC hücreleri %80-90 

konfluens elde edilene kadar 14 gün boyunca petri kaplarında inkübe edildi. PBMC 

hücrelerinin sıvı nitrojenin buhar fazında dondurularak korunması için hücreler 15 

mL'lik bir tüpe aktarılmış (yapışık hücreler tripsin/EDTA ile flasktan ayrıldı) ve oda 

sıcaklığında 1500 rpm'de 5 dakika santrifüj edildi. Süpernatant atıldı ve hücreler 

dondurma solüsyonu (%90 FBS - %10 DMSO) karışımı içinde yeniden süspanse edildi. 

 Daha sonra hemen kriyojenik kaplara aktarıldı. Kriyo flakonları, sıcaklığı -

1ᵒC/dk düşüren Mr Frosty dondurucuya (Thermo Fisher Scientific, ABD) aktarıldı. 
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Flasklar -80 °C dondurucuda 4-24 saat kaldıktan sonra kriyojenik flakonlar çıkarıldı ve 

sıvı nitrojen tankında saklandı (Ghanekar vd., 2007; Owen vd., 2007). 

 

3.8.3 T Hücrelerinin Manyetik Ayrımı  

 

Manyetik aktive hücre sınıflandırması (MACS) CD8+ T monositler, ticari olarak 

satın alınmış PBMC'lerinden üretici (MojoSort, USA) tarafından verilen protokole göre 

saflaştırıldı. Kısaca 1x107 PBMC için hücreler 4 mL MojoSort tamponu (%0.5 BSA ve 

2 mM EDTA içeren PBS) içinde yeniden süspanse edildi. Bu hücre süspansiyonu 300 

g'de 5 dakika santrifüj edildi. Süpernatant atıldı ve hücre peleti 1x108 hücre/mL olacak 

şekilde MojoSort tamponunda süspanse edildi. Bu hücre süspansiyondan 100 uL alınıp 

üzerine 10 uL Biotin-Antibody Kokteyli ilave edildi. Buz üzerinde 15 dakika 

inkübasyondan sonra; 10µL Streptavidin Nanobeads hücrelere eklendi ve pipetleme 

yoluyla dikkatlice karıştırıp 15 dakika buz üzerinde inkübe edildi. İnkübasyondan sonra 

karışıma 4 mL’ye kadar MojoSort tamponu eklendi ve 300 g'de 5 dakika santrifüj 

edildi. Elde edilen süpernatant santrifüjden sonra atılırken, pelet üzerine 2,5 mL 

MojoSort tamponu eklendi. Ardından hücreler yeniden süspanse edilerek mıknatıslara 

yerleştirildi ve 5 dakika boyunca beklenildi. Bu sürenin sonunda CD8+ T monositleri 

içeren sıvı başka bir temiz tüpe aktarıldı. Bu tüp oda sıcaklığında 5 dakika boyunca 

1800 rpm'de santrifüj edildi. Hücreler daha sonra tüm kültür büyüme ortamında (%10 

FBS ve %1 RPMI-1640) yeniden süspanse edilerek petri kabına ekildi. Petri kapları 

37°C, %5 CO2 ve %95 nem oranına sahip bir inkübatörde kültüre edildi (Şekil 3.12-

3.13). 
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Şekil 3.12 Stok PBMC hücrelerinden T hücrelerinin manyetik ayrım işlemi (A: T hücre 

ayırma kitinin genel görüntüsü, B: PBMC'lerin MojoSort tamponu ile süspanse 

edilişi, C: Santrifüj işlemi, D: Hücre pelletinin MojoSort tamponu ile süspanse 

edilişi, E: süspansiyona Biotin-Antibody Kokteyli ilave işlemi, F: vorteks 

işlemi, G: Streptavidin Nanobeads eklenme işlemi, H: mıknatıs içerisine 

yerleştirme işlemi, I:CD8+hücrelerinin toplanması) 

 

 

Şekil 3.13 İzole edilen CD8+ hücrelerinin 96 kuyucuklu plakaya ekim işlemi 
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3.8.4 CD8+ T Hücrelerinin Pasajlanması 

 

Bölüm 3.8.3'te açıklandığı gibi, CD8+ T hücreleri PBMC'den izole edilmiş ve 

%10 FBS, 50 IU/mL interlerukin-2 (proleukin) ve %1 antibiyotik RPMI-1640 tam 

ortam içeren T25 veya T75 hücre kültürü flasklarında kültüre edildi. Flasklar 37 °C, %5 

CO2 ve %95 nem koşulları altında inkübe edildi. Alt kültürler ve hücre transferleri, 

tripsin-EDTA veya HyQTase kullanılmadan serolojik bir pipetle sıvı yıkama yoluyla 

mekanik olarak gerçekleştirildi. 

 

3.8.5 Kanser Hücre Hatları ile CD8+ T Hücrelerinin Ko-Kültürü 

 

Mililitresinde 4x106 hücre/mL içeren 0.5 mL tamamlanmış RPMI-1640 

içerisindeki CD8+T hücresi ile mililitresinde 4x106 hücre/mL içeren 0.5 mL 

tamamlanmış RPMI-1640 içerisindeki MCF-7 ve HME1 hücreleri (3.6. başlığı altında 

anlatıldığı üzere çalışma sonucu PD-L1 ekspresyonunu azalttığı belirlenen IC50 dozunda 

hsa-miRNA-3670 ve hsa-miRNA-8078 transfekte edilmiş) efektör ve hedef 1:1 olacak 

şekilde (E:T) uygun 96 kuyucuklu plakalara ekimi yapıldı.  Plakalar %5 CO2 ve %95 

nem oranına sahip bir inkübatörde 37°C sıcaklıkta 24 saat boyunca inkübe edildi. 

İnkübasyon süresinin ardından CD8+ hücrelerinin sitotoksik aktivitesini belirlemek için 

hücrelere MTT testi uygulandı. Ayrıca aynı işleme tabi tutulan diğer plakalarda 

inkübasyon sonunda 1500 rpm'de 10 dakika santrifüj yapıldı ve süpernatantlar 

toplanarak alikotlandı ve daha sonra kullanılmak üzere -80 °C'de saklandı. Deney üç 

kez tekrarlandı. 

 

3.9 Hücre Göçü Analizi 

 

Bu testin amacı, miR-3670 ve miR-8078'in MCF-7 ve HME1 hücre hatlarında 

hücre hareketliliği ve göç yeteneği üzerindeki etkisini araştırmaktır. Bu amaçla, bir in 

vitro yara iyileşmesi deneyi gerçekleştirildi. Stoktan alınan hücreler çoğalmaları için 

steril flasklara ekildi ve %5 CO2 içeren bir etüvde 37 °C sıcaklıkta inkübe edildi. Yeterli 

sayıda hücre elde edildikten sonra altı kuyucuklu Petri kaplarına aktarıldı. Bu amaçla, 

steril 6-kuyulu hücre kültürü plakalarına ekilen hücreler (7x104 hücre/kuyucuk) 1nM 
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dozundaki miRNA'lar ile transfekte edildi. Daha sonra hücre kültürü plakasının tabanı 

steril bir pipet ucuyla düz bir çizgi halinde işaretlenmiştir (0.saat). Yüzen hücreleri 

uzaklaştırmak için ortam değiştirildi. Hücreler daha sonra %95 nem, 37 °C sıcaklık ve 

%5 CO2 koşullarında inkübe edildi. Çizilen alanlar 0. ve 48. saatlerinde ters-ışık 

mikroskobu ile fotoğraflandı. Hücre göçünün boyutu, ImageJ yazılımı (NIH, Bethesda, 

ABD) kullanılarak başlangıçtaki yara genişliği ile 48 saat sonra elde edilen genişlik 

arasındaki fark ölçülerek belirlendi. Yara kapanma alanı daha sonra aşağıdaki formül 

kullanılarak hesaplandı: % Yara kapatma alanı = [(At = 0 h – A t = ∆ h)/A t = 0 h] × 

100%, (0h: 0. Saatte ölçülen yara alanı, ∆ h; 48. Saatte ölçülen yara alanı). Denemeler 

üçer tekrarlı olarak gerçekleştirildi ve her deneme için en az 5 rastgele ve birbiriyle 

örtüşmeyen fotoğraf çekildi. 

 

3.10 Apotoz ve Nekroz Analizi  

 

Akridin turuncu/etidyum bromür (AO/EB) boyaması apoptoza özgü çekirdek 

değişiklikleri ve apoptotik hücrelerin oluşumunu görselleştirmek için kullanılır. 

Floresan mikroskobu altında hücreler incelenir ve apoptozu ölçmek için sayılır. Bu 

testin amacı, miR-3670 ve miR-8078'in MCF-7 ve HME1 hücre hatlarında apoptoz ve 

nekroz üzerindeki etkisini belirlemektir. MCF-7 ve HME1 hücreleri 6 kuyucuklu 

plakaya mililitre başına 0.5 × 106 ila 2 × 106 hücre yoğunluğunda ekildi. miR-3670 ve 

miR-8078 hücrelere önceden belirlenen dozda (1nM) transfekte edildi. Hücreler daha 

sonra etüvde %5 CO2 içeren bir atmosferde 48 saat boyunca 37°C'de inkübe edildi. 

Besiyeri kuyucuklardan dikkatlice çıkarılarak her kuyucuğa 1X PBS eklendi ve hücreler 

yıkandı. Daha sonra PBS uzaklaştırıldı ve kuyucuklara 100 μl tripsin-EDTA eklendi ve 

etüvde 37°C'de 5 dakika inkübe edildi. Süre sonunda her kuyucuğa 500 μl taze besiyeri 

eklenerek Eppendorf tüplerinde toplandı ve 800 rpm'de 5 dakika santrifüj edildi. Elde 

edilen süpernatant, pelete zarar vermeden dikkatlice uzaklaştırıldı. Pelete 50 μl besiyeri 

eklendi ve hücrelerin homojenizasyonu gerçekleştirildi. Her bir ependorf tüpüne 5 μl 

akridin turuncu (100 μg/mL) ve etidyum bromür (100 μg/mL) boya karışımı 

pipetlenerek etüvde 37°C'de 1 saat inkübe edildi. Daha sonra hücreler yıkanarak 

floresan mikroskobu (Zeiss Axioskop MC100) ile görüntü analizi yapıldı (Tülüce vd., 

2019; Tülüce vd., 2017). 
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3.11 Koloni Oluşum Analizi  

 

Uygulanan miRNA’ların, hücreler üzerindeki metastatik etkisinin ve hücreler tek 

başına bırakıldığındaki davranışlarını belirlemek amacıyla koloni oluşum deneyi 

yapıldı. Stoktan alınan MCF-7 ve HEM1 hücrelerinin proliferasyonu için hücreler steril 

flasklara 5x102 yoğunlukta ekildi. Hücreler daha sonra 24 saat boyunca 37°C ve %5 

CO2'de inkübe edildi. Yeterli hücre sayısına ulaşıldıktan sonra bunlar tripsin-EDTA 

kullanılarak petri kabından çıkarılarak bir Thoma lamında sayıldı. Hücreler 6 kuyucuklu 

plakalara kuyu başına 500 hücre oranında ekildi. Her iki hücre hattı için de aynı 

prosedür kullanıldı. Hücreler daha önce belirlenen dozda (1nM) hsa miR-3670 ve hsa 

miR-8078 ile muamele edildi. Hücre kültürü ortamı her 48 saatte bir değiştirildi ve 21. 

günde besiyeri Petri kaplarından çıkarılarak PBS solüsyonu ile yıkandı. Hücreler 20 

dakika boyunca %99 metanol ile sabitlendi ve ardından distile su ile yıkandı. Ardından 

ortaya çıkan koloniler sayılarak grafiğe dönüştürüldü. 

 

3.12 Morfoloji Analizi 

 

Bu deney, miR-3670 ve miR-8078 uygulanan MCF-7 ve HME1 hücrelerinin 

morfolojisindeki değişiklikleri gözlemlemek için gerçekleştirildi. Bu amaçla, MCF-7 ve 

HME1 hücrelerinde 1nM dozunda miRNA transfeksiyonu gerçekleştirildi ve 48 saat 

boyunca inkübe edildi. İnkübasyondan sonra hücreler kristal viyole ile boyandı. 

Hücrelerin morfolojik değişiklikleri ters-ışık mikroskobu (Olympus CKX31, 10x 

büyütme) ile gözlemlendi. Ek olarak, muamele edilen hücreler akridin turuncusu ile 

boyandı ve floresan mikroskobu (40x büyütme) ile görüntülendi. 

 

3.13 3D Sferoid Oluşum Analizi  

 

3D sferoid oluşum deneyi, hücrelerin yüzeye yapışamadığı ankrajdan bağımsız 

bir ortamda hücrelerin kötü huylu dönüşüm geçirme kabiliyetini test etmek için 

kullanılır. Bu amaçla, 6 kuyucuklu petri kapları önce %20 FBS içeren DMEM ve %0.6 

agaroz içeren DMEM ile 1:1 oranında kaplanmış ve polimerizasyona getirilmiştir. 

Hücrelere 1nM dozunda miR-3670 ve miR-8078 uygulandı. Daha sonra %20 FBS 

içeren DMEM ve %0.3 agaroz karışımı 1:1 oranında (5x103 hücre) Petri kaplarına 
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eklendi ve ardından polimerleşmeye bırakıldı. Ardından kuyucuklara 500 µl DMEM 

eklendi ve 20 gün boyunca inkübe edildi. Üst besiyeri her iki günde bir taze besiyeriyle 

değiştirildi. 20 gün sonra, kuyucuklar %0.005 kristal viyole ile muamele edildi ve 20 

dakika bekletildi. Oluşan koloniler boyandıktan sonra mikroskobik olarak incelendi. 

 

3.14 E-Kaderin Analizi 

 

Bu çalışmanın amacı, miR-3670 ve miR-8078'in hücre hatlarında hücre 

hareketliliğinin bir göstergesi olarak işlev gören anti-metastatik protein e-kaderin 

antijeni seviyesi üzerindeki etkisini araştırmaktır. Daha önceden belirlenen 1 nM 

dozunda miR-3670 ve miR-8078 ile transfekte edilen MCF-7 ve HME1 hücrelerin 48 

saat boyunca 37°C ve %5 CO2'de inkübasyonları gerçekleştirildi. Uygulamadan sonra, 

e-kaderin elisa kiti (SunRed, Çin) protokolüne göre hücre kültürü süpernatantlarından e-

kaderin antijeni belirlendi. Hücre kültürü süpernatantında biriken e-kaderin proteininin 

ve rekombinant insan e-kaderin protein standardının dilüsyonları katı fazlı sandviç elisa 

yöntemiyle analiz edildi. Kültür süpernatantı (insan e-kaderin proteini), insan e-kaderin 

proteinine özgü bir poliklonal antikor ile kaplanmış kuyucuklarda inkübe edildi. 

Yıkamadan sonra, e-kaderin proteinine özgü biyotinlenmiş bir monoklonal antikor 

eklendi. İnkübasyondan sonra streptavidin peroksidaz enzimi eklendi. Üçüncü 

inkübasyondan sonra ve bağlanmamış enzim uzaklaştırılıp yıkandıktan sonra, enzimle 

bağlanan ve renk üreten substrat çözeltisi eklendi. Elde edilen ürünün renk yoğunluğu 

450 nm absorbans değerinde spektrofotometrik olarak belirlendi. Kültür 

süpernatantındaki e-kaderin protein miktarı, e-kaderin protein standartlarının absorbe 

edilmesiyle oluşturulan standart kör değerler kullanılarak belirlendi (Şekil 3.14). E-

kaderin protein sekresyonunun inhibisyonunu (%) hesaplamak için numunelerdeki e-

kaderin proteini kontrol ile karşılaştırıldı. Tüm çalışmalar üç kere tekrarlandı ve standart 

sapmaları (±) hesaplandı (Maguire vd., 1990; Turan vd., 2012). 
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Şekil 3.14 Süpernatantta e-kaderin miktarının elisa kiti ile tayini 

 

3.15 VEGF Analizi 

 

Bu testin amacı, metastaz sırasında anjiyogenezi uyaran hücreler tarafından 

üretilen bir sinyal proteini olan vasküler endotelyal büyüme faktörünün (VEGF) ifade 

düzeyini belirlemektir. Bu amaçla, 1 nM dozunda miR-3670 ve miR-8078 ile transfekte 

edilen hücreler 48 saat boyunca %5 CO2 ve 37°C'de inkübe edildi. Uygulamadan sonra, 

hücre kültürü süpernatantlarındaki VEGF seviyesi, elisa kiti (BT-LAB, Çin) ile üretici 

protokolüne uygun olarak yapıldı (Şekil 3.15). VEGF seviyesini belirlemek için 

protokolün sonraki adımları yukarıdaki E-kaderin analizinde olduğu gibi aynı aşamaları 

izlemiştir. VEGF sekresyonunun inhibisyonu (%) örneklerdeki VEGF'nin kontrol ile 

karşılaştırılmasıyla hesaplandı. Tüm çalışmalar üç kez tekrarlandı ve standart sapmalar 

(±) hesaplandı (Pal vd.,2022). 
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Şekil 3.15 Süpernatanttaki VEGF miktarının elisa kiti ile tayini 

 

3.16 TINAGL-1 Analizi 

 

Bu testin amacı, uygulama sonrasında hücre hatlarında metastazı önleyen bir 

protein olan TINAGL-1 (Tubulointerstisyel Nefrit Antijen Benzeri-1) proteininin 

ekspresyonundaki değişiklikleri belirlemektir. Bu amaçla, 1nM dozunda miR-3670 ve 

miR-8078 ile transfekte edilen hücreler 48 saat boyunca %5 CO2 atmosferinde ve 

37°C'de etüvde inkübe edildi. Kültür süpernatantındaki TINAGL-1 konsantrasyonu 

uygulamadan sonra üreticinin protokolü kullanılarak elisa kiti (SunRed, Çin) ile 

ölçülmüştür (Şekil 3.16). TINAGL-1 düzeyinin belirlenmesine yönelik protokolün 

sonraki adımları, yukarıda açıklanan e-kaderin analizi prosedüründe olduğu gibi aynı 

adımları izlemiştir. miRNA transfeksiyonunun TINAGL-1 sekresyonu üzerindeki etkisi 

kontrol grubu ile karşılaştırılarak hesaplandı. Her uygulama, üç tekrarlı olarak çalışıldı 

ve standart sapmalar (±) hesaplandı (Shan vd., 2021). 
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Şekil 3.16 Süpernatantta TINAGL-1 miktarının elisa kiti ile tayini 

 

3.17  İstatistiki Analiz 

 

Tüm istatistiksel analizler MINITAB 14® paket programı kullanılarak 

gerçekleştirildi (Tülüce vd.,2019). Kontrol ve uygulama gruplarının arasındaki sonuçları 

üç tekrarlı olarak sunuldu. Deneysel veriler varyans analizi (tek yönlü ANOVA) 

kullanılarak değerlendirildi. Tüm testler için P≤0.05 anlamlı değer kabul edildi. 

Çalışmadan elde edilen veriler ortalama±standart sapma (SD) olarak sunuldu. Kontrol 

grubu ile deney grupları karşılaştırılmasında istatistiksel analiz olarak eşleştirilmiş t testi 

kullanıldı.  
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4. BULGULAR  

 

4.1 Biyoinformatik Analizlere Ait Bulgular 

 

4.1.1 miRNA’ların Validasyonu ve Hedef Genlerinin Belirlenmesi 

 

Biyoinformatik analizlerde ilk adım, miRBase programını kullanarak hsa-

miRNA-3670 ve hsa-miRNA-8078 için sentetik mimiklerin erişim numaralarını, olgun 

dizilerini ve referanslarını doğrulamak olmuştur (Çizelge 4.1). 

 

Çizelge 4.1 miRNA-3670 ve miRNA-8078’in kimliklendirme bilgileri 

Ailesi miR-3670 

Prekürsörleri 

  

hsa-mir-3670-1 (MI0016071), hsa-mir-3670-2 

(MI0019112), hsa-mir-3670-3 (MI0031513), hsa-mir-

3670-4 (MI0031514) 

Sekans dizilimi UCUAGACUGGUAUAGCUGCUUUUGGAGCCUCA

CCUGCUGAGAGCUCACAGCUGUCCUUCUCUAG

A 

Olgun sekans dizilimi (5’-3’) AGAGCUCACAGCUGUCCUUCUCUA 

Kromozamal lokasyon chr16:14907756-14907779 

Merkezi çekirdek sekans dizilimi (5’-

3’) 
GAGCUCA 

Ailesi miR-8078 

Prekürsörleri hsa-mir-8078 (MI0025914) 

Sekans dizilimi 

UCCGCCCCGCCCCCUCCACCGGGCUGACCGGCC

UGGGAUUCCUGCCUUCUAGGUCUAGGCCCGGU

GAGAGACUCACACAGCGG 

Olgun sekans dizilimi (5’-3’) GGUCUAGGCCCGGUGAGAGACUC 

Kromozamal lokasyon chr18:112266-112288 

Merkezi çekirdek sekans dizilimi (5’-

3’) 
GUCUAGG 

 

miR-3670 ve miR-8078 mimik miRNA’larının hem doğrulanmış hem de 

varsayılan biyolojik aday hedef genlerini belirlemek amacıyla web tabanlı miRWalk 

(http://mirwalk.umm.uni-heidelberg.de/) ve TargetScan (www.targetscan.org), 

http://mirwalk.umm.uni-heidelberg.de/
http://www.targetscan.org/
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miRPathDP (https://mpd.bioinf.uni-sb.de/) biyoinformatik programları kullanıldı. miR-

3670 için yapılan analizde TargetScan ile 3679 adet, miRWalk ile 16285 adet ve 

miRPathDP tarafından 6618 adet hedef-varsayılan gen tanımlanmıştır. miR-8078 için 

yapılan analizde TargetScan ile 1985 adet hedef-varsayılan gen, miRWalk programı ile 

15913 adet hedef-varsayılan gen miRPathDP programı ile 4233 adet hedef-varsayılan 

gen belirlendi.   

miR-3670 ve miR-8078 için TargetScan, miRWalk ve miRPathDP programı ile 

belirlenen hedef-varsayılan gen setleri VENNY ( https://www.biotools.fr/misc/venny) 

web programı aracılığıyla kesiştirilmiştir. Kesişim analizi sonucunda miR-3670 için her 

üç biyoinformatik programdan elde edilen gen setlerinden 2654 gen ortak hedef/ 

varsayılan genler olarak tanımlanmıştır (Şekil 4.1). Bu ortak genler arasında PD-L1'e ait 

gen olan CD274 geninin yanı sıra PD-L1 sentezinde ana düzenleyici olan birçok gen 

tanımlanmıştır. 

 

 

Şekil 4.1 miR-3670'in ortak ve örtüşen hedef genlerinin Venn diyagram gösterimi 

 

miR-8078 için gen kesişim analizinin ardından, 1379 ortak gen hedef/varsayılan 

genler olarak tanınmıştır (Şekil 4.2). PD-L1 ile bağlantılı olan CD274 geni 

tanınmamıştır. Ancak, bu spesifik gen PD-L1 sentezinde önemli bir düzenleyici olan 

birkaç gen arasında fark edilmiştir. Bu genler arasında PD-L1 ile doğrudan ilişkili olan 

https://mpd.bioinf.uni-sb.de/
https://www.biotools.fr/misc/venny
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CD274 geni tespit edilememiş ancak PD-L1 sentezinde ana düzenleyici olan birçok gen 

olduğu tespit edilmiştir. Ayrıca, onkojenik genler ve metastaz ile ilişkili birçok genin de 

bu ortak gen havuzunda bulunduğu belirlendi. 

 

 

Şekil 4.2 miR-8078'in ortak ve örtüşen hedef genlerinin Venn diyagram gösterimi 

 

Biyoinformatik analiz sonucunda PD-L1 (CD274) ligand geninin miR-3670 

mimik miRNA tarafından hedeflendiği tespit edildi (Çizelge 4.2). miRTargetlink 2.0 

programı ile miR-3670'in tüm hedef genleri arasında güçlü bir şekilde doğrulanmış 

genlerin etkileşim grafiği Şekil 4.3'te verilmiştir. 
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Şekil 4.3 miR-3670 mimik miRNA’sına ait gen-etkileşim grafiği (https://ccb-

compute.cs.uni-saarland.de/mirtargetlink2/network/a3132f33-9a6c-4c6d-b6c5-

165442790d8c, Turkuaz nodüller, miR-3670’in tahmin edilen çeşitli genlerini 

temsil eder. Çizgiler, düğümler arasındaki etkileşimleri ifade etmektedir) 

 

Benzer şekilde, miR-8078 mimiği için TargetScan 1987, miRWalk 5823 ve 

miRPathDP 4233 hedef-varsayılan genler tanımlandı. Biyoinformatik analiz yoluyla 

miR-8078 mimik miRNA ile PD-L1 (CD274) ligand geni arasında doğrudan bir ilişki 

belirlenememiştir. miRTargetlink 2.0 programı ile tüm hedef genler arasında güçlü bir 

şekilde doğrulanmış genlerin etkileşim grafiği Şekil 4.4'te verilmiştir. 
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Şekil 4.4 miR-8078 mimik miRNA’sına ait gen-etkileşim grafiği (https://ccb-

compute.cs.uni-saarland.de/mirtargetlink2/network/55a6a78e-a33f-4f1f-b897-

f4d0509ac37c, Turkuaz nodüller, miR-8078’in tahmin edilen çeşitli genlerini 

temsil eder. Çizgiler, düğümler arasındaki etkileşimleri ifade etmektedir) 

 

4.1.2 mRNA Hedefleme Analizine Ait Bulgular 

 

PD-L1 (CD274) mRNA molekülünün hangi bölümünün hsa-miRNA-3670 ve 

hsa-miRNA-8078 tarafından hedeflendiğini belirlemek için TargetScan 

(http://www.targetscan.org/vert_72/) veri tabanı kullanıldı. Biyoinformatik analiz, hsa-

miRNA-3670'in çekirdek dizisi ile CD274'ün (PD-L1/L2) 5' UTR dizisi arasında iki 

farklı konumda (82.15 ve 87.35) güçlü bağlanma olduğunu göstermiştir. Ancak, hsa-

miRNA-8078 ile ilgili analizde doğrudan bağlanma tespit edilmemiştir (Çizelge 4.2). 
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Çizelge 4.2 hsa-miRNA-3670 mimiğine ait mRNA hedefleme analizi sonuçları 

Kromozom konumu 5470201(chr9) 

PDCD1L’in 

konumu 

2339 

Hedef bölgenin ve 

miRNA’nın tahmin 

edilen sonuçsal 

eşleşmesi 

5’(CD274 mRNA)                                                           │

2339 
GGCUGAAGAAACAGUGUCUCCAACAGAGCUCCUUGUGUUA 
                                                                                                                                                             │    │   │    │   │   │ 
     miR-3670-AUCCUUCCUGUCGACAC UCGAGA 

5’CD274 mRNA'yı 

hedefleme skoru 
82,15 

Kromozom konumu 5468960(chr9) 

PDCD1L’nin 

konumu 
1098 

Hedef bölgenin ve 

miRNA’nın tahmin 

edilen sonuçsal 

eşleşmesi 

5’(CD274 mRNA)                                                              │

1098 
GCAAGACAAAGUACCCUGUCCUCCAAGGAGCUCAUAGUAUAA 
                                                                                                                                                                   │    │   │    │   │   │ 
        miR-3670-AUCCUUCCUGUCGACACUCGAGA 

5’CD274 mRNA'yı 

hedefleme skoru 
87,35 

 

4.1.3 Biyolojik Yolak Analizine Ait Bulgular 

 

Sentetik mimik miRNA'lar hsa-miRNA-3670 ve hsa-miRNA-8078 tarafından 

etkilenen biyolojik yolları tespit etmek için miRTargetlink 2.0 (https://ccb-

compute.cs.uni-saarland.de/mirtargetlink2/) biyoinformatik analiz yazılımı kullanıldı. 

Bu analiz sonucunda, hsa-miRNA-3670'in hücre canlılığı için hayati önem taşıyan ve 

tamamen doğrulanmış iki biyolojik sinyal yolunu etkilediği belirlendi (Şekil 4.5). Aynı 

analizde, hsa-miRNA-8078'in hücre döngüsü, hücre bölünmesi ve hücre yaşlanması 

dahil olmak üzere çok sayıda önemli biyolojik yolu hedef aldığı tespit edildi (Şekil 4.6). 

 

https://ccb-compute.cs.uni-saarland.de/mirtargetlink2/
https://ccb-compute.cs.uni-saarland.de/mirtargetlink2/
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Şekil 4.5 miR-3670 mimik miRNA’nın biyolojik sinyal yolağı-etkileşim grafiği (Turuncu 

nodlar, miR-3670 ile ilişkili biyolojik sinyal yolaklarını temsil eder. Çizgiler, 

nodlar arasındaki etkileşimleri ifade etmektedir) 

 

 

 

 

Şekil 4.6 miR-8078 ile ilişkili biyolojik sinyal yolağı-etkileşim grafiği (Turuncu nodlar, 

miR-8078 ile ilişkili biyolojik sinyal yolaklarını temsil eder. Çizgiler, nodlar 

arasındaki etkileşimleri ifade etmektedir) 
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4.1.4 Yolak Zenginleştirme Analizlerine Ait Bulgular 

 

Meme kanserinde hsa-miRNA-3670 ve hsa-miRNA-8078'in sentetik 

mimiklerinin potansiyel moleküler mekanizmalarını araştırmak için, Kyoto Genler ve 

Genomlar Ansiklopedisi'nden (KEGG, 

https://www.genome.jp/pathway/map05235+K06745)  ve gen ontolojisi (GO) 

zenginleştirme analizi kullanarak biyolojik süreci (BP), moleküler işlevi (MF) ve 

hücresel bileşenleri (CC) analiz edildi. miRNA-3670 için yapılan KEGG yolu 

analizinde, önemli ölçüde zenginleştirilmiş PI3K-Akt, Jak-STAT, Ras, Wnt, MAPK, 

Nf-kB, TNF-α, Notch, HIF-1α, Hedgehog, mTOR, AMPK, TLR gibi hem 

kanserleşmeye neden olan hem de PD-L1 ligandının sentezinde görevli master 

düzenleyici sinyal yolakları olan 13 yol tanımladı (Şekil 4.7-4.8).  

miRNA-3670 için KEGG yol analizi, önemli ölçüde zenginleştirilmiş PI3K-Akt, 

Jak-STAT, Ras, Wnt, MAPK, Nf-kB, TNF-α, Notch, HIF-1α, Hedgehog, mTOR, 

AMPK, TLR dahil olmak üzere, hem kansere neden olan hem de PD-L1 ligandının 

sentezinde yer alan ana düzenleyici sinyal yolları olan 13 yol belirledi (Şekil 4.8 ). 

miRNA-3670 için Gen Ontolojisi (GO) yolunun analizi, 2230 GO bileşeninin 

tanımlanmasıyla sonuçlanmıştır. Bu bileşenler spesifik olarak 720 biyolojik süreç (BP), 

552 moleküler fonksiyon (MF) ve 958 hücresel bileşenden (CC) oluşmaktadır. BP 

kategorisindeki onkojenik genlere ek olarak, PD-L1 ligandının sentez, anjiyogenez, 

metastaz, hücresel şekil, boyut, yapışma, hücreleri şekillendiren yapısal unsurlar ve 

apoptoz ile ilgili genlerle bağlantılı olduğu bulunmuştur. Ayrıca, translasyon ve protein 

trafiğinde yer alan önemli genlerle de ilişki kurulmuştur (Şekil 4.9). MF kategorisinde, 

PD-L1 sentezi, karsinogenez, metastaz, adezyon, hücre iskeletinin yanı sıra mRNA ve 

protein sentezi ve degradasyonu dahil olmak üzere çeşitli moleküler işlevlerle ilişkili 

olduğu bulunmuştur (Şekil 4.10). CC kategorisinde, genlerin çoğu aktinler, 

mikrotübüller ve hücre iskeleti dahil olmak üzere hücreyi şekillendiren yapısal 

bileşenlerle bağlantılıdır. Ayrıca, bu kategori endoplazmik retikulum, Golgi, ribozomlar 

ve mRNA kompleksleri ile ilgili genleri de içerir. Bu kategori aynı zamanda hücre 

zarında filopodia, psödopodia ve lamellipodia gibi spontane yapıların oluşumu ile de 

ilişkilidir (Şekil 4.11). 

 

https://www.genome.jp/pathway/map05235+K06745
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Şekil 4.7 PD-L1 yolağını gösteren KEGG figürü 
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Şekil 4.8 miRNA-3670 ile ilgili önemli genler için KEGG yolak analizinin sonuçları (P 

değeri <0,05, minimum sayısı 3 ve zenginleştirme faktörü >1,5 olan GO 

terimleri veya KEGG yolları istatistiksel olarak anlamlı kabul edildi) 
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Şekil 4.9 miRNA-3670 ile ilişkili önemli genlerin biyolojik proses (BP) analizi sonuçları 

(P değeri <0,05, minimum sayısı 3 ve zenginleştirme faktörü >1,5 olan GO 

terimleri veya KEGG yolları istatistiksel olarak anlamlı kabul edildi) 
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Şekil 4.10 miRNA-3670 ile ilişkili önemli genlerin moleküler fonksiyon (MF)analizinin 

sonuçları (P değeri <0,05, minimum sayısı 3 ve zenginleştirme faktörü >1,5 

olan GO terimleri veya KEGG yolları istatistiksel olarak anlamlı kabul edildi) 
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Şekil 4.11 miRNA-3670 ile ilişkili önemli genlerin hücresel komponent (CC) analizi 

sonuçları (P değeri <0,05, minimum sayısı 3 ve zenginleştirme faktörü >1,5 

olan GO terimleri veya KEGG yolları istatistiksel olarak anlamlı kabul edildi) 

 

miRNA-8078 için KEGG yol analizi, hem karsinogenez hem de PD-L1 

ligandının sentezinde yer alan ana düzenleyici sinyal yolları olan PI3K-Akt, Jak-STAT, 

Ras, Wnt, MAPK, Nf-kB, TNF-α, Notch, HIF-1α, Hedgehog, mTOR, AMPK, TLR 

dahil olmak üzere önemli ölçüde zenginleştirilmiş 13 yol belirledi (Şekil 4.12 ).  Bu 

sonuçlar meme kanseri ve PD-L1 ligandının sentez mekanizmasına ilişkin önemli 

ipuçları sağlamaktadır. miRNA-8078 için Gen Ontolojisi (GO) yol analizi sonucunda, 

956'sı biyolojik proses (BP), 515'i moleküler fonksiyon (MF) ve 820'si hücresel bileşen 

(CC) olmak üzere toplam 2.291 önemli GO bileşeni tanımlandı. BP sınıfında hem 

kansere neden olan hem de PD-L1 ligandının üretimi, hücre göçü, metastaz, adezyon, 

proliferasyon, yara iyileşmesi, anjiyogenez ve apoptozda rol oynayan genler 

tanımlanmıştır (Şekil 4.13). MF kategorisindeki genler PD-L1 ile bağlantılıdır ve 

karsinogenez, hücresel büyüme, migrasyon, metastaz, adezyonun yanı sıra mRNA ve 

proteinlerin sentezi ve degradasyonunda rol oynadığı belirlenmiştir (Şekil 4.14). 

 CC kategorisindeki genlerin çoğu hücre dışı matris, endoplazmik retikulum ve 

golgi lümeni ile bu iki organel arasındaki trafikten sorumlu veziküller, hücreye şeklini 

veren yapısal unsurlar (aktinler, mikrotübüller, hücre iskeleti), protein üretiminin 

merkezi olan ribozom ve mRNA kompleksi ile ilişkilidir (Şekil 4.15). 
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Şekil 4.12 miRNA-8078 ile ilişkili önemli genlerin KEGG yolak analizi sonuçları (P değeri 

<0,05, minimum sayısı 3 ve zenginleştirme faktörü >1,5 olan GO terimleri veya KEGG yolları 

istatistiksel olarak anlamlı kabul edildi) 
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Şekil 4.13 miRNA-8078 ile ilişkili önemli genlerin biyolojik proses (BP) analizi sonuçları 

(P değeri <0,05, minimum sayısı 3 ve zenginleştirme faktörü >1,5 olan GO 

terimleri veya KEGG yolları istatistiksel olarak anlamlı kabul edildi) 
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Şekil 4.14 miRNA-8078 ile ilişkili önemli genlerin moleküler fonksiyon (MF) analizi 

sonuçları (P değeri <0,05, minimum sayısı 3 ve zenginleştirme faktörü >1,5 

olan GO terimleri veya KEGG yolları istatistiksel olarak anlamlı kabul edildi) 
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Şekil 4.15 miRNA-8078 ile ilişkili önemli genlerin hücresel komponent (CC) analizi 

sonuçları (P değeri <0,05, minimum sayısı 3 ve zenginleştirme faktörü >1,5 

olan GO terimleri veya KEGG yolları istatistiksel olarak anlamlı kabul edildi) 
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4.2 miRNA'ların Sitotoksik Aktivitesi ve IC50 Değerine İlişkin Bulgular 

 

MTT sonuçlarına göre miRNA-3670 ve miRNA-8078’in tüm dozlarının MCF-7 

hücre hattı üzerinde yüksek bir sitotoksisite gösterdiği tespit edilmiştir. Bu sonuç 

istatistiksel olarak anlamlı bulundu (p≤0.05, Şekil 4.16-Şekil 4.17). 

Sağlıklı HME1 hücre hattında da miRNA-3670 tüm dozları kontrol grubuna 

kıyasla kısmı sitotoksik etki göstermiş istatistiksel olarak anlamlı bulunmamıştır 

(p>0.05, Şekil 4.18). Aynı hücre hattında miRNA-8078 1 nM, 5 nM, 10 nM, 25 nM 

dozları kontrol grubuna kıyasla sitotoksik etki göstermiş ve istatistiksel olarak anlamlı 

bulunmuştur (p≤0.05, Şekil 4.19). 

Yapılan sitotoksisite analizleri sonucunda miRNA-3670 ve miRNA-8078'in 

1nM dozunun MCF-7 hücre hattında yüksek toksik etkiye, HME1 hücre hattında ise 

düşük toksik etkiye yol açtığı görülmüştür. MCF-7 ve HME1 hücre hatlarında miR-

3670 ve miR-8078'in doza bağlı IC50 değerleri analiz edildikten sonra, tüm gruplarda 

her iki miRNA için IC50 değerinin 1nM'nin altında olduğu tespit edilmiştir (Çizelge 

4.3). 

 

 

Şekil 4.16 miRNA-3670'in MCF-7 hücre hattında hücre canlılığı üzerindeki doza bağlı 

sitotoksik etkisi (Veriler ortalama±standart hata (SD) olarak sunulmuştur. a: 

p≤0.05 kontrol grubuna kıyasla) 
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Şekil 4.17 miRNA-8078'in MCF-7 hücre hattında hücre canlılığı üzerindeki doza bağlı 

sitotoksik etkisi (Veriler ortalama±standart hata (SD) olarak sunulmuştur. a: 

p≤0.05 kontrol grubuna kıyasla) 

 

 

 

Şekil 4.18 miRNA-3670'in HME1 hücre hattında hücre canlılığı üzerindeki doza bağlı 

sitotoksik etkisi (Veriler ortalama±standart hata (SD) olarak sunulmuştur. a: 

p≤0.05 kontrol grubuna kıyasla) 
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Şekil 4.19 miRNA-8078'in HME1 hücre hattında hücre canlılığı üzerindeki doza bağlı 

sitotoksik etkisi (Veriler ortalama±standart hata (SD) olarak sunulmuştur. a: 

p≤0.05 kontrol grubuna kıyasla) 

 

 

Çizelge 4.3 miR-3670 ve miR-8078’in IC50 değerleri 

Uygulama Grupları                      MCF-7                                         HME1 

                                                IC50 

 

Hsa-miRNA-3670 

 

    175.8pmol/L 

 

116684 pmol/L 

Hsa-miRNA-8078                     111.5pmol/L  41891 pmol/L 

 

 

4.3 Total RNA İzolasyonuna Ait Bulgular 

 

MCF-7 ve HME1 hücrelerinin farklı dozlarda miR-3670, miR-8078 sentetik 

mimik miRNA'lar ile transfeksiyonundan sonra, bu hücrelerden yapılan toplam RNA 

izolasyonlarından elde edilen spektrofotometrik değerler, incelendiğinde total RNA 

seviyesinin kontrole göre miRNA uygulanan gruplarda ciddi oranda düştüğü 

belirlenmiştir. Ayrıca toplam RNA konsantrasyonları ve sitotoksisite bulgularıyla 

uyumlu bulunmuştur (Şekil 4.20-4.21). 
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Şekil 4.20 MCF-7 hücre hattının miR-3670 ve miR-8078 ile uygulanmasından sonra izole 

edilen total RNA konsantrasyonlarının doza bağlı değerleri (Veriler 

ortalama±standart hata (SD) olarak sunulmuştur. a: p≤0.05 kontrol grubuna 

kıyasla) 

 

 

 

 

Şekil 4.21 HME1 hücre hattının miR-3670 ve miR-8078 ile uygulanmasından sonra izole 

edilen total RNA konsantrasyonlarının doza bağlı değerleri (Veriler 

ortalama±standart hata (SD) olarak sunulmuştur. a: p≤0.05 kontrol grubuna 

kıyasla) 
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4.4 Real Time PCR ile PD-L1’in İfadesinin Analizine Ait Bulgular 

 

Bu analizin amacı, miR-3670 ve miR-8078 sentetik mimiklerinin farklı 

dozlarının PD-L1 ligandının mRNA ekspresyon seviyeleri üzerindeki etkinliğini 

incelemektir. Sentetik mimik miR-3670 ve miR-8078, MCF-7 ve HME1 hücrelerine 

değişen dozlarda transfekte edilmiştir. Ardından miRNA ile muamele edilmiş 

hücrelerden elde edilen total RNA'lar cDNA'ya çevrilmiştir. Her grup kendi kontrol 

grubuyla karşılaştırıldı ve kat değişimleri hesaplandı. Daha sonra istatistiksel analiz 

yapıldı. miRNA-3670 mimiğinin 1nM, 5nM ve 10nM dozlarının uygulanmasının MCF-

7 hücrelerinde PD-L1 mRNA seviyelerinde önemli bir düşüşe neden olduğu 

belirlenmiştir. Tersine, 25nM, 50nM ve 100nM dozları, herhangi bir uygulama almayan 

kontrol grubuna kıyasla genin mRNA ekspresyon seviyelerini artırmıştır. Çalışma, 

1nM, 5nM ve 100nM dozlarındaki miRNA-8078 mimiğinin, kontrol grubuna kıyasla 

aynı hücre hattı grubunda PD-L1'in mRNA seviyesinde önemli bir azalmaya yol açtığını 

ortaya koymuştur. Tersine, aynı miRNA'nın 25nM ve 50nM dozları PD-L1'in mRNA 

seviyesini önemli ölçüde artırmıştır. Analiz sonuçları Şekil 4.22’de grafik ve Çizelge 

4.4’da tablo olarak sunulmuştur. 

 

 

Şekil 4.22 Farklı dozlarda miR-3670 ve miR-8078 ile transfekte edilen MCF-7 hücre 

hattında PD-L1 gen ekspresyon seviyesinin grafiksel gösterimi (Bar yüksekliği 

ile mRNA gen ifade düzeyi doğru orantılıdır. Veriler ortalama ve standart 

sapma şeklinde gösterilmiştir. Veriler ortalama±standart hata (SD) olarak 

sunulmuştur. a: p≤0.05 kontrol grubuna kıyasla) 
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Çizelge 4.4 MCF-7 hücre hattında PD-L1’in mRNA gen ifade düzeyi  
M

C
F

-7
 

Uygulanan 

miRNA 

 
Kontrol 1 nM 5 nM 10 nM 25 nM 50 nM 

100 

nM 

miR-3670 

 

Ort ΔCt 37.50 

±0.11 

38.25 

±0.30 

37.74 

±0.07 

37.96 

±0.03 

35.82 

±0.03 

35.50 

±0.37 

35.43 

±0.01 

Kat 

değişimi 
2.89 -2.03 -2.36 -1.87 2.33 2.44 2.89 

p değeri p≤0.05  p≤0.05  p≤0.05  p≤0.05  p≤0.05  p≤0.05  p≤0.05  

M
C

F
-7

 

miR-8078 

 

Ort ΔCt 
36.20 

±0.65 

36.44 

±0.13 

36.48 

±0.17 

35.90 

±0.19 

35.26 

±0.40 

35.70 

±0.10 

36.26 

±0.27 

Kat 

değişimi 
1.41 -1.45 -0.97 1.60 2.26 2.32 -1.41 

p değeri p≤0.05 p≤0.05 p≤0.05 p≤0.05  p≤0.05  p≤0.05  p≤0.05 

  
1 Veriler ortalama±standart hata (SD) olarak sunulmuştur. a:p≤0.05 kontrol grubuna kıyasla. 

 

 

HME1 hücrelerinde yapılan RT-PCR analizi sonucunda PDL-1'in mRNA 

seviyesinin kontrol grubuna kıyasla miRNA-3670 mimiğinin tüm dozlarında yükseldiği 

tespit edilmiştir (p≤0.05). İlgili genin mRNA ifadesi özellikle 25 nM konsantrasyonda 

belirgin bir şekilde artmıştır (p≤0.05). Benzer şekilde, miRNA-8078 mimiğinin tüm 

dozları, özellikle de 10 nM dozu, kontrol grubuna kıyasla PD-L1 mRNA seviyelerinde 

bir artışa yol açmıştır (p≤0.05). Analiz sonuçları şekil 4.23’te grafiksel olarak ve 

Çizelge 4.5’te tablo halinde sunulmuştur. 

 

 

Şekil 4.23 Farklı dozlarda miR-3670 ve miR-8078 ile transfekte edilen HME1 hücre 

hattında PD-L1 geninin ifade düzeyinin grafiksel gösterimi (Bar yüksekliği ile 

mRNA gen ifade düzeyi doğru orantılıdır. Veriler ortalama ve standart sapma 

şeklinde gösterilmiştir. Veriler ortalama±standart hata (SD) olarak 

sunulmuştur. a:p≤0.05 kontrol grubuna kıyasla) 

 

a a

a

a

a

a

a

0,0

0,2

0,4

0,6

0,8

1,0

1,2

1,4

1,6

1,8

Kontrol 1nM 5 nM 10 nM 25 nM 50 nM 100 nM

P
D

-L
1

 2
^-

(Δ
Δ

C
t)

 D
EĞ

ER
İ

miRNA Dozları

miR3670

miR-8078



 

96 
 

Çizelge 4.5 HME1 hücre hattında PD-L1 mRNA gen ifade düzeyi 
 

Uygulanan 

miRNA 
 Kontrol 1 nM 5 nM 10 nM 25 nM 50 nM 100nM 

H
M

E
1

 

miR-3670 

 

Ort ΔCt 
34.8 

±0.10 

35.18 

±0.26 

34.91 

±0.21 

34.83 

±0.68 

34.50 

±0.49 

35.16 

±0.43 

34.81 

±0.89 

Kat 

değişimi 

0.92 0.77 1.38 1.74 0.91 1.40 0.92 

p değeri p≥0.05  p≥0.05  p≤0.05 p≤0.05 p≤0.05 p≥0.05  p≤0.05 

H
M

E
1

 

miR-8078 

 

Ort ΔCt 
37.23 

±  0.11 

37.55 

±0.30 

37.42 

± 0.21 

36.61 

±0.24 

36.95 

±0.31 

37.44 

±0.15 

37.35 

±0.32 

Kat 

değişimi 

1.05 1.11 2.41 2.00 1.09 0.66 1.05 

p değeri p≥0.05  p≥0.05  p≥0.05  p≤0.05 p≤0.05 p≥0.05  p≤0.05 
1 Veriler ortalama±standart hata (SD) olarak sunulmuştur. a:p≤0.05 kontrol grubuna kıyasla. 

 

Amplifiye edilen DNA'nın istenen hedef bölge olduğunu doğrulamak için, miR-

3670 ve miR-8078 uygulanan meme kanseri hücrelerinden elde edilen DNA'lara PCR 

sonrasında erime eğrisi analizi uygulanmıştır. Erime eğrisi analizi sonucunda RT-PCR 

ile çoğaltılan bölgelerin istenen bölgeler olduğu ve tüm hedef gen (PD-L1) bölgelerinin 

aynı sıcaklıkta eridiği, benzer şekilde tüm referans gen (GAPDH) bölgelerinin de farklı 

sıcaklıkta aynı noktada eridiği tespit edilmiştir (Şekil 4.24). 

 

 

Şekil 4.24 PD-L1 ve GAPDH genlerinin erime eğrisi grafiği 

 

Amplifikasyon eğrisi grafiğindeki döngü eşiği yani Ct değeri, RT-PCR analizi 

sırasında numunedeki ilgili genin konsantrasyonunu (düşük ekspresyonlu, orta 

ekspresyonlu ve yüksek ekspresyonlu) sınıflandırmamızı sağlayan yarı kantitatif bir 
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ölçüdür. Grafikteki düşük bir Ct değeri genellikle ilgili genin yüksek oranda ifade 

edildiğini gösterirken, yüksek bir Ct değeri genellikle hedef genin daha az ifade 

edildiğini gösterir. Amplifikasyon eğrisi grafiği incelendiğinde hedef gen olarak 

belirlenen PD-L1'in Ct değerlerinin yüksek olduğu tespit edilmiştir. Bu sonuç, miR-

3670 ve miR-8078'in farklı dozlarının MCF-7 hücre hattında PD-L1 mRNA 

ekspresyonunun azalmasına neden olduğunu göstermektedir (Şekil 4.25). Aynı grafik 

incelendiğinde, referans gen olarak kullanılan GAPDH'ın (Gliseraldehit 3-fosfat 

dehidrojenaz) Ct değerlerinin hedef genin Ct değerine kıyasla daha düşük olduğu tespit 

edilmiştir. Bu sonuç, ilgili miRNA'ların GAPDH mRNA'yı hedeflemediğini 

göstermektedir (Şekil 4.25). 

 

 

Şekil 4.25 PD-L1 ve GAPDH genleri için döngü başına floresan emisyonu birikimini 

gösteren amplifikasyon eğrisi grafiği 

 

4.5 Serbest PD-L1 Analizine Ait Bulgular 

 

Bu testin amacı, miR-3670, miR-8078 uygulaması sonrasında kanser 

hücrelerinin bağışıklık sisteminden kaçışında rol oynayan süpernatanttaki serbest PD-

L1'in antijen düzeyine etkisini belirlemektir. Bu amaçla, MCF-7 ve HME1 hücre hatları 

farklı dozlarda (1 nM, 5 nM, 10 nM, 25 nM, 50 nM, 100 nM) sentetik mimik miR-3670 

ve miR-8078 ile transfekte edilmiştir.  Analizimiz, MCF-7 kanser hücre hattında 100 

nM miR-3670 dışındaki dozların, hücrenin süpernatantlarındaki serbest PD-L1 antijen 

seviyesini başarılı bir şekilde azalttığını ve istatistiksel olarak anlamlı olduğunu 

göstermiştir (p<0.05). MCF-7 hücrelerine çeşitli miktarlarda miR-8078 
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uygulanmasından elde edilen süpernatantlarda, serbest PD-L1 antijen seviyesinde hem 

1nM hem de 5 nM dozlarında azalma gözlenmiştir. İstatistiksel olarak anlamlı ve en 

keskin düşüşün 5 nM dozunda olduğu belirlendi (p≤0.05, Şekil 4.26-4.27). Sağlıklı 

meme dokusu hücre hattı HME1 üzerinde yapılan analizde, miR-3670'in tüm dozlarının 

hücrelerden elde edilen süpernatantlardaki serbest PD-L1 antijen seviyelerinde kısmi bir 

artışa neden olduğu 1 nM, 10 nM, 25 nM, 50 nM dozlardaki artışın istatistiksel olarak 

anlamlı (p≤0.05) tespit edilmiştir (p≤0.05), Şekil 4.28). Aynı hücre hattına miR-8078 

uygulandıktan sonra süpernatantlarda serbest PD-L1 antijen seviyelerinde kısmi artışlar 

tespit edilmiştir. Artış 10 nM için istatistiksel olarak anlamlı (p≤0.05) ve 25 nM için 

istatistiksel olarak anlamsızdı (p≥0.05). miR-8078'in 1 nM, 50 nM ve 100 nM dozları 

ile muamele edilen hücrelerden elde edilen süpernatantlardaki serbest PD-L1 antijen 

seviyeleri azalmış istatistiksel olarak anlamlı bir düşüş bulunmuştur (p≤0.05, Şekil 

4.29). 

 

 

Şekil 4.26 miR-3670 uygulanan MCF-7 hücre hattında doza bağlı serbest PD-L1 antijen 

miktarları. (Veriler ortalama±standart hata (SD) olarak sunulmuştur. a: p≤0.05  

kontrol grubuna kıyasla) 
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   Şekil 4.27 miR-8078 uygulanan MCF-7 hücre hattında doza bağlı serbest PD-L1 antijen 

miktarları (Veriler ortalama±standart hata (SD) olarak sunulmuştur. a: p≤0.05 

kontrol grubuna kıyasla) 

 

 

 
     Şekil 4.28 miR-3670 uygulanan HME1 hücre hattında doza bağlı serbest PD-L1 antijen 

miktarları. (Veriler ortalama±standart hata (SD) olarak sunulmuştur. a: p≤0.05 

kontrol grubuna kıyasla) 
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   Şekil 4.29 miR-8078 uygulanan HME1 hücre hattında doza bağlı serbest PD-L1 antijen 

miktarları (Veriler ortalama±standart hata (SD) olarak sunulmuştur. a: p≤0.05 

kontrol grubuna kıyasla) 

 

4.6 Kanser Hücre Hattı ile CD8+ T Hücrelerinin Ko-Kültürü 

 

Ko-kültür, aynı kültür ortamında iki farklı hücre tipinin doğrudan veya dolaylı 

olarak kültürlenmesine yönelik bir yöntemdir (Paschos vd., 2015). Kanser ko-kültür 

modeli, kanser hücreleri ile immün hücreleri arasındaki etkileşimi verimli bir şekilde 

simüle edebildiği için kanser immünolojisi çalışmalarında yaygın olarak 

kullanılmaktadır. Çalışmamızda miR-3670 ve miR-8078'in kanser hücrelerinin 

immünojenitesi üzerindeki etkisini belirlemek amacıyla in vitro ko-kültür testi 

gerçekleştirildi. Bu amaçla PBMC’lerden magnetik sort yöntemi ile CD8+ izolasyonu 

gerçekleştirildi ve CD8+T hücrelerinin morfolojik kontrolü giemsa boyama ile kontrol 

edildi (Şekil 4.30). CD8+T hücreleri, sırasıyla PHA (Fitohemaglutinin) ve IL-2’ile 

uyarılmasının ardından hücrelerin yeterli miktarda çoğaldığı belirlendi (Şekil 4.31). 

Uyarılmış CD8+T hücreleri miR-3670 ve miR-8078 mimikle (1 nM) transfekte edilmiş 

MCF-7 ve HME1 hücreleriyle birlikte 10:1 (T:E) oranında 48 saat kültürlendi. 

Kültürleme işleminin ardından yapılan MTT analizinde, miRNA uygulanan kanser 

hücrelerindeki PD-L1’in azalmasına bağlı olarak bağlı T hücresi aracılı sitotoksisitenin 

arttığı ve kanser hücrelerinde güçlü bir ölüm oranı (%80) tespit edildi (Şekil 4.32-Şekil 

4.33). miRNA uygulanan HME1 hücrelerinde ise kısmı bir sitotoksisite 

gözlemlenmiştir. 
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Şekil 4.30 İzolasyonu gerçekleştirilen CD8+T hücrelerinin inverted mikroskop görüntüsü 

(Olympos CKX31’da 10x büyütme, A:Magnetik sort sonrası Thoma lamdaki 

görüntü, B:Magnetik sort sonrası petri kabındaki görüntüsü, C:Giemsa boyama 

görüntüsü) 

 

 

Şekil 4.31 CD8+T hücrelerinin PHA (Fitohemaglutinin) ile aktivasyon sonrası inverted 

mikroskop görüntüsü (Olympos CKX31’da 10x büyütme) 
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Şekil 4.32 Ko kültür (CD8+T/MCF-7, CD8+T/HME1) sonrası yapılan MTT analizine ait 

multiplate görüntüsü 

 

 

 

Şekil 4.33 miRNA uygulanan MCF-7 ve HME1 hücreleri ile CD8+T hücrelerinin ortak 

kültürü sonrası canlılık grafikleri (Veriler ortalama±standart hata (SD) olarak 

sunulmuştur. a: p≤0.05 kontrol grubuna kıyasla)  

 

a a

0

10

20

30

40

50

60

70

80

90

100

Kontrol
(MCF-7+CD8)

miR-3670
(MCF-7+CD8)

miR-8078
(MCF-7+CD8)

M
C

F-
7

 h
ü

cr
e

 c
an

lıl
ığ

ı 
(%

)

a
a

0

10

20

30

40

50

60

70

80

90

100

Kontrol
(HME1+CD8)

miR-3670
(HME1+CD8)

miR-8078
(HME1+CD8)

H
M

E1
 h

ü
cr

e
 c

an
lıl

ığ
ı (

%
) 



 

103 
 

4.7 Hücre Göçü Analizi Bulguları 

 

Yara iyileşme testi, bir maddenin veya uygulamanın hücre göçü üzerindeki 

etkisini belirlemek için yaygın olarak kullanılmaktadır. Araştırmamız, miR-3670 ve 

miR-8078'in kanser hücrelerindeki anti-metastatik etkinliğini bu test aracılığıyla 

değerlendirmeyi amaçlamıştır. Bu amaçla, MCF-7 ve HME1 hücreleri 1nM 

konsantrasyonda miR-3670 ve miR-8078 ile transfekte edilmiş ve yara iyileşmesi analiz 

edilmiştir. Her iki hücre hattında miRNA uygulanmamış grup negatif kontrol olarak 

kabul edildi.  Çalışmada, miR3670 ve miR-8078 MCF-7 hücrelerine uygulandıktan 

sonra, negatif kontrole kıyasla hücre göçünün önemli ölçüde inhibisyonu ile 

sonuçlanmıştır (Sırasıyla %81.47 ve %99.9). Aynı miRNA'lar sağlıklı meme dokusu 

hücrelerinde hücre göçünü inhibe edemediği (sırasıyla %22.8 ve %6.2) tespit edilmiştir 

ve her iki sonuçta istatiksel olarak anlamlı bulunmuştur (p≤0.05).  (Şekil 4.34, Şekil 

4.35, Çizelge 4.6). 

 

 

 

Şekil 4.34 miR-3670 ve miR-8078 uygulanan MCF-7 hücre hattında grubuna ait yara 

iyileşmesi yüzde grafiği (Veriler ortalama±standart hata (SD) olarak 

sunulmuştur. a: p≤0.05 kontrol grubuna kıyasla) 
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Şekil 4.35 miR-3670 ve miR-8078 uygulanan HME1 hücre hattında grubuna ait yara 

iyileşmesi yüzde grafiği (Veriler ortalama±standart hata (SD) olarak 

sunulmuştur. a: p≤0.05 kontrol grubuna kıyasla) 

 

Çizelge 4.6 miR-3670 ve miR-8078 uygulanan MCF-7 ve HME1 hücre hatlarına ait yara 

iyileşmesi analizi görüntüsü (10x Büyütme) 
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4.8 Apoptoz ve Nekroz Analiz Bulguları 

 

MCF-7 ve kontrol HME1 hücrelerine 1nM miR-3670 ve miR-8078 dozlarının 

uygulanmasından sonra ilgili miRNA'ların apoptoz indüksiyonu üzerindeki etkisini 

gözlemlemek için AO/EB immünofloresan boyama yapıldı. AO/EB uygulamasından 

sonra sağlıklı hücreler yeşil, erken evre apoptozdaki hücreler yoğunlaşmış ve 

parçalanmış çekirdekleriyle sarı-yeşil bir renk sergilemiştir. Geç evre apoptotik hücreler 

yoğunlaşmış veya parçalanmış çekirdekleriyle parlak turuncu renkte görünmüştür. Geç 

apoptotik ve nekrotik (ölü) hücreler hasarlı membranlara sahip hücreler olduğundan 

dolayı AO/EB immünofloresan boyama sonrası kırmızı bir renk sergilemiştir. AO/EB 

analizi sonuçlarına göre, miR-3670 ve miR-8078'in 1nM dozunun MCF-7 hücrelerinde 

hücre sağkalımını azaltarak apoptozu indüklediği ve negatif kontrole kıyasla apoptotik 

hücreleri önemli ölçüde artırdığı bulunmuştur (Şekil 4.36-Şekil 4.37).  

Bu sonuç istatistiksel olarak da anlamlıdır (p≤0.05). Çalışma sonuçları analiz 

edildiğinde, apoptotik oran miR-8078 grubunda %52 ve miR-3670 grubunda %25 

olarak bulunmuş ve miR-8078’in MCF-7 meme kanseri hücrelerinde daha fazla 

apoptozise neden olduğu görülmüştür. İki grup arasındaki fark istatistiksel olarak 

anlamlıydı (p≤0.05). Negatif kontrol grubunda hücre kültürü işlemi sürecinde sıradan 

ölü hücrelerden oluşan sadece az sayıda apoptotik hücre (%5) tespit edilmiştir (Şekil 

4.36, Şekil 4.37). HME1 hücrelerinde, 48 saat boyunca 1nM dozunda miR-3670 ve 

miR-8078 uygulanmasının apoptoz seviyesinde önemli bir değişikliğe neden olmadığını 

göstermiştir. Bu sonuçlar istatistiksel olarak anlamlı değildi (p≤0.05, Şekil 4.38, Şekil 

4.39). 
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Şekil 4.36 MCF-7 hücrelerinin 48 saat boyunca miR-3670 ve miR-8078 ile 

muamelesinden sonra apoptotik ve nekrotik hücre seviyelerini gösteren yüzde 

grafiği (Veriler ortalama±standart hata (SD) olarak sunulmuştur. a: p≤0.05 

kontrol grubuna kıyasla) 
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Şekil 4.37 miR-3670 ve miR-8078 ile 48 saat boyunca muamele edilen MCF-7 

hücrelerinin AO-EtBr boyama yöntemiyle apoptozun tespiti (Yeşil renk canlı 

hücreleri, sarı/turuncu renk apoptotik hücreleri, kırmızı renk nekrotik hücreleri 

temsil etmektedir) 
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Şekil 4.38 HME1 hücrelerinin 48 saat boyunca miR-3670 ve miR-8078 ile muamelesinden 

sonra apoptotik ve nekrotik hücre seviyelerini gösteren yüzde grafiği (Veriler 

ortalama±standart hata (SD) olarak sunulmuştur. a: p≤0.05 kontrol grubuna 

kıyasla) 
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Şekil 4.39 miR-3670 ve miR-8078 ile 48 saat boyunca muamele edilen HME1 hücrelerinin 

AO-EtBr boyama yöntemiyle apoptozun tespiti (Yeşil renk canlı hücreleri, 

sarı/turuncu renk apoptotik hücreleri, kırmızı renk nekrotik hücreleri temsil 

etmektedir) 

 

4.9 Koloni Oluşum Analizi Bulguları 

 

Bu deneyin amacı, MCF-7 ve HME1 hücrelerine 1nM dozunda miR-3670 ve 

miR-8078 uygulanmasının anti-metastatik etkilerini değerlendirmektir. Ek olarak, 

miRNA uygulamasının hücrelerin ankraj bağımlı büyüme ve kolonizasyon davranışını 

etkileyip etkilemediğini araştırmak için bir koloni oluşum deneyi yapıldı. 
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Analiz sonrasında, MCF-7 hücre hatlarının 1nM dozunda miR-3670 mimik 

miRNA'ları ile transfekte edilmesinin, kontrol grubuna kıyasla koloni sayılarında %17.7 

oranında anlamlı bir düşüşe neden olduğu tespit edildi (p≤0.05). Aynı hücre hattına 

1nM dozunda miR-8078 transfekte edildiğinde, kontrolün aksine koloni sayısında 

%78.2'lik önemli ve dikkat çekici bir azalma gözlenmiştir. Bu azalma istatistiksel olarak 

anlamlıydı (Şekil 4.40 ve Şekil 4.41 MCF-7 hücre hattında koloni oluşumunun 

engellenmesi ile ilgili olarak, miR-8078'in miR-3670'ten önemli ölçüde daha güçlü bir 

inhibitör etki sergilediği keşfedildi (p≤0.05). 

Benzer şekilde, miR-3670 mimik miRNA'larının HME1 hücre hatlarına 1nM 

dozunda transfeksiyonunun, koloni sayılarında kontrole kıyasla %41.6 oranında düşüşe 

neden olduğu keşfedildi (p≤0.05). Aynı hücre hattına 1nM dozunda miR-8078 

transfekte edildiğinde, kontrol grubuna kıyasla koloni sayılarında %66.6 oranında 

istatistiksel olarak anlamlı bir azalma gözlenmiştir (p≤0.05, Şekil 4.42 ve Şekil 4.43). 

HME1 hücre hatlarında koloni oluşumunun miR-8078 tarafından miR-3670'e göre daha 

fazla inhibe edildiği tespit edilmiştir ve bu veri istatistiksel olarak anlamlı bulunmuştur 

(p≤0.05). 

 

 

 

 Şekil 4.40 miR-3670 ve miR-8078 uygulanan MCF-7 hücrelerinin koloni oluşum grafiği 

(Veriler ortalama±standart hata (SD) olarak sunulmuştur. a: p≤0.05 kontrol 

grubuna kıyasla) 
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Şekil 4.41 miR-3670 ve miR-8078’in MCF-7 hücrelerinde koloni oluşumu üzerindeki 

etkisi (A: kontrol grubu B: miR-3670 uygulanan grup, C: miR-8078 uygulanan 

grup) 

 

 

 

Şekil 4.42 miR-3670 ve miR-8078 uygulanan HME1 hücrelerinin koloni oluşum grafiği 

(Veriler ortalama±standart hata (SD) olarak sunulmuştur. a: p≤0.05 kontrol 

grubuna kıyasla) 
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Şekil 4.43 miR-3670 ve miR-8078’in HME1 hücrelerinde koloni oluşumu üzerindeki 

etkisi (A: kontrol grubu B: miR-3670 uygulanan grup, C: miR-8078 uygulanan 

grup) 

 

 

4.10 Morfolojik Analiz Bulguları 

 

miR-3670 ve miR-8078'in MCF-7 ve HME1 hücrelerinin morfolojisi üzerindeki 

etkilerini tespit etmek için morfoloji analizi gerçekleştirildi. miR-3670 ve miR-8078'in 

MCF-7 hücre hattına transfeksiyonundan sonra, MCF-7 hücrelerinde, uzun ve iğ 

şeklindeki formlarından epitel hücrelerinin tipik bir özelliği olan daha yuvarlak ve 

küboidal bir şekle doğru kayda değer bir değişiklik gözlendi. miR-3670 ve miR-8078'in 

transfeksiyonu MCF-7 hücrelerinde lamellipodia’nın önemli ölçüde azalmasıyla 

sonuçlanmıştır (Şekil 4.44). Öte yandan, miR-3670 ve miR-8078 transfeksiyonu, 

sağlıklı bir meme dokusu hücre hattı olan HME1 hücrelerinde herhangi bir morfolojik 

değişikliğe neden olmamıştır (Şekil 4.45). 
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Şekil 4.44 miR-3670 ve miR-8078 mimikleri ile transfekte edilen MCF-7 hücrelerinin 

transfeksiyon sonrası morfolojisinin gözlenmesi (A: kontrol hücresi, B: miR-

3670 transfekte edilmiş hücreler, C: miR-8078 transfekte edilmiş hücreler 

inverted mikroskop Olympos CKX31’da 10x büyütme D: kontrol hücresi, E: 

miR-3670 transfekte edilmiş hücreler, F: miR-8078 transfekte edilmiş hücreler 

floresan mikroskop 40x büyütme) 

 

 

Şekil 4.45 miR-3670 ve miR-8078 mimikleri ile transfekte edilen HME1 hücrelerinin 

transfeksiyon sonrası morfolojisinin gözlemlenmesi (A: kontrol hücresi, B: 

miR-3670 transfekte edilmiş hücreler, C: miR-8078 transfekte edilmiş hücreler 

inverted mikroskop Olympos CKX31’da 10x büyütme D: kontrol hücresi, E: 

miR-3670 transfekte edilmiş hücreler, F: miR-8078 transfekte edilmiş hücreler 

floresan mikroskop 40x büyütme) 
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4.11 3D Sferoid Oluşum Analizi Bulguları 

 

3D Sferoid Oluşum Deneyi, hücrelerin yüzeye yapışamadıkları (yani ankrajdan 

bağımsız) bir ortamda malign transformasyon kabiliyetini tespit etmek için kullanılır. 

3D sferoid yapı oluşumunu araştırmak için, 1nM miR-3670 ve miR-8078 miRNA'lar 

MCF-7 ve HME1 hücrelerine uygulanmış ve yarı katı ortamda inkübe edilmiştir.  

Analiz sonrasında, kontrol grubunda 15.günden itibaren sferoidlerin oluşmaya 

başladığı 30.günde ise tamamen belirginleştiği gözlenmiştir (Şekil 4.46-Şekil 4.47). 

Deney grubunda ise uygulanan her iki miRNA’nın (miR-3670, miR-8078) 1nM dozu 

MCF-7 hücre hattında kontrol grubuna kıyasla sferoid oluşumunu %90 oranında 

baskıladığı tespit edilmiştir (Şekil 4.48-Şekil 4.49).  

 

 

Şekil 4.46 miRNA uygulanmış MCF-7 hücrelerinin oluşturduğu 3D tümör sferoid ve 

şematik diyagramı (Olympos CKX31’da 40x büyütme) 
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     Şekil 4.47 MCF-7 hücrelerinin 15 ve 30. gün sonunda oluşan 3D sferoid yapıları  

(Olympos   CKX31’da 10x ve 40x büyütme) 

 

 

 

 
 

Şekil 4.48 miR-3670 ve miR-8078 uygulanan MCF-7 hücrelerinde 3D sferoid yüzdesini 

gösteren grafik (Veriler ortalama±standart hata (SD) olarak sunulmuştur. a: 

p≤0.05 kontrol grubuna kıyasla) 
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Şekil 4.49 miR-3670 ve miR-8078 uygulanan MCF-7 hücrelerinde 3D sferoid oluşumu 

(Olympos CKX31’da 10x büyütme, Beyaz ok işareti 3D sferoid yapılarını 

göstermektedir) 

 

HME1 hücre hattında 1nM dozunda miR-3670 ve miR-8078 mimik 

miRNA'larının transfeksiyonundan sonra kontrol dahil hiçbir grupta 3D sferoid yapı 

gözlenmemiştir (Şekil 4.50-Şekil 4.51). 

 

 

 
 

Şekil 4.50 miR-3670 ve miR-8078 uygulanan HME1 hücrelerinde 3D sferoid oluşum 

yüzdesini gösteren grafik (Veriler ortalama±standart hata (SD) olarak 

sunulmuştur. a: p≤0.05 kontrol grubuna kıyasla) 
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Şekil 4.51 miR-3670 ve miR-8078 uygulanan HME1 hücrelerinin 30. gün sonunda 

görüntüsü (Olympos CKX31’da 10x büyütme) 

 

 

3D sferoid analizi çalışmamızda, miR-3670 ve miR-8078 uygulana MCF-7 

hücrelerinde normal elipsoidik şekillerinden sapan non-regüler (amorf) sferoidlerin 

oluştuğu tespit edildi. Bu amorf sferoidlerin %13'ü miR-3670 grubunda, %22'si ise 

miR-8078 grubunda görülmüştür (Şekil 4.52, Şekil 4.53). 

 

 

Şekil 4.52 miR-3670 ve miR-8078 uygulanan MCF-7 hücrelerinde amorf 3D sferoidlerin 

gelişimini gösteren yüzde grafiği (Veriler ortalama±standart hata (SD) olarak 

sunulmuştur. a: p≤0.05 kontrol grubuna kıyasla) 
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Şekil 4.53 miR-3670 ve miR-8078 uygulanan MCF-7 hücrelerinde 30. gün sonunda oluşan 

non-regüler 3D sferoidler (Olympos CKX31’da 10x büyütme, Siyah ok işareti: 

regular sferoidi, beyaz ok işareti: non regular sferoidi göstermektedir) 

 

3D Sferoid analizi çalışmasında, oluşan sferoidlerin boyutları üzerinde testler 

gerçekleştirildi. Analiz sonucunda, transfekte edilen miR-3670 ve miR-8078'in MCF-7 

hücreleri tarafından oluşturulan 3D sferoidlerin boyutunu 100 µm'lik bir eşiğin altında 

tuttuğunu ortaya koydu. 3D sferoidlerin boyut dağılımı sırasıyla kontrol grubunda 

%92.53’ü 100 µm altında, %7.47 100 µm üzerinde, miR-3670 uygulama grubunda 

%67.76’sı 100 µm altında, %32.24 100 µm üzerinde, miR-8078 uygulama grubunda 

%81.12’si 100 µm altında, %18.88 100 µm üzerinde 3D sferoid oluşturduğu tespit 

edilmiştir (Şekil 4.54). 

 

 

Şekil 4.54 miR-3670 ve miR-8078 uygulanan MCF-7 hücreleri tarafından oluşturulan 3D 

sferoidlerin çap dağılım grafiği (Veriler ortalama±standart hata (SD) olarak 

sunulmuştur. a: p≤0.05 kontrol grubuna kıyasla) 
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3D sferoidlerin analizinde hacimlerini değerlendirdik ve miR-3670 ve miR-8078 

ile transfekte edilen MCF-7 hücrelerinin 1mm3'ün altında hacimlere sahip sferoidler 

ürettiği tespit edildi (Şekil 4.55). 

 

 

Şekil 4.55 miRNA uygulanmış MCF-7 hücreleri tarafından oluşturulan 3D sferoidlerin 

hacim dağılım grafiği (Veriler ortalama±standart hata (SD) olarak sunulmuştur.              

a: p≤0.05 kontrol grubuna kıyasla) 

 

 3D Sferoid analizinde, miR-3670 ve miR-8078 uygulanan MCF-7 hücrelerinin 

oluşturduğu 3D sferoidlerin, tümör büyüklüğünün 1-2 mm aştıktan sonra başlayan 

kanser gelişimi ve çevre dokulara yayılımında önemli bir mekanizma olarak bilinen 

anjiyojenik aktivite açısından incelenmiştir. Veriler analiz edildikten sonra, kontrol 

grubundaki 3D sferoidlerin önemli bir kısmının anjiyojenik sınırı (2mm) aştığı tespit 

edilmiştir. Bununla birlikte, miR-3670 ve miR-8078 ile muamele edilen hücreler 

tarafından oluşturulan bu tür sferoidlerin sayısı önemli ölçüde daha düşüktü (Şekil 

4.56). 
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Şekil 4.56 miR-3670 ve miR-8078 uygulanan MCF-7 hücrelerinde anjiyojenik sınırı aşan 

3D sferoid sayısının gruplara göre dağılım grafiği (Veriler ortalama±standart 

hata (SD) olarak sunulmuştur. a: p≤0.05 kontrol grubuna kıyasla) 

 

4.12 E-kaderin Analizinin Bulguları 

 

Bu testin amacı, miR-3670 ve miR-8078'in, hücre hareketliliği belirteci olarak 

görev yapan ve hücrelerin kendi bölgelerine bağlanmasını kolaylaştıran hücre 

hatlarındaki e-kaderin antijen seviyeleri üzerindeki etkisini araştırmaktır. 

Analiz sonucunda, MCF-7 hücrelerine 1nM miR-3670 ve miR-8078 dozunun 

uygulanmasının serbest e-kaderin antijeni seviyesinde anlamlı bir azalmaya neden 

olduğu sonucuna varılmıştır (p≤0.05, Şekil 4.57, Şekil 4.58). 
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Şekil 4.57 miR-3670 uygulanan MCF-7 hücrelerinde serbest e-kaderin antijen seviyesinin 

grafiği (Veriler ortalama±standart hata (SD) olarak sunulmuştur. a: p≤0.05 

kontrol grubuna kıyasla) 

 

 

Şekil 4.58 miR-8078 uygulanan MCF-7 hücrelerinde serbest e-kaderin antijen seviyesinin 

grafiği (Veriler ortalama±standart hata (SD) olarak sunulmuştur. a: p≤0.05 

kontrol grubuna kıyasla) 

 

HME1 hücrelerine 1nM dozunda miR-3670 ve miR-8078 uygulandıktan sonra, 

serbest e-kaderin antijen seviyesi istatistiksel olarak anlamlı bir düşüş sergilemiştir (a: 

p≤0.05, Şekil 4.59, Şekil 4.60). 
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Şekil 4.59 miR-3670 uygulanan HME1 hücrelerinde serbest e-kaderin antijen seviyesinin 

grafiği (Veriler ortalama±standart hata (SD) olarak sunulmuştur. a: p≤0.05 

kontrol grubuna kıyasla) 

 

 

 

Şekil 4.60 miR-8078 uygulanan HME1 hücrelerinde serbest e-kaderin antijen seviyesinin 

grafiği (Veriler ortalama±standart hata (SD) olarak sunulmuştur. a: p≤0.05 

kontrol grubuna kıyasla) 
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süpernatantlardaki serbest VEGF-A antijen seviyesi VEGF-A elisa kiti kullanılarak 

belirlendi. Analiz, miR-3670'in MCF-7 hücrelerinde serbest VEGF-A seviyesinde bir 

düşüşe neden olduğunu ve istatistiksel olarak anlamlı bir sonuç göstermiştir (a: p≤0.05, 

Şekil 4.61), Benzer şekilde, miR-8078 aynı hücre hattında VEGF-A'nın serbest 

seviyesini azaltmış ancak bu düşüşün istatistiksel olarak anlamlı değildi (p≥0.05, Şekil 

4.62). 

 

 

Şekil 4.61 miR-3670 uygulanan MCF-7 hücrelerindeki serbest VEGF-A antijen 

seviyesinin grafiği (Veriler ortalama±standart hata (SD) olarak sunulmuştur. a: 

p≤0.05 kontrol grubuna kıyasla) 

 

Şekil 4.62 miR-8078 uygulanan MCF-7 hücrelerindeki serbest VEGF-A antijen 

seviyesinin grafiği (Veriler ortalama±standart hata (SD) olarak sunulmuştur. a: 

p≤0.05 kontrol grubuna kıyasla) 
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HME1 hücrelerine hem miR-3670 hem de miR-8078'in 1nM dozunun 

uygulanmasından sonra, serbest VEGF-A seviyesinin her iki miRNA grubunda da 

istatistiksel olarak anlamlı bir şekilde azaldığı gözlenmiştir (p≤0.05) (Şekil 4.63, Şekil 

4.64). 

 

 

Şekil 4.63 miR-3670 uygulanan HME1 hücrelerindeki serbest VEGF-A antijen seviyesinin 

grafiği (Veriler ortalama±standart hata (SD) olarak sunulmuştur. a: p≤0.05 

kontrol grubuna kıyasla) 

  

 

Şekil 4.64 miR-8078 uygulanan HME1 hücrelerindeki serbest VEGF-A antijen seviyesinin 

grafiği (Veriler ortalama±standart hata (SD) olarak sunulmuştur. a: p≤0.05 

kontrol grubuna kıyasla) 
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4.14 TINAGL-1 Analizinin Bulguları 

 

Bu testin amacı, miRNA uygulamasından sonra hücre hatlarında metastazı 

önleyen bir protein olan TINAGL-1 proteininin ifade seviyesindeki değişiklikleri 

belirlemektir. Analiz sonucunda, miR-3670'in 1nM dozunun MCF-7 hücrelerine 

transfekte edilmesinden sonra serbest TINAGL-1 antijen seviyesinin önemli ölçüde 

(p≤0.05) azaldığı tespit edilmiştir (Şekil 4.65). Benzer şekilde, serbest TINAGL-1 

antijen seviyesi miR-8078'in 1nM dozundan sonra azalmış, ancak istatistiksel olarak 

anlamlı bulunmamıştır (p ≥0.05), (Şekil 4.66). 

 

 

Şekil 4.65 miR-3670 uygulanan MCF-7 hücrelerindeki serbest TINAGL-1 antijen 

seviyesinin grafiği (Veriler ortalama±standart hata (SD) olarak sunulmuştur. a: 

p≤0.05 kontrol grubuna kıyasla) 

 

 

Şekil 4.66 miR-8078 uygulanan MCF-7 hücrelerindeki serbest TINAGL-1 antijen 

seviyesinin grafiği (Veriler ortalama±standart hata (SD) olarak sunulmuştur. a: 

p≤0.05 kontrol grubuna kıyasla) 
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Sağlıklı meme dokusu hücre hattı olan HME1 hücrelerine miR-3670 ve miR-

8078’in 1nM dozlarının transfekte edilmesinin ardından serbest TINAGL-1 antijen 

seviyesini istatistiksel olarak anlamlı olarak düşürdüğü belirlendi (p≤0.05), (Şekil 4.67, 

Şekil 4.68). 

 

 
 

Şekil 4.67 miR-3670 uygulanan HME1 hücrelerindeki serbest TINAGL-1 antijen 

seviyesinin grafiği (Veriler ortalama±standart hata (SD) olarak sunulmuştur. a: 

p≤0.05 kontrol grubuna kıyasla) 

 

 

 

 

 

 

Şekil 4.68 miR-8078 uygulanan HME1 hücrelerindeki serbest TINAGL-1 antijen 

seviyesinin grafiği (Veriler ortalama±standart hata (SD) olarak sunulmuştur. a: 

p≤0.05 kontrol grubuna kıyasla)  
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5. TARTIŞMA VE SONUÇ  

 

Meme kanseri, dünya genelinde akciğer kanserinden sonra en sık teşhis edilen 

kanserdir. Bu durum Türkiye için de geçerlidir (Anonim, 2019). Günümüzde teşhis 

edilen her 8 kanserden birinin meme kanseri olduğu ve toplam 2,3 milyon yeni vaka 

tespit edildiği bildirilmiştir (Sung vd., 2021). İstatistiksel çalışmalar sonucunda, meme 

kanseri küresel olarak kadınlarda teşhis edilen tüm kanserlerin dörtte birini 

oluşturmaktadır. Bu eğilim gelişmekte olan ülkelerde artış göstermektedir (Heer vd., 

2020). Halk Sağlığı Genel Müdürlüğü tarafından 2019 yılı Türkiye kanser istatistikleri 

raporunda belirtildiği üzere, 2030 yılına kadar kanser vakalarında %75'lik bir artışla 22 

milyona ulaşacağı öngörülmektedir (Anonim, 2019). COVID-19 salgını nedeniyle 

ülkemizde ve dünyada 2020-2023 yıllarını kapsayan detaylı bir kanser raporunun 

derlenmesi mümkün olamamıştır. Bununla birlikte, çeşitli çalışmalar hem yerel hem de 

dünya çapında meme kanseri insidansında sürekli bir artış öngörmektedir. Bu nedenle 

DSÖ, meme kanserinin ölüm oranını düşürmek için erken teşhis ve uygun tedaviyi 

teşvik etmek amacıyla farklı kurum/kuruluşlar ve küresel ortaklarla birlikte 

çalışmaktadır (Arnold vd., 2022).  

Günümüz kanser tedavisinde, geleneksel yöntemlerinin kullanımı, seçici 

olmayan sitotoksik etkileri nedeniyle azalmaktadır. Buna karşılık, tedavide yeni trend, 

hedefe yönelik kişiselleştirilmiş kanser immünoterapisi de dahil olmak üzere hedefe 

yönelik tedavilerdir. Kanser immünoterapisinde etkili ve minimum yan etkiye sahip 

hedefe yönelik immün kontrol noktası inhibitörü tedavilerine olan talep her geçen gün 

artmaktadır. Smith ve diğerleri (2021) son yıllarda bu alanda önemli ilerlemeler 

kaydedildiğini bildirmiştir. İmmünolojik kontrol noktaları (CTLA-4, PD-1, PD-L1) 

hedefe yönelik tedavilerde çok önemli bir rol oynamaktadır. Homeostatik koşullar 

altında, immünolojik kontrol noktaları (ICI), hücrelerdeki proinflamatuar ve 

antiinflamatuvar sinyaller arasında dengeyi bağışıklık hücrelerinin aktivitesini uyararak 

veya engelleyerek sağlar (Pardoll vd., 2012; Cai vd., 2021). ICI kökenli tümör 

immünoterapisinin ana odak noktalarından biri, PD-1 ve ligandı PD-L1'i hedef alan 

inhibitörlerin kullanılması olmuştur (Han vd., 2020). Çeşitli kanser türlerinde PD-L1'in 

yüksek düzeyde protein ekspresyonu gözlenmiştir (Cha vd., 2019). T-lenfositleri, kanser 

hücre membranlarındaki immünolojik reseptörleri hedef alarak, anti-tümöral immün 
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yanıt oluşturarak kanser tedavisinde etkili olurlar. Kanser hücrelerinin membranında 

bulunan PD-L1 ligandı, T hücre membranında bulunan PD-1 reseptörüne bağlanır. Bu 

bağ, T hücrelerinin çoğalmasını ve aktivasyonunu yavaşlatarak sitotoksik etkilerini 

azaltır ve kanser hücrelerinin bağışıklık gözetiminden kaçmasına izin verir (Huang vd., 

2020).  Son yıllarda, FDA tarafından kanser immün terapisinde kullanılmak üzere PD-1, 

PD-L1 ve CTLA-4 gibi immün kontrol noktalarını hedef alan birkaç inhibitör ajanının 

tedavide kullanımına onay vermiştir (Seidel vd., 2018; Choi vd., 2022).  

miRNA'lar ile bağışıklık sistemi arasında önemli bir korelasyon vardır. 

miRNA'ların kanser tedavisinde kritik bir rol oynadığı 2011 yılından bu yana yaygın 

olarak kabul edilmektedir (Berindan-Neago vd., 2014; Cortez vd., 2019). miRNA'lar, 

tümörü hedef alan bağışıklık tepkilerini hassaslaştırma ve böylece tümörlerle mücadele 

etme yetenekleriyle tanınmaktadır (Dong vd., 2022). Şu anda, miR-34a, miR-124, miR-

424, miR-138 ve miR-155 dahil olmak üzere çok sayıda terapötik miRNA, faz I klinik 

denemelerden geçmektedir. miRNA'ların kanser bağışıklığını düzenlemedeki işlevini 

anlamak ve yüksek etkinliğe sahip yeni terapötik miRNA'ları tanımlamak çok önemlidir 

(Grivennikov  vd., 2010; Beatty vd., 2015). 

Çalışmamız, şu sorulara cevap vermeyi amaçlamaktadır;  

MCF-7 hücrelerinde PD-L1'i hedeflemek için miR-3670 ve miR-8078 

kullanarak PD-L1'i post-transkripsiyonel düzeyde susturarak PD-L1 tabanlı 

immünoterapi için miRNA aracılığıyla PD-L1 hedeflenebilir mi?  

Bir diğer araştırma sorusu ise "hsa miR-3670 ve hsa miR-8078'in MCF-7 

hücrelerinde sitotoksisite, morfoloji, göç ve kolonizasyon ve 3D sferoid oluşturma 

yeteneği üzerindeki etkisi nedir?" Bu çalışmada, bir immün kontrol noktası olan PD-

L1'in blokajı, MCF-7 hücre hattında ilk kez hsa miR-3670 ve hsa miR-8078 ile birlikte 

kullanılacaktır. Hsa miR-3670 ve hsa miR-8078 tarafından düzenlenen potansiyel 

işlevleri ve sinyal ağlarını değerlendirmek için zenginleştirme analizleri yapılmıştır. Bu 

amaçla biyoinformatik algoritmalar kullanılarak hedef gen ve miRNA-mRNA eşleme 

analizlerinin yanı sıra GO ve KEGG yol analizleri gerçekleştirilmiştir. Analizin 

ardından miR-3670, PD-L1 mRNA'nın iki farklı bölgesine yüksek bağlanma skorları 

(82.15 ve 87.35) göstermiştir. Bu bulgular, bağlanmanın işlevsel öneme sahip 

olabileceği hipotezimizi güçlendirmeye hizmet etmektedir. Analizimizde hsa miR-8078 

ile PD-L1 mRNA arasında doğrudan bir bağlanma bölgesi tespit edememiş olsak da, 
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biyoinformatik çalışmamız hsa miR-8078'in PD-L1 ekspresyonunda rol oynayan önemli 

sinyal yollarını (PI3K-Akt, Jak-STAT, Ras, Wnt, MAPK, Nf-kB, TNF-α, Notch, HIF-

1α, Hedgehog, mTOR, AMPK, TLR) hedef aldığını ve dolaylı şekilde baskılanmasına 

yol açtığını ortaya koymuştur. Çok sayıda çalışma, PD-L1'in kanserli hücre hatlarında 

benzer bir mekanizma yoluyla susturulduğunu göstermekte ve böylece bu araştırmada 

yapılan gözlemi güçlendirmektedir (Liu vd., 2021; Yan vd., 2021; Li vd., 2022). 

İkinci biyoinformatik analiz olan GO analizi sonucunda, miR-3670 ve miR-8078 

ile PD-L1 ligandlarının sentezinde yer alan temel düzenleyici sinyal yolakları (PI3K-

Akt, Jak-STAT, Ras, Wnt, MAPK, Nf-kB, TNF-α, Notch, HIF-1α, Hedgehog, mTOR, 

AMPK, TLR) ile farklı biyolojik süreç (BP), hücresel bileşen (CC) ve moleküler işlev 

(MF) kategorileri arasında önemli bir ilişki olduğunu göstermiştir. Literatür 

incelendiğinde, birçok çalışma yukarıda bahsedilen sinyal yollarının PD-L1'in 

ekspresyonunda önemli olduğunu göstermektedir (Coelho vd., 2017; Martin vd., 2018; 

Nakayama vd., 2019; Castagnoli vd., 2019; Antonangeli vd., 2020; Quan vd., 2022; 

Zhang vd., 2022; De Ridder vd., 2022; Cao vd., 2023; Bailey vd., 2022; Chen vd., 

2022). Bulgular, miRNA-3670 ve miRNA-8078 kullanımının meme kanserinde PD-L1 

ekspresyonunu etkili bir şekilde baskılayabileceğini göstermektedir. Ayrıca, GO 

analizimiz bu miRNA'ların meme kanseri ilerlemesi için çok önemli olan çeşitli 

biyolojik süreçlerde (metastaz, proliferasyon, hücresel göç ve farklılaşma gibi) önem arz 

eden, integrinler, selektinler, kaderinler gibi hücre bağlanma molekülleri ile doğrudan 

ilişkili olduğu ve süreçler üzerinde potansiyel etkinliğe sahip olduğunu belirlenmiştir. 

Önceki çalışmalar, hücre adezyon moleküllerinin ve bağlantı noktalarının meme kanseri 

metastazı ve invazyonunun düzenlenmesine katkıda bulunduğunu göstermiştir (Makrilia 

vd., 2009; Ilina vd., 2020). Kullanılan miRNA’ların (miR-3670, miR-8078) hücre 

hareketi ve metastazda rol oynayan lamellipodların ve filopodia yanı sıra 

sitomorfolojiyi etkileyen ve aktin filamentleri ve mikrotübül organizasyonu ile ilişkili 

olduğu belirlendi. Yapılan çalışmalarda, lamellipodia ve filopodia kanser metastazı ve 

hareketi ile bağlantılı olduğu (Machesky, 2008), Aktin filamentleri ve Mikrotübüllerin 

ise yara iyileşmesinde etkili olduğu bildirilmiştir (Ahangar vd., 2022). Bu bulgular 

miRNA-3670 ve miRNA-8078'in PD-L1'i susturmasının yanı sıra anti-kanser 

özelliklere sahip olabileceğini göstermiştir. 
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Üçüncü biyoinformatik araştırma olan KEGG yol analizi, miR-3670 ve miR-

8078'in PD-L1 ligand sentezi sinyal yollarının temel düzenleyicilerini (PI3K-Akt, Jak-

STAT, Ras, Wnt, MAPK, Nf-kB, TNF-α, Notch, HIF-1α, Hedgehog, mTOR, AMPK, 

TLR) önemli ölçüde hedeflediğini göstermiştir. Önceki çalışmalarda, bu sinyal yolakları 

ile PD-L1 arasında bir korelasyon olduğunu ve PD-L1 blokajının bu sinyal yollarının 

inhibe edilmesiyle sağlanabileceğini gösterilmiştir (Coelho vd., 2017; Martin vd., 2018; 

Castagnoli vd., 2019; Nakayama vd., 2019; Antonangeli vd., 2020; Bailey vd., 2022; 

Chen vd., 2022; de Ridder vd., 2022; Zhang vd., 2022; Quan vd., 2022; Cao vd., 2023). 

Bu yolakların aşırı aktivasyonunun da karsinogenezi indüklediği bilinmektedir. Bu 

sonuçlar, miR-3670 ve miR-8078'in PD-L1 baskılamasına ek olarak anti-kanser 

özelliklere sahip olabileceğini göstermektedir. 

Çalışmamızda, biyoinformatik algoritmik verilerin in vitro korelasyonunu 

araştırmak ve miR-3670 ve miR-8078'in MCF-7 ve HME1 hücre hatlarındaki sitotoksik 

aktivitesi MTT testi kullanılarak incelenmiştir. 

 Önceki araştırmalar, hücre içinde önemli bir rol oynaması nedeniyle 

sitotoksisite testlerinde transfekte edilen miRNA miktarının önemini vurgulamıştır 

(Vasudevan, 2012). Bu sebeple sitotoksisite çalışmamızda, her iki miRNA’yı belirli bir 

doz aralığında (1 nM, 5 nM, 10 nM, 25 nM, 50 nM, 100 nM) test ettik. Sonuç olarak, 

miR-3670 ve miRNA-8078'in uygulanan tüm dozlarının MCF-7 hücre hattında kayda 

değer sitotoksik aktivite sergilediğini gösterdiği belirlenmiştir. Bu sitotoksisiteye ilgili 

miRNA'ların kanser hücrelerindeki hayati genler (örneğin K-RAS, c-MYC, BCL-2) 

üzerindeki inhibitör etkilerinden kaynaklandığını düşünmekteyiz. Bu düşüncemizi 

desteleyen literatür çalışmalar mevcuttur. Nadiminty ve diğerleri (2012) miRNA let-7c 

ile replasman tedavisinin hayati genleri inhibe ederek prostat kanseri büyümesini 

engellediğini bildirmişlerdir (Nadiminty vd., 2012). Benzer sonuçları farklı 

miRNA'ların kullanıldığı diğer çalışmalarda da bildirilmiştir (Johnson vd., 2005; Chen 

vd., 2009; Slaby vd., 2009). Lee ve diğerleri (2019), miR-3670 ve miR-8078'in akciğer 

kanseri hücrelerine (NCI-H460) transfekte edilmesinden sonra bu miRNA'ların akciğer 

hücre hattında yüksek sitotoksisite ve anti-kanser aktivitesi gösterdiğini bildirmiştir. Bu 

sonuçlar çalışmamızdaki verileri desteklemektedir. Çalışmamızda bu miRNA'lar 

literatürde ilk kez sağlıklı meme dokusu hücre hattında (HME1) da test edilmiş ve her 
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iki miRNA'nın (miRNA-3670 ve miRNA-8078) 1nM dozunun MCF-7 hücre hattında 

yüksek toksisiteye, HME1'de ise düşük toksisiteye sahip olduğu bulunmuştur. 

Çalışma kapsamında yapılan total RNA analizlerinde, total RNA 

konsantrasyonları ile sitotoksisite seviyesi arasında anlamlı ve korelasyonlu bir ilişki 

olduğunu göstermiştir. Total RNA miktarının, yüksek sitotoksik dozlarda azaldığı ve 

düşük sitotoksik dozlarda ise arttırdığı belirlendi. Mapletoft ve diğerleri (2020) 

yumurtalık kanseri araştırmalarında sitotoksisite ve toplam RNA miktarı arasında güçlü 

ve doğrusal olmayan bir korelasyon bulmuşlardır (Mapletoft vd., 2020). Bu literatür 

incelemesi, çalışmamızın bulgularıyla uyumludur. Total RNA miktarındaki azalma, 

sitotoksisiteye bağlı olarak canlı hücre sayısındaki azalma ve uygulanan miRNA'ların 

hücredeki çeşitli önemli yolakları (yaşamsal yolaklar gibi) etkileyerek protein trafiğini 

bloke etmesinden kaynaklanabileceğini söyleyebiliriz. Benzer bilgiyi Guo ve diğerleri 

(2010), yaptıkları çalışma neticesinde bildirmişlerdir (Guo vd., 2010). Ek olarak, KEEG 

ve GO analizleri, çalışmamızda kullandığımız her iki miRNA'nın da protein sentezi ve 

taşınmasından sorumlu organeller ve yolaklar üzerinde negatif etkileri olduğunu 

göstermiştir. 

miRNA-3670 ve miRNA-8078'in hangi dozunun PD-L1'i transkripsiyonel olarak 

baskıladığını belirlemek amacıyla, MCF-7 ve HME1 hücre hatlarına miRNA-3670 ve 

miRNA-8078'in MTT testinde uygulanan doz aralığı (1 nM, 5 nM, 10 nM, 25 nM, 50 

nM, 100 nM) uygulandı ardından PD-L1 ekspresyonu RT-PCR analizi ile 

değerlendirildi. RT-PCR analizi sonuçları, miRNA-3670'in 1 nM, 5 nM ve 10 nM 

mimik dozajları ile miRNA-8078'in 1 nM, 5 nM ve 100 nM mimik dozajlarının MCF-7 

hücrelerinde PD-L1 gen ekspresyonunu etkili bir şekilde baskıladığını göstermiştir. Bu 

bulgular ilgili miRNA’ların meme kanser hücrelerinde PD-L1 yolağının hedefleyerek 

önemli ölçüde PD-L1 baskılanmasına yol açtığını ortaya koymuştur. Literatürdeki 

çeşitli çalışmalar farklı miRNA'ların aynı yolu kullanarak PD-L1 inhibisyonuna yol 

açtığını göstermiştir. Bu çalışmalarda ilki Hajibabaei ve diğerleri çalışma olup, bu 

çalışmada miRNA-145'i MDA-MB231, BT549 ve MCF-7 gibi meme kanseri hücre 

hatları üzerinde kullanılmış ve miRNA-145'in PD-1/PD-L1 yolu üzerinden PD-L1 

ekspresyonunu inhibe edebildiğini ve meme kanserinin ilerlemesini engellemek için 

etkili bir terapötik ajan olarak hareket edebileceğini gözlemlemişlerdir (Hajibabaei vd., 

2022). Bir diğer çalışmada ise Rasoolnezhad ve diğerleri (2021), miRNA-138-5p 
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transfeksiyonunun meme kanseri hücre hattında (MDA-MB-231) PD-1/PD-L1 yolu 

üzerinden PD-L1 ekspresyonunu inhibe ettiğini bildirmiştir. Çalışma bulgularımız da bu 

literatür verileriyle örtüşmektedir. 

İlginç bir şekilde, biyoinformatik analizlerimiz PD-L1 mRNA'sında miR-8078 

için bir bağlanma bölgesi tespit etmemiş olsa da, RT-PCR analizi miR-8078'in PD-L1'in 

gen ifadesini aşağı doğru düzenlediğini ortaya koymuştur. KEGG ve GO analizlerinin 

yanı sıra RT-PCR analiz sonuçları değerlendirildiğinde, hsa miR-8078'in PD-L1'in 

ekspresyonunda rol oynayan ana eksendeki önemli sinyal yolaklarının mRNA'sını 

engelleyerek PD-L1'in ekspresyonunu dolaylı olarak baskıladığı sonucuna varılabilir. 

Literatür, kanser hücrelerindeki çeşitli pro-onkojenik yolakların farklı kanser türlerinde 

PD-L1 ekspresyonu ile bağlantılı olduğunu vurgulamaktadır (Miao vd., 2017; Janse van 

Rensburg vd., 2018). Pekçok çalışmada, Liu ve diğerleri (2021), Yan ve diğerleri (2021) 

ve Li ve diğerlerinda (2022) olduğu gibi, PD-L1 ekspresyonuyla ilgili bu yolakları 

inhibe eden ve PD-L1 ekspresyonunu baskılayan çok sayıda miRNA tanımlamıştır. Bu 

literatür kaynakları, hsa miR-8078'in dolaylı mekanizmalar yoluyla PD-L1'i potansiyel 

olarak kısıtlayabileceği hipotezimiz için kanıt sağlamaktadır. 

RT-PCR verilerinin analizi üzerine, miR-3670 ve miR-8078'in 10 nM'yi aşan 

dozlarının MCF-7 hücrelerinde PD-L1 hedef geninin ekspresyonunda azalma yerine 

artışa yol açtığı ve doğrusal olmayan bir korelasyon gösterdiği keşfedilmiştir. Benzer 

şekilde, Shu ve diğerleri (2012) MCF-7 ve HCT-116 hücrelerinde doza bağlı hedef gen 

susturma araştırmalarında karşılaştırılabilir sonuçlar bulmuşlardır. 

Yapılan bir çalışma, miRNA'ların biyolojik etkilerinin doza bağlı olduğunu ve 

hedeflenen proteinin mRNA'sını maksimum düzeyde baskılamak için dar bir optimal 

doz penceresi gerektirdiğini bildirmiştir (Shu vd., 2012). Diğer çalışmalar, yüksek 

konsantrasyonlardaki mimik miRNA'ların gen ifadesinde spesifik olmayan 

değişikliklere neden olduğunu göstermektedir (Jin vd., 2015; Rupaimoole ve Slack, 

2017; Lai vd., 2019). Yakın zamanda yapılan bir çalışma, potansiyel hedef dışı etkiler 

nedeniyle kanser tedavisinde yüksek dozda mimik miRNA kullanımına karşı uyarıda 

bulunmuştur (Diener vd., 2022).  

Transfeksiyon ajanı ve miRNA üreticileri de ürün teknik dokümanlarında 

(https://www.polyplus-transfection.com/products/interferin/ erişim 

tarihi:23.06.2023;https://www.qiagen.com/de/resources/resourcedetail?id=3e1477ad-

https://www.polyplus-transfection.com/products/interferin/
https://www.qiagen.com/de/resources/resourcedetail?id=3e1477ad-74a2-4ee6-9c31-54b1997f2941&lang=en
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74a2-4ee6-9c31-54b1997f2941andlang=en, erişim tarihi:23.06.2023) hedef geni 

susturmak için en etkili mimik miRNA konsantrasyonunun hedef gen, hücre tipi, 

miRNA tipi ve hedef mRNA'nın yarı ömrüne bağlı olarak değiştiğini belirtmişlerdir. 

Optimum gen susturma elde etmek için, gen susturma çalışmalarında mimik miRNA 

kullanarak 1 nM ila 10 nM arasında değişen miRNA konsantrasyonlarının test edilmesi 

tavsiye edilmiştir. Böylece hedef dışı etkiler ve yanlış bağlanma (uyumsuzluk) 

sorunlarının genellikle düşük miRNA konsantrasyonlarında daha az olduğu 

bildirilmiştir. 

HME1 hücre hattında yapılan RT-PCR analizinde, miRNA-3670 ve miRNA-

8078 mimik miRNA'larının tüm dozlarının başlangıçta beklendiği gibi PD-L1 

ekspresyonunu inhibe etmek yerine artırdığı keşfedilmiştir. Bu sonuç, ilgili 

miRNA'ların sağlıklı hücrelerde PD-L1 seviyesinin düşmesini önleyerek immün 

yanıtları düzenleyebileceğini, böylece otoimmün yanıtları hafifletebileceğini ve tedavi 

sırasında sağlıklı doku hasarını azaltabileceğini düşündürmektedir. Çok sayıda çalışma, 

sağlıklı doku hücrelerindeki PD-L1'in otoimmüniteye ve ilişkili doku hasarına karşı 

koruma sağladığını belgelemiştir (Wang vd., 2016; Khunger vd., 2017; Qin vd., 2019). 

miR-3670 ve miR-8078 tarafından meme kanseri hücrelerinde PD-L1 

ekspresyonunun protein düzeyinde post-translasyonel baskılanmasını belirlemek için 

PD-L1 elisa testi yapıldı. Bu testin yapılmasının bir diğer amacı RT-PCR test 

sonuçlarını doğrulamak ve miRNA'ların transfeksiyonundan sonra sentezlenen ve 

hücreden salgılanan çözünür PD-L1 (sPD-L1) seviyesindeki değişikliği 

değerlendirmektir. Analiz sonucuna göre, MCF-7 kanser hücre hattındaki serbest PD-L1 

protein seviyelerinin, miR-3670'in 100nM dozu hariç tüm dozları ve miR-8078'in 

sadece 1nM ve 5nM dozları ile azalttığı tespit edildi. 

Literatürdeki çalışmalar incelendiğinde, kanser hastalarının sPD-L1 düzeylerinin 

sağlıklı bireylere kıyasla anlamlı derecede yüksek olduğu bildirilmiştir (Oh vd., 2021). 

Benzer şekilde, hepatoselüler karsinom, mide kanseri ve küçük hücreli olmayan akciğer 

kanseri hastalarda sPD-L1 seviyeleri yüksek bulunmuş ve yüksek sPD-L1 seviyeleri 

kötü prognozla ilişkilendirilmiştir (Zhang vd., 2015; Finkelmeier vd., 2016; Ito vd., 

2018; Mazzaschi vd., 2020).  

Gao ve diğerleri (2019), miR-873'ün PD-L1 ekspresyonunu düzenleyebileceğini 

ve meme kanseri hücrelerinde immün modülasyon sağlayabileceğini bulmuştur (Gao 

https://www.qiagen.com/de/resources/resourcedetail?id=3e1477ad-74a2-4ee6-9c31-54b1997f2941&lang=en
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vd., 2019). Önceki araştırmalar miR-138-5p'nin kolorektal kanserde (Zhao vd., 2016), 

miR-200'ün küçük hücreli dışı akciğer kanserinde (Chen vd., 2016) ve miR-15a'nın 

malign plevral mezotelyomada (Kao vd., 2017) PD-L1 protein seviyelerini azalttığını 

göstermiştir. Bu bulgular, PD-L1 protein seviyelerine ilişkin gözlemlerimizle 

uyumludur. Yukarıda bahsedilen sonuçlar, miR-3670 ve miR-8078'in PD-L1 

ekspresyonunu inhibe etmek suretiyle tümör mikroçevresini düzenleyerek meme kanseri 

hücrelerinin bağışıklık sisteminden kaçışını engelleyebileceğini göstermektedir. HME1 

hücre hattı için PD-L1 elisa testinde, miRNA-3670 ve miRNA-8078 için tüm mimik 

miRNA dozları, beklendiği gibi sPD-L1 protein seviyesinde önemli bir değişikliğe yol 

açmamıştır. 

Deneysel çalışmalarımızda sitotoksisite, RT-PCR ve PD-L1 elisa test sonuçları 

dahil olmak üzere çoklu yaklaşımları değerlendirdikten ve bulguların karşılaştırmalı bir 

analizini yaptıktan sonra, diğer ileri çalışmalarda 1 nM'lik seçici bir miR-3670 ve miR-

8078 dozunun kullanılmasının en uygun karar olduğunu belirledik. Bu dozun 

seçilmesinde temel etken, her iki miRNA için 1 nM'deki yüksek sitotoksisitesiydi ve 

MCF-7 hücrelerinde PD-L1 seviyesinde bir düşüşe neden oldu. Buna karşılık, sağlıklı 

meme dokusu hücre hattı (HME1) üzerinde ters bir etkiye sahipti, böylece hedef dışı 

etkilere ve her iki miRNA'nın uyumsuz bağlanmasına karşı koruma sağladı. Michaille 

ve diğerleri (2019), hücrede terapötik bir yanıt ortaya çıkarmak için terapötik bir 

miRNA'nın düşük doz aralığında uygulanması gerektiğini bildirmişlerdir (Michaille vd., 

2019). Özetle literatüre ve mevcut analizlerimize dayanarak 1 nM miR-3670 ve miR-

8078 dozunun bu aşamadan sonraki testlerimiz için uygulanacak optimum doz olduğu 

belirlendi. Tümör ve mikro çevresindeki hücrelerinde immün kontrol noktası olan PD-

L1 ekspresyonunun arttığı bilinmektedir. PD-L1 deki bu artışı kanser hücreleri, 

bağışıklık hücrelerinin gözetim ve sitotoksik etkisinden kaçınmada, tümör ilerlemesinde 

kullandığı bilinmektedir (Ren vd., 2020). Ko-kültür çalışmamızda, miR-3670 ve miR-

8078 uygulandıktan sonra azalmış PD-L1 ekspresyonuna sahip MCF-7 hücreleri ile 

aktive (PHA ve IL-2) edilmiş CD8+T hücreleri ko kültür yapılmasının kanser 

hücrelerinde yüksek seviyede hücresel ölüme neden olduğu belirlenmiştir. Bu hücresel 

ölüm mekanizması, miR-3670 ile miR-8078'nin meme kanseri (MCF-7) hücrelerinde 

aşırı ekspresyonu, PD-L1'i azaltması yoluyla in vitro ortak kültür sisteminde CD8+ T 

hücrelerinin aktivasyonunu arttırarak anti tümöral etkinliğini teşvik ederek 
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gerçekleşmiştir. Literatür incelendiğinde benzer mekanizmayı kullanarak anti tümöral 

etkinliğin gösterildiği çok sayıda çalışma mevcuttur (Miliotis and Slack, 2021; Lin vd., 

2021; Pathania vd., 2022; Wang vd., 2022; Du vd., 2023). 

Canlı organizmalarda, işlevsel olmayan hücrelerin (yani yaşlı veya hasarlı 

hücrelerin) ortadan kaldırılması ile yeni, sağlıklı hücrelerin üretilmesi arasında bir 

denge vardır. Bu denge homeostazın sürdürülmesinde çok önemli bir rol oynar (Wyllie, 

1980; Hu vd., 2001). Her hücrenin sınırlı bir ömrü vardır; ömrünün sonuna ulaşmış ya 

da hasar görmüş hücreler önceden belirlenmiş bir süre sonunda ölürler. Canlı 

organizmalarda hücrelerin sonlandırılmasından iki mekanizma sorumludur: apoptoz ve 

nekroz.  Apoptoz, hücrelerin genetik olarak düzenlenmiş ölümüdür (Renehan vd., 

2001). Bu organize hücre ölümü mekanizması, membran kabarcıklarının oluşumu, 

hücrenin fiziksel olarak küçülmesi, kromatin yoğunlaşması ve DNA parçalanması ile 

karakterize edilir (Saraste ve Pulkki, 2000; Renehan vd., 2001). Nekroz ise, 

programlanmamış dış faktörlerin neden olduğu hücrelerin kendiliğinden ölümüdür. 

Nekrotik hücreler fiziksel olarak şişmiş, bozulmuş veya patlamış hücre zarı ve dağılmış 

sitoplazmik organellerle karakterize edilir (Fink ve Cookson, 2005). Apoptoz ve nekroz 

arasındaki temel fark, apoptotik ölümün önceden belirlenmiş olması ve inflamasyona 

neden olmamasıdır. Sonuç olarak, tümör hücrelerinde apoptozu uyaran kanser 

tedavileri, kanser hücrelerinin ortadan kaldırılması için esastır (Carneiro ve El-Deiry, 

2020). Bu tez çalışmasıyla, miR-3670 ve hsa-miRNA-8078'in 1 nM dozajında 

uygulanmasının MCF-7 hücrelerinde hedef genleri baskılayarak hücre çoğalmasını 

güçlü bir şekilde engellediği ve sitotoksik etkiyle hücre ölümüne yol açtığı 

bulunmuştur. Bu hücre ölümünün modunu aydınlatmak için apoptoz ve nekroz 

analizleri yapılmıştır. Analizler, 1 nM dozunda miR-3670 ve miR-8078'in MCF-7 hücre 

sağkalımını azaltarak apoptozu tetiklediğini ve apoptotik hücreleri sırasıyla %25 ve 

%52 oranında artırdığını ortaya koymuştur. Nekrotik hücrelerin sayısı kontrol grubuna 

göre önemsizdi. 

Aynı miRNA'ların 1 nM dozunun HME1 apoptozunu artırmadığı ve kontrol 

grubundan belirgin bir şekilde farklı olmadığı bulunmuştur. Bu sonuçlara göre 

çalışmada kullanılan miRNA'ların apoptotik yolaklar aracılığıyla meme kanseri 

hücrelerinde apoptozu indüklediğini ve sağlıklı hücrelere zarar vermedikleri için seçici 

olarak hedeflenmiş tedavilerde potansiyel bir uygulama sunabileceğini göstermektedir. 
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Öte yandan, miRNA-3670 yüksek sitotoksisite sergilemesine rağmen, apoptotik 

indeksi miR-8078'e kıyasla daha düşüktür. Bu da miRNA 3670'in kanser hücrelerini 

ortadan kaldırmak için apoptotik yol yerine farklı yollar kullandığını düşündürmektedir. 

Literatür incelendiğinde, kanser hücrelerinde apoptoz ile aynı yolu kullanan veya 

tamamen bağımsız yollarla hücre ölümünü tetikleyen başka mekanizmaların da olduğu 

bildirilmiştir. Bu mekanizmalar arasında methuozis, nekroptoz, NETozis, pironekroz, 

piroptoz, entoz ve ferroptoz yer almaktadır (Rex vd., 2022). Çalışmalar miRNA'ların 

ölüm yollarını hedefleyebildiğini ve bir miRNA'nın bu tür birden fazla yolu 

hedefleyebildiğini göstermiştir (Su vd., 2015). Nyhan ve diğerlerinin (2016), yaptıkları 

çalışmada, miR-193b'nin özofagus kanserinde apoptozu aktive etmediği, bunun yerine 

apoptotik olmayan bir yolla otofaji ve hücre ölümünü indüklediği gösterilmiştir (Nyhan 

vd., 2016). Benzer şekilde, Xu ve diğerleri (2022) miR-15a'nın prostat kanserinde 

ferroptoz yolu ile hücre ölümünü indüklediğini bildirmiştir. Yukarıda sunulan literatür 

verileri, bu çalışmada kullandığımız miR-3670'in apoptotik ve apoptotik olmayan hücre 

ölüm mekanizmalarını kullanarak meme kanseri hücrelerini (MCF-7) öldürebildiğini 

destekler niteliktedir.  

miR-3670'in apoptotik olmayan yollarla kanser hücrelerini yok etme kapasitesi 

çok önemlidir. Çünkü literatür raporları, çeşitli faktörler nedeniyle apoptoza karşı 

kanser hücresi direncinin geliştiğini vurgulamakta, dolayısıyla bu direnci yenmek için 

inflamasyonu önleyen apoptotik olmayan hücre ölümüne yönelik yeni tekniklere ihtiyaç 

duyulmaktadır (Fulda, 2009; Chen vd., 2018; Dong vd., 2023).  

Bu açıdan bakıldığında, miR-3670'in apoptotik olmayan yollarla kanser 

hücrelerini yok etme yeteneği nedeniyle apoptoza dirençli meme kanserlerinde terapötik 

bir seçenek ve tedavi stratejisi olarak kullanılma potansiyeline sahip olduğu 

söylenebilir. Kansere bağlı ölümlerin %90'ından metastazın sorumlu olması nedeniyle, 

metastaz kanser tedavisinde önemli bir zorluk teşkil etmektedir (Labelle ve Hynes, 

2012; Ramos-Silva vd., 2017; Roshani vd., 2021). Hücre göçü ve invazyonu, metastaz 

gelişiminde iki kritik faktördür. Hücre göçü deneyi veya yara iyileşmesi deneyi, hücre 

göçünü ve metastazı in vitro olarak incelemek ve anti-metastatik molekülleri keşfetmek 

veya doğrulamak için klasik, basit, uygun maliyetli, tekrarlanabilir ve yaygın olarak 

kullanılan bir yöntemdir (Yarrow vd., 2004; Gulhati vd., 2011; Freitas vd., 2021).  
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MCF-7 meme kanseri hücrelerinde PD-L1 ekspresyonu üzerinde miR-3670 ve 

miR-8078'in aktivitesinin değerlendirilmesinin ardından, bu miRNA'ların MCF-7 ve 

HME1 hücrelerinin göçü ve invazyonu üzerindeki inhibisyon aktivitesini 

değerlendirmek için bir dizi analiz yapılmıştır.  

İlk analiz olarak biyoinformatik analiz (KEEG ve GO) gerçekleştirildi ve her iki 

miRNA'nın (miR-3670 ve miR-8078) metastazla ilgili genlerin mRNA'larına yönelik 

yüksek bir hedefleme etkinliğine sahip olduğu belirlenmiştir.  

İkinci bir analiz olarak in vitro ortamda hücre göçü analizi gerçekleştirildi. 

Hücre göçü analizimizin sonuçlarına göre, miR-3670 ve miR-8078 MCF-7 hücrelerinde 

hücre göçünü güçlü bir şekilde inhibe etmiş (sırasıyla %81.47 ve %99.9) ve anti-

metastatik etki göstermiştir. Bu anti-metastatik etkinin, miR-3670 ve miR-8078'in neden 

olduğu MCF-7 meme kanseri hücre hattındaki metastazla ilişkili gen mRNA'larının 

(MMP-1,2,9, CXCR-4, EMT, SNAIL-1, vb.) baskılanmasına atfedilebileceğini 

öneriyoruz. Çeşitli kanser hücre hatlarında farklı miRNA'ların kullanıldığı son 

araştırmalarda, miRNA'ların metastazla ilişkili genlerin mRNA'larını hedefleyerek anti-

metastatik aktivite sergilediği bulunmuştur (Asghariazar vd., 2022; Chen vd., 2022; 

Guo vd., 2022; Lin vd., 2022; Suyal vd., 2022). Bu literatür verileri çalışmamızı 

desteklemektedir. 

HME1 hücrelerinde miR-3670 ve miR-8078 hücre göçünü inhibe edemediği 

(sırasıyla %22.8 ve %6.2) tespit edilmiştir. Bu, test edilen miRNA'ların sağlıklı dokuya 

zarar verme riskinin düşük olduğunu ve kanser tedavisi için yalnızca MCF-7 hücrelerini 

hedef aldığını göstermektedir. Bu nedenle, tedavi sırasında potansiyel olarak düşük yan 

etkilere sahip olabilirler. 

Analizlerimiz sonucunda, MCF-7 meme kanseri hücrelerinde PD-L1 etkili bir 

şekilde inhibe eden miR-3670 ve miR-8078'in 1nM dozunun MCF-7 hücrelerinde kayda 

değer bir anti-metastatik etki sağladığını belirledik. Bulgularımız PD-L1'in hücre 

yapışmasını düzenleyerek hücre göçünü teşvik etmede rol oynadığını göstermiştir. 

Literatür verileri incelendiğinde, PD-L1'in onkojenik bir etkiye sahip olduğunu ve aşırı 

ekspresyonunun hücre proliferasyonu, kemorezistans ve metastazda artışa yol açtığını 

göstermiştir (Sheng vd., 2016; Tsutsumi vd., 2017). Benzer şekilde, kolorektal kanserde 

yapılan bir çalışmaya göre, PD-L1 doğrudan hücre göçü ile ilişkili olduğunu ve 

susturulması, hücre invazyonunu ve çoğalmasını engellediği bildirilmiştir (Cao vd., 
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2022). Lee ve diğerleri (2017) PD-L1'in baskılanmasıyla akciğer kanseri hücrelerinin 

(PC9 ve PC9/GR) çoğalmasında ve göçünde önemli bir inhibisyon olduğunu 

göstermiştir. Rugamba ve diğerleri (2021) PD-L1'in silibinin ile bloke edilmesinin 

küçük hücreli olmayan akciğer kanseri hücrelerinin göçünü engellediğini göstermiştir. 

Tüm bu literatür verileri çalışma sonuçlarımızla, uyumludur ve araştırma verilerimizi 

güçlü bir şekilde desteklemektedir. 

Metastatik kanser hücrelerinin sağlıklı hücrelerden farklı morfolojik özellikleri 

taşıdığı bilinmektedir (Lyons vd., 2016). EMT ve MET yolakları metastaz sürecinde 

önemli bir rol oynamaktadır. EMT yolaklarının özellikle kanser hücreleri tarafından 

metastatik özellikler kazanmak için kullanıldığı belirtilmektedir (Nelson vd., 2008). 

EMT’nin, epitelyal hücrelerin artan hareketlilik kazandığı, hücre iskeletinde 

değişikliklere uğradığı ve morfolojik olarak kübik epitelyal yapıdan uzun iğ iplik 

şeklindeki mezenkimal forma dönüştüğü bir olgudur (Nelson vd., 2008). EMT'nin, PD-

L1 ile birlikte kanser metastazında önemli bir rol oynadığı düşünülmektedir. EMT'nin 

PD-L1 aracılı immünosupresyonu mümkün kılabileceği iyi bilinmekle birlikte, bunların 

karşılıklı etkileşiminin kesin moleküler mekanizmaları büyük ölçüde bilinmemektedir 

(Burger vd., 2022).  

Meme kanseri hücrelerinde (MCF-7) ifade edilen PD-L1'i etkili bir şekilde 

inhibe eden miR-3670, miR-8078’in hücre morfolojisi ve EMT/MET yolağı ile ilişkisini 

araştırma amacıyla yaptığımız biyoinformatik analizle (KEGG ve GO) her iki 

miRNA'nın da (miR-3670, miR-8078) metastaza katkıda bulunan EMT sinyal yolağı ile 

yakın bir ilişkiye sahip olduğunu gösteren belirledik. Ayrıca, miRNA'lar aktin 

filamentleri ve mikrotübül filamentleri de dahil olmak üzere hücre iskeleti bileşenlerinin 

yanı sıra lamellipodia, psödopodyum, silyum ve filopodyum gibi hücre hareketliliğinde 

rol oynayan yapılarla önemli bir ilişki sergilemiştir. Ayrıca, bu moleküllerin metastatik 

hücre morfolojisinde rol oynayan fokal adezyon molekülleri ve hücre bağlantıları gibi 

bağlarla korelasyonu olduğu tespit edilmiştir. Bu testin ardından, olası anti-metastatik 

aktivitesini incelemek ve EMT süreciyle ilgili olası hücresel morfolojik değişikliklerini 

değerlendirmek için in vitro morfoloji analizi yapılmıştır.  

Analiz sonucunda, kullanılan miRNA'ların MCF-7 hücrelerini mezenkimal 

hücrelerin karakteristik uzun, iğ şeklindeki morfolojisinden epitelyal hücrelere benzer 

şekilde daha yuvarlak, küboidal bir morfolojiye dönüştürdüğü gözlemlenmiştir. Ayrıca, 



 

139 
 

miRNA uygulamasının ardından MCF-7 hücrelerinde lamellipodia varlığında belirgin 

bir azalma, MET dönüşümünü indüklediği tespit edilmiştir. Bu sonuç da ilgili 

miRNA'ların (1nM dozu) anti-metastatik özelliklerini göstermektedir. MCF-7 

hücrelerinin aksine, çalışmada incelenen miRNA'lara maruz kalan HME1 hücrelerinde 

herhangi bir morfolojik değişiklik gözlenmemiştir. Literatürde, bulgularımızı 

destekleyen farklı miRNA'lar (miR-200 ailesi, miR-203 ve miR-205) kullanılarak EMT 

dönüşümünün baskılanmasıyla kanser hücrelerinde epitelyal farklılaşmanın 

korunduğunu ve metastazın önlenebildiğini gösteren çok sayıda yayın bulunmaktadır 

(Brabletz ve Brabletz, 2010; Dykxhoorn, 2010; Greene ve Pisano, 2010; Xia vd., 2012; 

Feng vd., 2022). Yumurtalık seröz adenokarsinom hücre hatları (HEY A8 ve SKOV-3) 

üzerinde yapılan bir araştırmada Chen ve diğerleri (2011) ile Jabbari ve diğerleri (2014) 

miR-429’un yumurtalık kanser hücrelerini, morfolojik mezenkimal hücre özelliği olan 

uzun iğ iplik şeklinden epitelyal hücre özelliği olan küboidal şekle dönüştürdüğünü 

bildirmiştir. Benzer şekilde, çeşitli miRNA'lar aracılığıyla kanser hücrelerinin 

lamellipodia ve hücre iskeletinin hedeflenmesi ve azaltılmasıyla metastazın 

engellendiğini gösteren çalışmalar bulunmaktadır (Nair vd., 2012; Bockhorn vd., 2013; 

Tanaka vd., 2017). Bu sonuçlar bulgularımızı güçlü bir şekilde desteklemektedir. 

Analizlerimiz sonucunda ayrıca PD-L1 inhibisyonunun EMT oluşumunu engellediğini 

söyleyebiliriz. Burger ve diğerleri (2022) tarafından yapılan bir matematiksel 

modelleme çalışmasında da PD-L1 ifadesinin inhibisyonu EMT oluşumunu potansiyel 

olarak engelleyebileceği bildirmişlerdir. Ayrıca, Muralidharan ve diğerleri (2022) 

tarafından yapılan biyoinformatik çalışmada PD-L1 ile EMT programı arasında güçlü 

bir pozitif korelasyon olduğunu ortaya koymuşlardır (Muralidharan vd., 2022). 

Yukarıda sunulan literatür verileri çalışmamızın verilerini desteklemektedir.  

miR-3670 ve miR-8078'in MCF-7 hücreleri üzerindeki potansiyel anti-

metastatik etkisini araştırmak için, metastaz ve hücresel hareketlilikle bağlantılı bir 

faktör olan çözünür e-kaderin analizi yapıldı. Bulgularımız, miR-3670 ve miR-8078’in 

1 nM dozunun MCF-7 hücrelerinde serbest e-kaderin antijen seviyelerini önemli ölçüde 

(p≤0.05 ) azalttığını göstermektedir.  

E-kaderin membrana bağlı bir adezyon glikoproteinidir. Metastazda e-kaderin ile 

ilgili genel kanı, e-kaderin eksikliğinin kanser hücrelerinde invazyon ve metastazı 

kolaylaştırdığı yönündedir (Maguire vd., 1997). Buna karşın, farklı kanser türlerinde 
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yapılan bir dizi çalışma, yüksek e-kaderin seviyelerine sahip kanser hücrelerinin tam 

EMT geçirmeden göç ve metastaz yapabildiğini ortaya koymuştur (Bukholm vd., 2000; 

Lou vd., 2008; Yang ve Weinberg, 2008; Querzoli vd., 2010; Hollestelle vd., 2013; 

Şhamir vd., 2014). Özellikle yumurtalık kanseri, glioblastoma ve prostat kanseri gibi 

farklı invaziv ve metastatik kanserli hastalarda yüksek düzeyde e-kaderin ekspresyonu 

bulunmuştur. Sonuç olarak, e-kaderinin tümör ilerlemesini engellemek yerine belirli 

kanser türlerinde metastazı teşvik ettiği gösterilmiştir (Reddy vd., 2005; Lewis-Tuffin 

vd., 2010; Putzke vd., 2011; David ve Rajasekaran, 2012). Park ve diğerleri (2017) 

mide kanseri hücre hattı (AGS) üzerinde yaptıkları araştırmada, kanser hücre 

proliferasyonunun teşvik edilmesinin e-kaderin ekspresyonu ile indüklendiğini 

göstermiştir (Park vd., 2017). Alsaleem ve diğerleri (2019), e-kaderin kaybının invaziv 

duktal karsinomda metastazı teşvik etmediğini bildirmişlerdir. E-kaderin kaybının 

büyük olasılıkla karsinogenez sırasında ortaya çıkan genomik instabilitenin bir sonucu 

olduğunu öne sürmüşlerdir. Çalışmalar, e-kaderinin toplu hücre göçü davranışlarını 

teşvik ederek meme tümör hücrelerinin metastazını kolaylaştırdığını göstermiştir. 

Ayrıca, bu tümör hücreleri kanda yapışık kümeler (kolektif) halinde dolaştıklarında, tek 

tek tümör hücrelerine kıyasla daha yüksek metastatik yetenekler sergilerler (Cheung vd., 

2013; Cheung vd., 2016). Çeşitli çalışmalar e-kaderinin hücre sağkalımını teşvik ederek 

metastazı kolaylaştırdığını bildirmiştir (Shamir vd., 2014; Cai vd., 2014; Padmanaban 

vd., 2019; Na vd., 2020). Kanser metastaz sürecinin dört temel aşamasında (yapışma, 

ayrılma, göç ve invazyon), hücre yüzeyindeki e-kaderin aktivitesinin metastazı farklı 

şekilde düzenlediği öne sürülmüştür (Na vd., 2020). Venhuizen ve diğerleri (2020) 

çözünür e-kaderin üzerine bir çalışma yürütmüş ve tümörü teşvik edici etkilerini rapor 

etmiştir. Çalışmada, çözünür e-kaderinin çeşitli kanser türlerinde yüksek bir 

ekspresyona sahip olduğu bulunmuştur (Venhuizen vd., 2020). Ayrıca Venhuizen ve 

diğerleri (2020), e-kaderinin kanser metastazı ile ilgili karşıt işlevlerinin hücrelerde 

bulunduğu forma bağlı olduğunu bildirmiştir. Hücre zarında bulunan çözünmez e-

kaderin formu (E-cad) hücre metastazını inhibe ederken, membrana bağlı formun 

proteolitik bölünmesiyle üretilen çözünür hücre dışı sE-kaderin formu, çeşitli onkojenik 

fonksiyonel özellikler yoluyla metastazı teşvik eder (Venhuizen vd., 2020). Yapılan 

çalışmalarda sE-kaderinin, insan meme tümör hücrelerinin adeziv fonksiyonlarını inhibe 

ederek yüzey bağlantılarını bozabildiği gösterilmiştir (Wheelock vd., 1987; Noë vd., 
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2001; Symowicz vd., 2007). Sunulan literatür bilgileri de, çalışma bulgularımız olan 

miR-3670 ve miR-8078'in meme kanseri (MCF-7) hücreleri tarafından serbest e-kaderin 

salgılanmasını azaltmaları yoluyla anti-metastatik aktivitelerinin olduğunu 

desteklemektedir. 

Yukarıda sunduğumuz literatür verilerine dayanarak metastazın intravazasyon 

(yapışma, ayrılma) safhasında bağlı e-kaderin artışı metastazı önlerken ekstravazasyon 

(göç ve istila) aşamasında çözünür e-kaderin azalışı metastazı baskıladığını söylemek 

mümkündür. Özellikle ekstravazasyon (göç ve istila) aşamasında uyguladığımız 

miRNA’lar ile hücrelerdeki çözünür e-kaderin azalışı kanda dolaşan tümör hücrelerinin 

uzak dokulara ulaştığında dokuya tutunamamasına böylece hücrede proliferasyon ve 

çoğalma sinyalleri oluşmamasına, morfogenetik hareketlerin inhibisyonuna yoluyla 

metastatik kolonizasyonunu engelleyebileceğini kanısındayız.  

Araştırmamızda, PD-L1 ekspresyonunu inhibe eden miR-3670 ve miR-8078’in 

(1 nM) MCF-7 hücrelerinde serbest e-kaderin seviyesini aşağı doğru düzenlemesi bu iki 

faktör arasında bir korelasyon olduğunu göstermiştir. Suda ve diğerleri da (2017) 

yaptıkları çalışmada akciğer kanserinde shRNA ile tedaviden sonra e-kaderin ve PD-L1 

ifadesi arasında bir korelasyon bulmuş ve her ikisinde de bir düşüş gözlemlemiştir. Bu 

veri, çalışmamızın sonuçları için sağlam bir destek sağlamaktadır. 

miR-3670 ve miR-8078'in, 1 nM dozunda, HME1 hücrelerinde serbest e-kaderin 

antijen seviyesini azalttığı gözlemlenmiştir. Bu sonuç, her iki miRNA'nın da mikro 

çevredeki serbest e-kaderin antijeni miktarını baskılayarak yani, kanserli hücrelerini 

çevreleyen sağlıklı doku hücrelerinde (HME1) serbest e-kaderin ifadesini ve salınımını 

sınırlayarak tümör hücresi metastazının dolaylı olarak engellenmesine katkıda 

bulunduğunu göstermektedir. Tümörlerde önemli bir anjiyojenik faktör olan VEGF, 

meme karsinogenezinde (tümör gelişimi, ilerlemesi ve metastaz) kritik bir rol 

oynamaktadır (Liu vd., 2011).  

Bu çalışmada, miR-3670 ve miR-8078'in anjiyogenez ve metastaz inhibisyonu 

ile ilgili potansiyel hedeflerini belirlemek için yapılan biyoinformatik araştırmada 

(KEEG ve GO) ilgili miRNA’ların VEGF-A ve VEGF-A ekspresyonu ile ilişkili çoklu 

onkojenik yolakları (p38/MAPK, RAS/RAF/MEK/ERK ve PI3K/AKT), hipoksiyle 

indüklenebilir faktör-1 (HIF-1) hedef alma potansiyeline sahip olduğunu ortaya 

koymuştur. Bu sonucu in vitro olarak doğrulamak için MCF-7 ve HME1 hücre 
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hatlarında yapılan analiz sonucunda, miR-3670 ve miR-8078'in (1 nM) MCF-7 ve 

HME1 hücrelerinde serbest VEGF-A seviyelerinde düşüşe neden olduğunu tespit 

edilmiştir.  

Biyoinformatik ve VEGF-A analizlerinin sonuçları birlikte değerlendirildiğinde, 

miR-3670 ve miR-8078'in HIF-1a'yı hedef alarak meme kanseri hücrelerinde serbest 

VEGF-A seviyesini düşürdüğü sonucuna varılmıştır. Literatürdeki çok sayıda çalışma, 

hedef olarak HIF-1a'ya özellikle vurgu yaparak, çeşitli miRNA'ların kullanılmasıyla 

serbest VEGF-A seviyelerinin azaltıldığını göstermektedir (Zou vd., 2012; Krutilina 

vd., 2014; Ma vd., 2017; Sancho-Garnier ve Colonna, 2019; Tang vd., 2021; Laitinen 

vd., 2022). Çalışmalar VEGF-A'nın p38/MAPK, RAS/RAF/MEK/ERK ve PI3K/AKT 

yolaklarını aktive ederek proliferasyon ve metastazı indüklediğini göstermiştir (Liu vd., 

2022).  

Literatür ve çalışma bulgularımız gözden geçirildiğinde, miR-3670 ve miR-

8078'in VEGF-A seviyelerini azaltarak ve VEGF-A tarafından aktive edilen çeşitli 

onkojenik yolakları engelleyerek çok çeşitli anti-proliferatif ve anti-metastatik etkilere 

sahip olduğu sonucuna varılabilir. Benzer sonuçlar Ellis ve Hicklin (2008) ve Barba ve 

diğerleri (2021) tarafından da bildirilmiştir (Ellis ve Hicklin, 2008; Barba ve diğerleri, 

2021). VEGF sinyal yolağının tümör bağışıklığının baskılanması üzerinde önemli bir 

etkisi olduğu bilinmektedir (Kim ve Chen, 2016; Geindreau vd., 2021). Araştırmamız, 

1nM dozunda miR-3670 ve miR-8078 kullanımının kanser immünoterapisi için güçlü 

bir monoterapötik potansiyele sahip olduğunu göstermiştir. Bunun nedeni, hem çözünür 

PD-L1 hem de çözünür VEGF-A seviyelerini düşürme kabiliyetidir. Mevcut kanıtlar, 

anti-PD-L1 tedavilerinin VEGF-A yolağı inhibisyonu yoluyla daha etkili hale 

getirilebileceğini göstermektedir (Reck vd., 2019; Finn vd., 2020; Zhao vd., 2021; 

Ishikura vd., 2022). Tada ve diğerleri, in vitro çalışmalarında VEGF'nin inhibisyonunun 

bağışıklık tepkilerini artırdığını bulmuşlardır (Tada vd., 2018). Çalışma bulgularımız ve 

destekleyici literatür verileri bu sonucu pekiştirmektedir. 

Tubulointerstisyel nefrit antijen benzeri-1 (TINAGL-1) bir hücre dışı matris 

(ECM) proteini olarak kabul edilmiştir. TINAGL-1, hücre adezyonuna katılımı 

nedeniyle hücre proliferasyonu, göçü ve farklılaşmasının modülasyonunda temel bir 

oyuncudur (Sun vd., 2019). TINAGL-1 hem yapısal matris proteinleri hem de hücre 

yüzeyi reseptörleri ile etkileşime girerek integrin aracılı hücre yapışmasını teşvik eder 
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(Li vd., 2007; Igarashi vd., 2009). TINAGL-1'in fizyolojik rolleri ve ifadesinin 

düzenlenmesi yeterince aydınlatılamamıştır (Igarashi vd., 2009). Ayrıca, TINAGL-1'in 

tümör mikro çevresindeki işlevi büyük ölçüde bilinmemektedir (Musetti ve Huang, 

2021).  

Bu tez çalışması kapsamında, TINAGL-1 elisa analizini kullanarak miR-3670 ve 

miR-8078'in (1nM) meme kanseri hücre hatlarında serbest TINAGL-1 üzerindeki 

etkinliği araştırılmıştır. Sonuç olarak, ilgili miRNA’ların MCF-7 ve HME1 hücre 

hatlarında serbest TINAGL-1 antijen seviyesini azalttığı belirlenmiştir.  

Çalışmamızda, MCF-7 hücrelerinde yüksek düzeyde TINAGL-1 üretildiği tespit 

edilmiştir. Literatür incelendiğinde, çok sayıda çalışmada TINAGL-1'in metastatik 

kanserlerde sıklıkla aşırı eksprese edildiğini, VEGF ve matris metalopeptidazların 

ekspresyonunu artırarak kanser hücrelerinin çoğalmasını ve metastazı teşvik ettiğini 

bildirmiştir (Brown vd., 2010; Sun vd., 2019; Shan vd., 2021; Sato vd., 2022). Zhou ve 

diğerleri (2023), akciğer kanserli hastaların kan dolaşımında TINAGL-1'in azalması ile 

sağkalım süreleri arasında bir korelasyon bulmuştur (Zhou vd., 2023) ve bu literatür 

verileri çalışma bulgularımızı desteklemektedir. Fakat literatüre bakıldığında TINAGL-

1'in kanserde çok yönlü bir rol oynadığı ve bazı çalışmalarda yüksek TINAGL-1 

ekspresyonunun hem üçlü negatif meme kanseri hem de belirli meme kanseri hücre 

tiplerinin metastazını ve büyümesini azalttığını öne sürmektedir (Durai vd., 2006; 

Igarashi vd., 2009; Kang, 2014; Shen vd., 2019; Yang vd., 2020; Musetti ve Huang, 

2021; Kato vd., 2022). Literatürde bulunan bu çelişkili sonuçlar ve tutarsızlıklar, kanser 

türlerindeki farklılıklardan, kanser hücresi alt türlerindeki farklılıklardan kaynaklanıyor 

olabilir. Ayrıca TINAGL-1 seviyeleri ile tümör mikro çevresi, PD-L1 ve diğer immün 

kontrol noktaları arasında doğrudan veya dolaylı bir korelasyon olup olmadığı 

belirsizliğini korumaktadır. Çalışmamızın bulguları, PD-L1 ekspresyonunu inhibe eden 

miR-3670 ve miR-8078'in (1nM) MCF-7 hücrelerindeki TINAGL-1 seviyelerinde bir 

azalmaya yol açtığını göstermektedir. Bu sonuca dayanarak PD-L1 ve TINAGL-1 

arasında bir korelasyon olduğu kanısını taşımaktayız. Sonuç olarak TINAGL-1'in 

kanserdeki rolünün daha kapsamlı bir şekilde araştırılması ve tam olarak 

tanımlanmasının acilen gerekli olduğunu literatür verileri ortaya koymaktadır. 

Koloni oluşumu analizi, tek bir kanser hücresinin tümör oluşturma kapasite 

ölçen bir testidir (Franken vd., 2006; Brix vd., 2021). Koloni analizi, hücrenin "sınırsız" 
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bölünme yeteneğini ölçer. Bu test, farklı terapötik ajanların ve klinik uygulamaların 

ankraja bağlı büyüme, çoğalma, sitotoksisite veya genotoksisite üzerindeki etkilerini 

ölçmek için kanser çalışmalarında sıklıkla kullanılmaktadır (Ayoub vd., 2021; Brix vd., 

2021). 

Çalışma kapsamında miR-3670 ve miR-8078'in meme kanseri hücrelerinin 

ankraj bağımlı büyümesi üzerindeki etkisini değerlendirmek için koloni analizi 

gerçekleştirilmiştir. Analiz, MCF-7 hücrelerinin miR-3670 ve miR-8078 (1 nM) mimik 

miRNA'lara maruz kaldıklarında önemli ölçüde daha az sayıda koloni ürettiğini 

(sırasıyla %17.7 ve %78.2) belirlenmiştir. Lee ve diğerleri (2019), miR-3670 ve miR-

8078 ile transfekte edilen akciğer kanseri hücrelerinde (NCI-H460) bu miRNA'ların 

koloni oluşturma kabiliyetini araştırmış ve her iki miRNA’nın da koloni oluşumunu 

yüksek oranda baskıladığını ortaya koymuştur. Bu bulgular kendi çalışma 

sonuçlarımızla uyumludur.  

Literatürdeki çok sayıda çalışma, çeşitli miRNA'ların hücre büyümesi ve 

bölünmesi ile ilgili sinyal yollarını hedef alarak meme kanseri hücrelerinde 

kolonizasyonu engellediğini göstermektedir (Iorio vd., 2009; Li vd., 2014; Luo vd., 

2014; Chen vd., 2023; Mani vd., 2023; Yao vd., 2023). Bu çalışmanın biyoinformatik 

analizleri, miR-3670 ve miR-8078'in hücre büyümesi ve bölünmesiyle ilgili spesifik 

genleri ve sinyal yolaklarını hedeflediğini ortaya koymaktadır. Literatür ve koloni 

oluşum analizi göz önünde bulundurulduğunda, miR-3670 ve miR-8078'in hücre 

büyümesi ve bölünmesi için önemli genleri ve sinyal yolaklarını hedef alarak MCF-7 

hücrelerinin çoğalmasını uzun bir süre boyunca etkili bir şekilde engellediği sonucuna 

varılabilir. 

Meme kanseri yüksek proliferasyon oranı ile karakterize edilir. Kanıtlar, PD-

L1'in ifade düzeyi ile meme kanseri hücrelerindeki hücre çoğalması arasında yakın bir 

ilişki olduğunu göstermektedir (Ghebeh vd., 2007). Bu tez kapsamında, MCF-7 hücre 

hattında PD-L1'in miR-3670 ve miR-8078 ile baskılanmasının koloni oluşumunu 

engellediği tespit edilmiştir. Bu inhibisyonun PD-L1 üretimindeki kilit sinyal 

yolaklarını (Akt, Erk, Ras/MAPK) inhibe ederek hem hücre proliferasyonunu hem de 

kolonizasyonunu engellemiş olacağı kanısındayız.  

Mevcut literatür incelendiğinde, Alkaabi ve diğerleri (2023) bir meme kanseri 

hücre hattında (MDA-MB-231) PD-L1'in inhibe edilmesinin kolonizasyon kabiliyetinde 
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azalmaya yol açtığını bulmuştur. Bu, siRNA veya CRISPR/Cas9 kullanılarak PD-L1'in 

susturulması üzerine TNBC MDA-MB-231 hücre hattında hücre büyümesi ve koloni 

oluşumunda bir azalma gözlemleyen Chen ve diğerleri (2021) tarafından elde edilen 

benzer sonuçlarla ilişkilidir (Chen vd., 2021). Ayrıca, birçok çalışma PD-L1 

inhibisyonunun çeşitli kanser hücre hatlarında kolonizasyonu azalttığını bildirmiştir 

(Clark vd., 2016; Chen vd., 2017; Yu vd., 2020; Lotfinejad vd., 2021; Geum vd., 2022; 

Padmanabhan vd., 2022; Ma vd., 2022). 

Sferoidler, düz bir yüzeye yapışmayı engelleyen bir ortamda hücrelerin bir araya 

gelmesiyle oluşan kümeler olarak tanımlanmaktadır (Kitel vd., 2013; Sant ve Johnston, 

2017). Günümüzde, 3D tümör sferoidleri ilaç etkinliğini değerlendirmek ve yeni 

antitümör bileşikleri geliştirmek için yaygın olarak kullanılmaktadır (Nath ve Devi, 

2016; Yeonhwa and Seo, 2016; Zanoni vd., 2019; Pinto vd., 2020). Benzer şekilde, 

sferoidler invazyon, metastaz ile ilgili mekanizmaları incelemek ve metastazı 

hedefleyen terapötik ajanların etkinliğini preklinik olarak değerlendirmek için seçilir. 

Sonuç olarak, immüno-onkolojik araştırmalarda tümörlerin yapısını ve hücresel 

konfigürasyonunu taklit eden 3D modellerin kullanılması esastır (Boucherit vd., 2020). 

Bu tezde immün kontrol noktası inhibitörleri olarak kullanmayı amaçladığımız 

miR-3670 ve miR-8078'in MCF-7 hücre hattında 3D sferoid oluşumunu %90 oranında 

engellediğini tespit ettik. Biyoinformatik analizlerimiz bizi her iki miRNA'nın da hücre 

döngüsü, hücre bölünmesi, büyüme, gelişme ve yüzeylerde bulunan bağlanma unsurları 

(örneğin e-kaderin, aktin filamentleri ve boşluk bağlantıları) ile ilgili yolakları 

etkilemeyi amaçladığı bulgusuna götürdü. Bu sonuçlarla 3D sferoid analizi birlikte 

değerlendirildiğinde, miR-3670 ve miR-8078'in hücre bölünmesi, büyüme ve gelişimin 

yanı sıra yüzey bağlantılarının sinyal yollarını inhibe ettiğini ve böylece meme kanseri 

hücrelerinde 3D sferoid oluşumunu engellediğini söylemek mümkündür. Mevcut 

literatür incelendiğinde, Han ve diğerlerinin (2020) miR-34a'nın meme kanseri hücre 

hatlarına transfekte edildikten sonra hücre döngüsüne bağlı E2F1 ve E2F3 sinyal 

yolaklarını inhibe ederek 3D sferoid oluşumunu engelleyebileceğini keşfettiği 

görülmüştür. Buna paralel olarak, Cagle ve diğerleri (2019) miR-214'ün prostat kanseri 

hücrelerine transfeksiyonunun, hücre göçü ve metastazında rol oynayan protein tirozin 

kinaz 6'yı (PTK6) hedefleyerek 3D sferoid gelişimini önleyebileceğini bulmuştur. 

Benzer sonuçlar rapor edilmiştir (Chaudhary vd., 2017; Liao vd., 2017; Xu vd., 2019; 
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Egea vd., 2021). Bulgularımızı immünoloji çerçevesinde değerlendirdiğimizde miR-

3670 ve miR-8078’in PD-L1/PD-1 sinyal yolunu düzenleyerek, sitotoksik CD8 T 

hücrelerinin tümör mikro ortamına kolayca sızmasını teşvik edeceğini bu şekilde de 

umut vadeden yeni bir immonoterapötik ajan olacağını söylemek mümkündür. Acúrcio 

ve diğerleri (2022), insan katı tümörlerinde yaptıkları çalışmada PD-L1 inhibisyonu ile 

T lenfositlerin üç boyutlu katı tümör modellerine sızdığını ve sitotoksik T lenfositlerin 

in vivo olarak tümör mikro ortamına alınmasını sağlayarak sferoidin küçüldüğünü 

bildirmişlerdir (Acúrcio vd., 2022). Bu literatür bilgisi söylemimizi desteklemektedir. 

HME1 hücre hattının hem kontrol hem de miRNA (miR-3670 ve miR-8078) uygulanan 

gruplarında 3D sferoid yapı gözlenmemiştir. Önceki çalışmalar doku mikroçevresinin 

sağlıklı homeostatik koşullarda tümörlere karşı baskılayıcı olduğunu bildirdiğinden, bu 

beklenen bir neticedir. Sonuç olarak, gelişen metastatik tümörlerin doku 

mikroçevresinin sağlıklı dokulara kıyasla önemli ölçüde değiştiği ve böylece 3D 

sferoidlerin oluşumunu desteklediği sonucuna varılabilir (Bhowmick ve Moses, 2005; 

Egeblad vd., 2010; Bissell ve Hines., 2011; Lu vd., 2012; Bloch ve Harel, 2016; Martin 

vd., 2016). 

Kanser sferoidlerinin, hücre morfogenezi nedeniyle boyut ve şekillerinde önemli 

değişiklikler sergilediği ve bunun sonucunda anti-kanser ilaçlarına karşı dirençle 

sonuçlandığı iyi bilinen bir gerçektir (Lovitt vd., 2014). Bununla birlikte, sferoidlerin 

boyut ve şeklinin ilaç direncini nasıl etkilediği hala belirsizdir. Ayrıca, sferoid şeklinin 

EMT ve metastaz üzerindeki etkisine ilişkin mevcut veriler net değildir (Gunay vd., 

2020).  

3D sferoid analizi çalışmamızda, miR-3670 ve miR-8078 uygulanan MCF-7 

hücrelerinde tipik elipsoid şekilli 3D sferoidlerin dışında amorf sferoidlerin geliştiğini 

tespit ettik. Bu amorf sferoidlerin %13'ü miR-3670 uygulanan grupta, %22'si ise miR-

8078 uygulanan grupta oluşmuştur. Biyoinformatik analizimizin ardından, her iki 

miRNA'nın da hücre yapısı ve iskelet sistemlerinin yanı sıra hücre morfogenezi ve yapı 

molekülleriyle ilgili yolakları hedef aldığını belirledik. Bu sonuçlar birlikte 

değerlendirildiğinde, miR-3670 ve miR-8078'in bu yolakları inhibe ederek amorf 3D 

sferoid oluşumuna katkıda bulunduğu sonucuna varılmıştır. Sefidgar ve diğerleri 

(2014), tümör şekli ve boyutunun tümöre ilaç penetrasyonunu önemli ölçüde 

etkilediğini bildirmiştir. Spesifik olarak, iğ şeklindeki prolate elipsoid tümörler, diğer 
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tümör şekillerine kıyasla tümör merkezine daha fazla miktarda kemoterapötik ilaç 

taşımaktadır (Sefidgar vd., 2014). Thakuri ve diğerleri (2019) da benzer bulgular 

bildiren bir çalışma yürütmüştür (Thakuri vd., 2019). Choi ve diğerleri (2016) 

yumurtalık kanserini araştırmış ve siRNA yoluyla e-kaderin ifadesinin geçici olarak 

susturulmasının metastazı engellediğini ve tümör yapılarını bozduğunu bulmuştur (Choi 

vd., 2016). 

Elipsoidal şekilli 3D sferoidler hücresel katmanlardan oluşur. Bu katmanlı 

yapının bir sonucu olarak, sferoidin dış kısmı besin ve oksijenin merkeze doğru 

taşınması için sınırlı difüzyon sunar. Warburg etkisinin varlığı hipoksik bir çevre 

oluşturarak HIF-1a'yı uyarır ve tümör mikroçevresinde anjiyogenezi başlatır. Bu süreç 

metastaz için çok önemlidir (Longati vd., 2013; Zhang vd., 2018; Protopsaltis vd., 2019; 

Aung vd., 2020; Kashyap vd., 2020). Bu literatür bilgisi göz önünde 

bulundurulduğunda, çeşitli teknikler kullanılarak sferoidlerin şeklinin değiştirilmesinin 

bir tedavi stratejisi olarak hizmet edebileceği öne sürülebilir. Bu çalışmada olduğu gibi, 

miR-3670 ve miR-8078'in 3D sferoidlerin normal sferoid şeklini kaybetmesine neden 

olması, tümör mikroçevresini manipüle ederek (hipoksik ortamı ve HIF-1a'yı inhibe 

ederek) kanser tedavisine katkıda bulunabileceklerini göstermektedir. 

3D sferoid analizi çalışmamızda, oluşan sferoidlerin boyutunu değerlendirdik. 

Yapılan analiz sonucunda MCF-7 hücrelerine miR-3670 ve miR-8078 transfeksiyonu 

yapıldığında, oluşan 3D sferoidlerin boyutunun 100 µm'nin altında kaldığı belirlendi. 

Araştırmamızda, kontrol grubunda önemli miktarda sferoid oluşmasına rağmen, mikro 

çevresel dengenin bozulmasına rağmen (besin ve oksijen eksikliği, artık ürünlerin 

birikmesi nedeniyle) gelişen sferoidlerin çoğunun ısrarla genişlediği ve çapının 100 

µm'yi aştığı kaydedilmiştir.  

miR-3670 ve miR-8078 uygulanan gruplarda büyüme için elverişli bir tümör 

mikro ortamına rağmen, sferoidlerin sayısının ve çaplarının azaldığı ve çoğunun 100 

µm altında olduğu gözlenmiştir. Bu durum, miRNA'ların uygun bir ortamda bile sinyal 

yolları aracılığıyla 3D sferoidlerin çoğalmasını ve farklılaşmasını belirgin şekilde 

engellediğini göstermektedir. Bu argümanı biyoinformatik analiz çalışmalarımızda da 

tespit ettik ve her iki miRNA'nın da hücre büyümesi ve bölünmesi sinyal yollarını 

kapsamlı bir şekilde hedeflediğini bulduk. 



 

148 
 

Literatür verileri bu çerçevede incelendiğinde Rezaei ve diğerleri (2021), 

miRNA-124'ün kolorektal kanser hücreleri üzerinde kullanılmasının tümör boyutunda 

önemli bir azalmaya neden olduğunu bulmuşlardır (Rezaei ve ark, 2021). Ji ve diğerleri 

(2016), miR-133a'nın hücre büyüme ve bölünme yolaklarını doğrudan düzenlediğini, 

hücre proliferasyonunu baskıladığını ve meme kanserinde tümör boyutunu azalttığını 

bildirmiştir (Ji vd., 2016). Song ve diğerleri (2015), miR-107'nin renal hücreli 

karsinomda tümör baskılayıcı bir gen olarak işlev gördüğünü, hücresel proliferasyonu 

ve metastazı engellediğini ve tümör boyutunu azalttığını göstermiştir. Chen ve diğerleri 

(2010), gastrointestinal kanser üzerine yaptıkları araştırmada, miR-148a ve miR-152 

ekspresyonu azalmış hastalarda daha büyük tümörler görüldüğünü keşfetmiştir.  

Yazarlar buna dayanarak, miR-148a ve miR-152'nin mide kanserinde tümör 

baskılayıcı olarak işlev görebileceğini öne sürmüş ve proliferasyon ve invazyonu 

engelleyerek kanser ilerlemesini kısıtlamadaki rollerini tanımlamışlardır. Shinde ve 

diğerleri (2023) miR-155 uygulanan meme kanseri tümör boyutunda bir azalma 

olduğunu göstermiştir (Shinde vd., 2023). Çalışmamızın sonuçları, yukarıda özetlenen 

literatür verileriyle büyük ölçüde desteklenmektedir. Anjiyogenez, kanserin 

ilerlemesinde çok önemli bir faktördür. VEGF, tümör gelişimi sırasında gerçekleşen 

temel bir bileşen olan anjiyogenezin en etkili aracıdır (Cayé-Thomasen vd., 2005). Bu 

çalışmada, 3D kültürde oluşturulan sferoidlerin boyutu ile anjiyogenez arasındaki 

korelasyonu inceledi. Analizlerimiz, kontrol grubunun 2 mm'lik anjiyojenik sınırı aşan 

önemli sayıda 3D sferoide sahip olduğunu, miR-3670 ve miR-8078 uygulanan MCF-7 

hücreleri tarafından oluşturulan ve nispeten az sayıda 3D sferoidin eşiği aştığını ortaya 

koydu. Bu sonuç sferoid boyut analiz sonucu ile birlikte ele alındığında, sferoid 

çapındaki artış ile anjiyogenez sınırını aşan sferoid sayısı arasında doğrudan bir ilişki 

olduğu tespit edilmiştir. Bulgularımız literatürdeki çok sayıda mevcut çalışmayla 

tutarlıdır (Li vd., 2017; Rodríguez-Hernández vd., 2020; Cheng vd., 2021). 

Tümör boyutunun çap kullanılarak ölçülmesi radyolojide yaygın olarak 

kullanılan ve pratik bir yöntemdir. Bununla birlikte, bu yöntemin elipsoid hacme 

uymayan düzensiz tümörleri tespit etmede önemli bir dezavantajı vardır. Tümör hacmi 

prognozla güçlü bir şekilde ilişkilidir (Mezei vd., 2021). Bu nedenle, tümörlerin üç 

boyutlu (3D) hacim ölçümü, onkolojide önemli bir klinik potansiyele sahip olması 



 

149 
 

açısından hayati önem taşımaktadır (Lee vd., 2010). Tümör hacminin ölçülmesi, 

tedavinin başarısını değerlendirmek için de etkili olabilir (Singh vd., 2008).  

Araştırmamız sırasında, miR-3670 ve miR-8078'in meme kanseri hücreleri 

tarafından oluşturulan 3D sferoidlerin hacimsel dağılımını nasıl etkilediğine dair bir 

değerlendirme yaptık. Analizimiz, her iki miRNA'nın da meme kanseri (MCF-7) 

hücreleri tarafından oluşturulan 3D sferoidlerin hacimini 1 mm3'ün altına sınırladığını 

gösterdi. Bu bulgular, her iki miRNA'nın da 3D sferoidlerin büyümesini ve oluşumunu 

düzenleyen sinyal yollarını engelleme ve sonuçta boyutlarını azaltma yeteneğine sahip 

olduğunu göstermektedir. Biyoinformatik analizlerimizde bu ifadenin doğru olduğunu 

gördük ve her iki miRNA'nın da hücresel büyüme ve bölünmeyi hedefleyen sinyal 

yollarını kullandığını tespit ettik. Lang ve diğerleri (2022), meme kanseri üzerine 

yaptıkları araştırmada, miR-4731-5p uygulamasının tümör hücrelerinin ilerlemesine ve 

bölünmesine neden olan PAICS güdümlü FAK yolağını engelleyerek tümör hacmini 

azalttığını bildirmişlerdir (Lang vd., 2022). Benzer şekilde, Shi ve diğerleri (2011) miR-

301 uygulamasının meme kanseri tümörlerinin büyümesini engellediğini ve hacimde 

azalmaya yol açtığını bildirmiştir (Shi vd., 2011). Guo ve diğerleri (2013) meme 

kanserinde miR-510 ekspresyonunun artmasının hücre büyümesini ve bölünmesini 

teşvik ettiğini ve sonuçta tümör hacminde bir artışa neden olduğunu bulmuştur. Bu 

çalışmalar ışığında, literatür kendi bulgularımızla uyumludur ve çalışmamızdaki verileri 

güçlü bir şekilde desteklemektedir. 

 

Sonuç olarak tez kapsamında elde edilen tüm bulgular değerlendirildiğinde; 

✓ Biyoinformatik analizimiz sonucunda miR-3670'in PD-L1 mRNA'nın iki farklı 

bölgesine yüksek bağlanma skorlarıyla (82.15 ve 87.35) bağlandığı ve meme 

kanserinde PD-L1 ekspresyonunu etkili bir şekilde baskılayabildiği tespit 

edilirken, miR-8078 ile PD-L1 mRNA arasında doğrudan bağlanma bölgesi 

tespit edilmemiştir. 

✓ İkinci biyoinformatik analiz olan GO analizi sonucunda miR-3670 ve miR-

8078'in meme kanseri progresyonu için çok önemli olan çeşitli biyolojik 

süreçlerde (metastaz, proliferasyon, hücresel göç ve farklılaşma gibi) önemli 

olan integrinler, selektinler ve kaderinler gibi hücre bağlayıcı moleküllerin ve 

ayrıca PD-L1 ligandlarının sentezinde rol alan temel düzenleyici sinyal yolakları 
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ile doğrudan ilişkili olduğu ve süreçler üzerinde potansiyel aktiviteye sahip 

olduğu belirlenmiştir. 

✓ KEGG yol analizimizde, miR-3670 ve miR-8078'in PD-L1 ligand sentezi sinyal 

yollarının temel düzenleyicilerini önemli ölçüde hedeflediğini belirlemiştir. 

✓ miR-3670 ve miR-8078'in MCF-7 ve HME1 hücre hatlarındaki sitotoksik 

aktivitesi incelenmiş ve her iki miRNA'nın 1nM dozunun MCF-7 hücre hattında 

yüksek, HME1'de ise düşük toksisiteye sahip olduğu bulunmuştur. 

✓ Çalışmada gerçekleştirilen total RNA analizleri, total RNA konsantrasyonları ile 

sitotoksisite seviyeleri arasında anlamlı bir korelasyon olduğunu ortaya 

koymuştur. Spesifik olarak, total RNA konsantrasyonları yüksek sitotoksik 

dozlarda azalmış ve düşük sitotoksik dozlarda artmıştır. 

✓ RT-PCR analiz bulgularımıza göre, miRNA-3670'in 1 nM, 5 nM ve 10 nM 

mimik dozajları ve miRNA-8078'in 1 nM, 5 nM ve 100 nM mimik dozajları 

MCF-7 hücrelerinde PD-L1 gen ekspresyonunu başarıyla inhibe etmiştir. Ancak, 

PD-L1 ifadesi HME1 hücrelerinde azalmamıştır. 

✓ MCF-7 hücrelerinde, serbest PD-L1 protein seviyeleri miR-3670'in 100nM dozu 

hariç tüm dozları ve miR-8078'in sadece 1nM ve 5nM dozları ile azalırken, 

HME1 hücre hattında, miRNA-3670 ve miRNA-8078'in tüm dozları beklendiği 

gibi sPD-L1 protein seviyesinde önemli bir değişikliğe neden olmamıştır. 

✓ MCF-7 hücrelerinde, miR-3670 ve miR-8078'in 1 nM dozu hücre sağkalımını 

azaltıp apoptozu tetiklerken, HME1 hücrelerinde apoptozu artırmamış ve kontrol 

grubundan önemli ölçüde farklılık göstermemiştir. 

✓ Hücre göçü analizinden elde edilen bulgulara göre, miR-3670 ve miR-8078, 

MCF-7 hücrelerinde hücre göçünü önemli ölçüde inhibe ederek (sırasıyla 

%81.47 ve %99.8) anti-metastatik etkiler göstermiş, ancak HME1 hücrelerinde 

sınırlı hücre göçü inhibisyonu göstermiştir (sırasıyla %21 ve %6). 

✓ MCF-7 hücrelerinde miR-3670 ve miR-8078'in hücre morfolojisi ve 

biyoinformatik analiz (KEGG ve GO) bulgularına dayanarak, her iki miRNA'nın 

da metastazda rol oynayan EMT sinyal yolağı ile yakından ilişkili olduğu tespit 

edilmiştir. 

✓  Ayrıca, kullanılan miRNA'ların MCF-7 hücrelerini mezenkimal hücrelerin 

karakteristik uzun, iğ şeklindeki morfolojisinden epitelyal hücrelere benzer 
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şekilde daha yuvarlak, küboidal bir morfolojiye dönüştürdüğü ve lamellipodları 

azalttığı, MET dönüşümünü indüklediği tespit edilmişken HME1 hücrelerinde 

herhangi bir morfolojik değişiklik gözlenmemiştir. 

✓ MCF-7 ve HME1 hücre hatları üzerinde gerçekleştirilen in vitro ve 

biyoinformatik analizlerin ardından, miR-3670 ve miR-8078'in 1nM dozunun 

MCF-7 ve HME1 hücrelerinde serbest e-kaderin antijen seviyelerini önemli 

ölçüde azalttığı kaydedilmiştir.  

✓ MCF-7 ve HME1 hücre hatları üzerinde yapılan (biyoinformatik ve in vitro) 

analizler sayesinde araştırma, 1nM miR-3670 ve miR-8078 uygulamasının 

serbest VEGF-A seviyelerinde azalmaya yol açtığını ortaya koymuştur. 

✓ MCF-7 ve HME1 hücre hatlarında yapılan analizler sonucunda miR-3670 ve 

miR-8078'in (1nM) her iki hücre hattında da serbest TINAGL-1 antijen 

seviyesini azalttığı tespit edilmiştir. 

✓ miR-3670 ve miR-8078'in MCF-7 hücrelerinde koloni oluşumunu önemli ölçüde 

(sırasıyla %17.7 ve %78.2) engellediği belirlenmiştir. 

✓ miR-3670 ve miR-8078'in MCF-7 hücre hattında 3D sferoid oluşumunu %90 

oranında engellediği ve HME1 hücre hattının hem kontrol hem de miRNA 

uygulanan gruplarında 3D sferoid yapının gözlenmediği belirlenmiştir. 

✓ 3D sferoidlerin analizi, miR-3670 ve miR-8078 uygulanan MCF-7 hücrelerinin 

normal eliptik şekilden farklı düzensiz sferoidler ürettiğini göstermiştir. Bu 

amorf sferoidlerin %13'ü miR-3670 uygulanan grupta, %22'si ise miR-8078 

uygulanan grupta oluşmuştur. 

✓ 3D sferoidlerin boyut analizi sonucunda, MCF-7 hücrelerinde miR-3670 ve 

miR-8078 transfeksiyonu yapıldığında oluşan 3D sferoidlerin boyutunun 100 

µm'nin altında kaldığı ve hacimlerinin de 1 mm3 sınırını aşmadığı belirlenmiştir. 

Bu sonuçlar, çalışmamızda kullanılan miRNA’ların (miR-3670, miR-8078), 

meme kanseri hücrelerinde bağışıklık tepkilerinin yeniden yönlendirilmesi yoluyla 

kanser immünoterapisi için potansiyele sahip olabileceğini göstermektedir. Özellikle 

mevcut kanser tedavisi yaklaşımlarında giderek daha önemli hale gelen kişiselleştirilmiş 

kanser immünoterapisi de dahil olmak üzere hedefe yönelik tedaviye ilişkin gelecekteki 

araştırmalar için bir temel sağlayabilir. 

İlerde yapılması düşünülen çalışmalar; 
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✓ Bu çalışmadan elde edilen ön bulgulara dayanarak, miR-3670 ve miR-8078'in 

antikanser aktivitelerinin farklı kanser hatlarında in vitro ve ardından in vivo bir 

modelde test edilmesi öngörülmektedir. 

✓ PD-L1 ve TINAGL-1 arasındaki korelasyonun yanı sıra TINAGL-1'in 

kanserdeki rolünü tam olarak tanımlamak için daha fazla araştırmaya ihtiyaç 

vardır. 
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