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Onsoz

Bu yiiksek lisans tezi igindeki bilim aski cok erken baslayan ve basit bilimsel deneyleri
yaparken evi dagitan 5 yasindaki irem’in eseridir. Yillar i¢inde asla kaybetmedigim ve
pes etmedigim hayalimin bazen zorlanarak bazen de eglenerek gergeklesmesini
saglamak benim i¢in bliyiikk zevkti ama en Ozeli bilime benim baktigim yerden
bakabilen ve beni her anlamda destekleyen bir danigmana sahip olmakti. Bu tezin her
asamasinda daha fazlasim1 yapmak motivasyonuyla calisttm ve daha fazlasim

yapacagimi da biliyorum. Doktora tezinde goriismek tlizere...

[zmir, 26.07.2024 [rem YILDIRIM
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Ozet

Telomeraz inhibitorii BIBR1532’nin Meme Kanseri ve Meme Kanseri Kok

Hiicrelerinde MikroRNA Profili Uzerine Etkilerinin incelenmesi

Meme kanseri kadinlarda her yil artan morbiditeye sahip, en sik goriilen kanser
tiirtidiir. Kanser hastasi kadinlarin iigte biri meme kanseri hastasidir. Goriilme sikligi
fazla olmasmna karsin glinlimiizde meme kanserinin kesin bir tedavisi
bulunmamaktadir. Bunun nedeni meme kanserinin heterojenligi ve tedaviye
gelistirilen diren¢ mekanizmalaridir. Meme kanseri kok hiicreleri, meme kanseri
tedavisinde radyoterapi ve kemoterapi direncinin temel sebeplerinden biridir. Meme
kanseri kok hiicreleri, metastaz ve gocle iligkili proteinlerin yiiksek ekspresyonuna
sahip olduklarindan meme kanseri hiicrelerine gore daha metastatiktirler. Ek olarak,
meme kanseri kok hiicreleri, yliksek telomeraz aktivitesine sahiptirler. Telomeraz,
hiicre boliinmesi sirasinda telomerleri koruyan bir enzimdir ve normal hiicrelerde
ekspresyonu goriilmemektedir. Buna karsilik kanser ve kanser kok hiicrelerinde
yiiksek ekspresyonu goriilmektedir. Bu durum, kanser ve kanser kok hiicrelerindeki
asir1 replikatif 6zellikle dogrudan iligkilidir. Meme kanseri ve meme kanseri kok
hiicrelerinde yapilan telomeraz inhibisyonunun bu hiicrelerdeki tiimorojenik
davraniglar1 baskiladigi bilinmektedir. BIBR1532, telomeraz inhibisyonu i¢in rutin
olarak kullanilan bir telomeraz inhibitoriidiir. MikroRNA’lar, pek ¢ok biyolojik
stirecte onkojenik ya da tlimor baskilayict rol oynayan 22 niikleotidlik endojen
RNA’lardir ve hem meme kanserinde hem de meme kanseri kok hiicrelerinde 6nemli
sireglerde rol almaktadirlar.  Telomeraz, miRNA’larin biyogenezinin erken
asamasinda mikroRNA’larin seviyesini diizenlemektedir. Bu durum, telomeraz
inhibitorleri kullanarak kanser ve kanser kok hiicrelerinde telomeraz inhibisyonu ve
mikroRNA profilini degistirmeyi ayni anda yapabilme olanagi saglamaktadir.
Literatiirde BIBR1532 ajam1 kullanilarak yapilan telomeraz inhibisyonunun
mikroRNA profili iizerindeki etkisine yonelik sadece 1 ¢alisma bulunmaktadir. O
calismada l6semi ile ilgilidir. Literatiirdeki bu eksikligi kapatmak i¢in bu ¢alismada
ile telomeraz inhibitorii BIBR1532 kullanarak meme kanseri ve meme kanseri kok

hiicrelerinde mikroRNA profili tizerindeki degisiklikleri tanimlamay1 amacladik.

Bu amaca ulagmak i¢in saglikli meme hiicre hatti (MCF-10A), meme kanseri hiicre

hattt (MCF-7) ve meme kanseri kok hiicrelerini in vitro kosullarda kiiltiire ettik.
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Ardindan bu hiicrelere BIBR1532 uygulayarak mikroRNA profilindeki degisiklikleri
belirledik. MikroRNA profilindeki degisiklikleri belirlemek i¢in mikroRNA
izolasyonu, cDNA sentezi, Real Time qPCR analizleri gergeklestirdik ve sonuglar

istatiksel olarak yorumladik.

Calismamiz neticesinde, MCF-10A hiicrelerinde BIBR1532, mikroRNA profili
tizerinde anlamli degisikliklere neden olmazken MCF-7 hiicrelerinde BIBR1532’nin
tiimor baskilayict mikroRNA’larin ekspresyonunu arttirdigini buna karsilik onkojenik
mikroRNA’larin ekspresyonunu ise baskiladigini belirledik. Meme kanseri kok
hiicrelerinde ise BIBR1532, tiimor baskilayicit mikroRNA’lar tizerinde etkili olmazken

onkojenik mikroRNA’larin ekspresyonunu azaltmistir.

Sonu¢ olarak c¢alismamiz, BIBR1532’nin meme kanseri ve meme kanseri kok
hiicrelerinde hem telomeraz hem de mikroRNA’lar1 hedefleyerek meme kanseri

tedavisi i¢in potansiyel bir ajan oldugunu diistindiirttiirmektedir.

Anahtar Kelimeler; Meme Kanseri; Meme Kanseri Kok Hiicresi; mikroRNA;

Telomeraz; BIBR1532
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Abstract

Investigation of the Effects of Telomerase Inhibitor BIBR1532 on MicroRNA

Profile in Breast Cancer and Breast Cancer Stem Cells

Breast cancer is the most common type of cancer in women, with morbidity increasing
every year. One third of women with cancer are breast cancer patients. Despite its high
incidence, there is currently no definitive treatment for breast cancer. The reason for
this is the heterogeneity of breast cancer and the resistance mechanisms developed to
treatment. Breast cancer stem cells are one of the main causes of resistance to
radiotherapy and chemotherapy in breast cancer treatment. Breast cancer stem cells
are more metastatic than breast cancer cells because they have high expression of
metastasis and migration-related proteins. In addition, breast cancer stem cells have
high telomerase activity. Telomerase is an enzyme that protects telomeres during cell
division and its expression is not seen in normal cells. However, its high expression is
observed in cancer and cancer stem cells. This is directly related to the excessive
replicative feature in cancer and cancer stem cells. Telomerase inhibition in breast
cancer and breast cancer stem cells is known to suppress tumourigenic behaviour in
these cells. BIBR1532 is a telomerase inhibitor routinely used for telomerase
inhibition. MicroRNAs are 22 nucleotide endogenous RNAs that play an oncogenic or
tumour suppressor role in many biological processes and are involved in important
processes in both breast cancer and breast cancer stem cells. Telomerase regulates the
level of microRNAs at the early stage of miRNA biogenesis. This provides the
opportunity to simultaneously inhibit telomerase and alter the microRNA profile in
cancer and cancer stem cells using telomerase inhibitors. In the literature, there is only
1 study on the effect of telomerase inhibition using BIBR1532 agent on microRNA
profile. That study is related to leukaemia. In order to fill this gap in the literature, we
aimed to define the changes in microRNA profile in breast cancer and breast cancer

stem cells using telomerase inhibitor BIBR1532.

To achieve this goal, we cultured healthy breast cell line (MCF-10A), breast cancer
cell line (MCF-7) and breast cancer stem cells under in vitro conditions. We then
applied BIBR1532 to these cells and determined the changes in microRNA profile. To
determine the changes in microRNA profile, we performed microRNA isolation,

cDNA synthesis, Real Time qPCR analyses and statistically interpreted the results.
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As aresult of our study, BIBR1532 did not cause significant changes in the microRNA
profile in MCF-10A cells, while BIBR1532 increased the expression of tumour
suppressor microRNAs in MCF-7 cells, whereas it suppressed the expression of
oncogenic microRNAs. In breast cancer stem cells, BIBR1532 had no effect on tumour

suppressor microRNAs but decreased the expression of oncogenic microRNAs.

In conclusion, our study suggests that BIBR1532 is a potential agent for breast cancer
treatment by targeting both telomerase and microRNAs in breast cancer and breast

cancer stem cells.

Keywords; Breast Cancer; Breast Cancer Stem Cells; MicroRNA; Telomerase;

BIBR1532
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Giris
1.1. Arastirmanin Problemi

Meme kanseri, kadinlarda kansere bagli 6liimlerin ikinci dnde gelen nedenidir ve
morbiditesi her y1l artmaktadir. Meme kanseri tedavisi i¢in ¢esitliligi fazla, ¢ok sayida
calisma yapilmis olmasina karsin halen net bir tedavisi bulunmamaktadir. Bu durumun
en 6nemli nedenleri ise meme kanserinin heterojen dogasi ve meme kanseri ile meme
kanseri kok hiicrelerinin diren¢ mekanizmalaridir. Meme kanseri kok hiicreleri
(MKKH), meme kanserinde metastaz, tiimor niiksii, anjiyogenez, vaskiilojenik taklit
ve terapoOtik direng siireclerini desteklemektedir. Bu nedenlerle meme kanseri
tedavisinin tam olarak yapilamamasi, hastaligin her y1l mortalitesi ve morbiditesinin
artmasi bliylik bir problemdir. Direng mekanizmalari nedeniyle, meme kanseri
tedavisinde geleneksel tedavilere yardimci olabilecek yeni antikanser stratejilerin
bulunmasi gerekmektedir. Telomeraz inhibisyonu ve mikroRNA’lar, meme kanseri
tedavisi i¢in 6nemli bir strateji olabilir.

Telomeraz, kanser hiicrelerinde yiiksek aktiviteye sahip bir enzimdir ve kanserin ayrit
edici bir 6zelligi olarak tanimlanmaktadir. Yiiksek telomeraz aktivitesi gdsteren kanser
hiicrelerinin tedavi duyarlilig1 daha azdir ve metastaz yapma egilimleri daha fazladir.
Meme kanserinde goriilen yliksek telomeraz aktivitesi de kanser agresifligi ile
iligkilidir. Meme kanseri gelisimindeki bir diger faktor ise mikroRNA’lardir. Meme
kanserinde mikroRNA (miRNA)’lar, diizensiz bir sekilde eksprese edilmektedir ve
miRNA’lar, meme kanseri hiicrelerinin proliferasyonunu, apoptozunu, metastazini,
ila¢ direncini, epigenetik siireclerini ve anjiyogenezini diizenlemektedir.

Meme kanserinin proliferasyon, invazyon, metastaz, tedavi direnci, niiks gibi pek ¢cok
biyolojik siirecinde birden fazla faktor rol almaktadir. Meme kanseri i¢in etkili tedavi
yontemi bulmak i¢in birden fazla faktorii hedefleyen tedavi stratejilerinin

arastirtlmasindaki eksiklik biiyiik bir problemdir.

1.2. Arastirmanin Sorusu

Meme kanserinin artan morbiditesi ve meme kanserinde gelisen direng mekanizmalari
g0z Online alinarak yeni tedavi segceneklerinin gelistirilmesi gerekmektedir. Telomeraz
inhibisyonu ile hem meme kanseri hiicrelerini hem de meme kanseri kok hiicrelerinin

mikroRNA’larin1 hedeflemek iyi bir strateji olabilir. Bu yliksek lisans tezinde
1



“Telomeraz inhibitorit BIBR1532’nin meme kanseri ve meme kanseri kok hiicrelerinin

mikroRNA profili lizerine nasil bir etkisi olur?”” sorusu sorulmustur.

1.3. Arastirmanin Hipotezleri

Yapilan literatiir taramasi ve sorulan arastirma sorusu iizerine bu yiiksek lisans tezinin
hipotezi “Telomeraz inhibitdrii BIBR1532, meme kanseri ve meme kanseri kok

hiicrelerinde mikroRNA profilini degistirir.” seklindedir.

1.4. Arastirmanmin Varsayimlari

Bu calismada in vitro kosullar altinda telomeraz inhibitérii BIBR1532’nin meme

kanseri ve MKKH’nde mikroRNA profili lizerinde etkileri olacagi varsayilmistir.

1.5. Arastirmanin Simirhhiklar:

Bu yiiksek lisans tezinde in vitro ¢aligmalar yapilmistir. Bu nedenle bulunan bulgularin

in vivo ¢alismalarla tutarlik gosterip gostermeyecegi bilinmemektedir.

1.6. Arastirmanin Amaci

Bu yiiksek lisans tezinin amaci, meme kanseri ve MKKH nde telomeraz inhibitorii
BIBR1532’nin mikroRNA profilini iizerine etkilerini tanimlamaktir. BIBR1532’nin
meme kanseri ve MKKH’ndeki mikroRNA profili iizerine degisikliklerini kategorize
etmek hedeflenmektedir. Meme kanseri ve MKKH’nde telomeraz aktivasyonunun ve
mikroRNA’larin rolleri goz Oniine alinarak telomeraz inhibisyonu ile mikroRNA

profili lizerine etki yaratmay1 hedeflemekteyiz.



2.Genel Bilgiler

2.1 KANSERE GENEL BAKIS

Kanser, metastaz yapma ve viicudun diger bolgelerini istila etme yetenegine sahip
anormal hiicre biiylimesinin neden oldugu bir hastaliktir. Diinya ¢apinda énemli bir
halk sorunudur ve her yil yaklagik 10 milyon insanin 6liimiine neden olmaktadir. 2024
yilt icin sadece ABD'nde 2.001.140 yeni kanser vakasit ve 611.720 kansere bagh
Olimiin olacagi Ongoriilmektedir. Niifusun yaslanmasi, alkol ve tiitiin kullanima,
fiziksel hareketliligin eksikligi, sagliksiz beslenme, artan ¢evre kirliligi, kanserojen
faktorlere maruz kalinimin artmasi gibi nedenlerden dolay1 kanserin goriilme sikligi
ve kansere bagli 6limler de her y1l artmaktadir (Chen et al., 2023; Kamal et al., 2022;
Siegel, Giaquinto, & Jemal, 2024).

2.2 MEME KANSERI

Meme kanseri, kadinlarda goriilen tiim kanser vakalarinin {icte birini olusturur ve
kadinlarda kansere bagli 6liimlerin en énemli ikinci sebebi olarak tanimlanmaktadir.
Kadinlardaki meme kanseri insidansi diinya ¢apinda her yil artmaktadir (Butti,
Gunasekaran, Kumar, Banerjee, & Kundu, 2019; Siegel, Miller, Wagle, & Jemal,
2023). Tiirkiye’de de benzer durum goriilmektedir. Tiirkiye’deki kadinlarda meme
kanserine bagli 6liimlerin 2009-2019 yillari arasinda y1llik %2,2 arttig1 rapor edilmistir
(Teker & Ay, 2022). Aile gegmisinde meme kanseri hastaliginin bulunmasi, BRCA
genindeki mutasyonlar, ge¢ menapoz, obezite, ge¢ hamilelik ya da hi¢c hamile
kalinmamasi, 0Ostrojen hormonu, hormanal tedavi, sigara ve icki kullanimu,
tyonlastirict radyasyona maruz kalmak kadinlarda meme kanseri gelisimi ig¢in risk

faktorleri olarak tanimlanmaktadir (Obeagu & Obeagu, 2024).

2.3 KOK HUCRELER

Kok hiicreler, kendini yenileyebilme ve farkli hiicre soylarina farklilasabilme
yetenekleri olan 06zel hiicrelerdir (Biehl & Russell, 2009). Kok hiicreler, insan
viicudundaki her hiicre ve dokuya farklilagabilmektedir. Kok hiicreler hem
embriyolarda hem de yetigkin hiicrelerde bulunmaktadir. Orijinine gore embriyonik
kok hiicre, somatik (yetiskin) kok hiicre ve indiiklenmis pluripotent kok hiicre olmak
lizere 3 gruba ayrilmaktadir. Kok hiicrelerin temel 6zelliginden biri olan farklilasma

yetenegi, kok hiicrelerin kokenine ve tiiretilmesine baglh olarak farklilik



gostermektedir. Farklilagma potansiyelini baz alarak kok hiicreler, unipotent,
multipotent, oligopotent, totipotent ve pluripotent olmak lizere 5 gruba ayrilmaktadir

(Kolios & Moodley, 2013).
2.3.1 KANSER KOK HUCRELERI

Kanser kok hiicreleri (KKH), metastaz, proliferasyon, invazyon, agresiflik, direng¢ ve
niiks gibi bir¢ok tlimor davranisini yoneten kiiglik bir tiimor hiicresi popiilasyonudur.
KKH, kendini yenileme kapasitesine sahip herhangi bir tiimoérde bulunabilmektedir ve
kendini yenileyen tek bir kok hiicrenin kotii huylu doniisiimii bile kansere neden
olabilmektedir (Ajmeera & Ajumeera, 2024; Barzaman et al., 2020). OCT3, OCT4,
ALDH, nestin, NANOG ve SOX2 gibi transkripsiyon faktorleri ile CD44, EpCAM,
CD34, CD24 ve CDI133 gibi ylizey belirtecleri ile KKH karakterize edilmektedir.
KKH, kok hiicrelerin temel 6zelliklerinden olan kendini yenileme ve farklilagma
yeteneklerine ek olarak plastisite yetenegine de sahiptir. Bu durum, KKH’nin
epitelyal-mezenkimal gec¢is (EMT) ve mezenkimal-epitelyal doniisim (MET)

stireglerinde etkin rol oynamasini saglamaktadir (Zhou, Tan, Liu, & Guan, 2023).
2.3.2 MEME KANSERI KOK HUCRELERI

Meme kanseri kok hiicreleri (MKKH), CD44+/CD24-, ALDHI1, CD133+, gangliosid
2+ molekiilerinin ifadesini gostermektedir (Butti et al.,, 2019). MKKH, meme
kanserinde metastaz, timor niiksii, anjiyogenez, vaskiilojenik taklit ve terapdtik direng
stireclerini desteklemektedir. MKKH’nde hiicre metastaz1 ve gogle ilgili proteinlerin
ifadesi artarken yapigma proteinlerinin seviyesini 6nemli dl¢iide azalir. Bu nedenle
MKKH, meme kanseri hiicrelerine gore daha metastatiktirler (Gallardo-Pérez, de
Guevara, Marin-Hernandez, Moreno-Sanchez, & Rodriguez-Enriquez, 2017). En
onemlisi de MKKH, radyasyon ve kemoterapi direncinin ana nedenlerinden biridirler.
Bu durum MKKH’nde goériilen aurora kinaz A (AURKA) ve forkhead box subclass
M1 (FOXM]I) arasindaki pozitif feedback dongiisii, yiliksek diizeydeki ALDH1
ekspresyonu, yiiksek diizeydeki DNA hasar1 onarim mekanizmasi ve azalan apoptoz
mekanizmasindan kaynaklanmaktadir (Butti et al., 2019; N. Yang et al., 2017; L.
Zhang, Chen, Liu, & Chen, 2023).

2.4 TELOMERAZ

Insan kromozomlarin uglarinda bulunan, kromozom stabilitesini saglayan “ 5° -

TTAGGG- 3° ” DNA dizilerine telomer denir. Telomerler, 6karyotik kromozomlarin
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kuyruklarini stabilize ederek genetik kod kaybini korumaktadir ve canli hiicrelerin
dogru sekilde ¢ogalma kapasitesini kontrol etmektedir (Dogan et al., 2019; Mustafa,
2024). Telomeraz, telomerleri koruyan, kromatin organizasyonu, DNA replikasyonu,
apoptoz ve hiicre proliferasyon kontrolii gibi pek ¢ok biyolojik siirecte rol alan bir
enzimdir (Dogan et al., 2019). Insan telomeraz, katalitik alt birim (insan telomeraz
ters transkriptaz, hTERT) ve telomer bolgelerindeki eksik niikleotidleri olugturmaktan
sorumlu sentetik alt birim (insan telomeraz RNA bileseni, hTERC) olmak iizere 2 alt
birimden olusmaktadir. Okaryotik hiicrelerde, DNA replikasyonu sirasindaki normal
primazlar ve polimerazlar DNA’nin tek ipligindeki terminal niikleotidleri
kodlayamamaktadir. Bu durum, DNA replikasyonunun her dongiisii sirasinda
kromozomlarin kiigiilmesine sebep olmaktadir. Telomeraz, telomerleri olusturan
kromozomlarin 3' ucundaki baglanti birimlerini birbirine baglayarak RN A'y1 bir kopya

sablonu olarak kullanmaktadir. (Mustafa, 2024).
2.4.1 KANSERDE TELOMERAZ

Normal insan hiicrelerinin ¢ogunda telomeraz aktivitesi gozlenmemektedir.
Hiicrelerin telomerleri, replikatif yaslanma siirecine gelene kadar her hiicre
boliinmesinde kisalmaktadir (Herbert, Wright, & Shay, 2001). Ancak kanser
hiicrelerinin %85’inde yiiksek telomeraz aktivitesi goriilmektedir ve bu durum
kanserlerin ayrit edici bir 6zelligidir. Kanser hiicrelerinde goriilen yiiksek telomeraz
aktivitesi, kanser hiicrelerinin tedaviye duyarliligini azaltmaktadir (Gonzéalez-Moles,
Moya-Gonzalez, Garcia-Ferrera, Nieto-Casado, & Ramos-Garcia, 2022; Judasz,
Lisiak, Kopczynski, Taube, & Rubis$, 2022; Tian, Chen, & Liu, 2010). Telomeraz
aktivasyonu, kanserin erken evrelerinde goriilmektedir. Telomeraz, kanser
hiicrelerinde telomerleri kritik uzunlugun iizerinde tutarak kanser hiicrelerinin
apoptoza girmesini engellemektedir (Bernardes de Jesus & Blasco, 2013). Telomeraz
aktivasyonu, kanser hiicrelerine simirsiz ¢ogalma yetenegi kazandirmaktadir. Ek
olarak, telomeraz aktivasyonu, kanser kokliigii ve EMT mekanizmasi ile iliskilidir ve
kanser hiicrelerinin metastaz yapma egilimlerine katkida bulunmaktadir (Ellingsen,

Mangsbo, Hovig, & Gaudernack, 2021).
2.4.2 KANSER KOK HUCRELERINDE TELOMERAZ

hTERT’in asir1 aktivasyonu, KKH’ne o6liimsiizliikk ve replikatif 6zellik saglamaktadir

(Dogan & Biray Avci, 2018). Normal yetiskin kok hiicreler, yliksek hTERT
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ekspresyonu ve aktivitesinin yaninda uzun telomerlere sahiptirler. Ancak KKH,
yiiksek hTERT ekspresyonu ve aktivitesine ragmen kisa telomer uzunluklarina
sahiptirler. Bu durum, KKH’nde yiiksek hTERT aktivitesinin sadece telomer uzamasi
ile iliskili olmadigin1 gostermektedir (El-Badawy et al., 2018). Telomeraz varligi,
KKH’nin olusumu ve muhafaza edilmesi i¢in gerekmektedir. Ek olarak, KKH’nde
yiiksek hTERT aktivitesi, proliferasyon, mobilizasyon ve EMT siireglerinde rol
oynamaktadir (Arndt & MacKenzie, 2016; El-Badawy et al., 2018; Lipinska et al.,
2017).

2.5 MEME KANSERi VE MEME KANSERIi KOK HUCRELERINDE
TELOMERAZ iNHIiBiSYONU

Yapilan calismalarda telomeraz inhibisyonu, meme kanseri hiicrelerinin
proliferasyonunu ve hiicre canliligin1 baskilarken meme kanseri hiicrelerinin apoptoz
ve yaslanma oranlarini artirmaktadir. Telomeraz inhibisyonu yapilan meme kanseri
hiicrelerinde telomerlerin kisaldig1 goriilmektedir. Ek olarak, meme kanseri
hiicrelerindeki telomeraz inhibisyonu, meme kanseri hiicrelerini natural killer hiicre
tedavisine ve antikanser ajanlara karsi daha duyarli hale getirmektedir (Aboelela,
Ashmawy, Shaarawy, El-Hefny, & Medhat, 2020; Armando et al., 2022; Cassar et al.,
2017; Cerone, Londofio-Vallejo, & Autexier, 2006; Mazloumi, Rafat, Dizaji Asl, &
Nozad Charoudeh, 2023; Rao et al., 2016). MKKH’ndeki telomeraz inhibisyonu,
MKKH’nde kiire olusumunu, kendini yenilemeyi, hiicre biiytimesini, hiicre canliligini,
invaziv potansiyelini ve go¢ hizini azaltirken bu hiicrelerde apoptozu indiiklemektedir.
Telomeraz inhibisyonu sonrasinda MKKH’nin G2/M fazinda hiicre dongiisiiniin
durma oran1 artmaktadir. Ayrica telomeraz inhibisyonu, MKKH’nde EMT ile iliskili
genlerin ekspresyonunu diizenlemektedir (Dogan et al., 2019; Joseph et al., 2010;
Koziel & Herbert, 2015; Kusoglu, Goker Bagca, Ozates Ay, Gunduz, & Biray Aveci,
2020).

2.6 TELOMERAZ iNHIBITORU BIBR1532

BIBR1532, yaygin ve rutin olarak kullanilan, niikleosidik olmayan kii¢lik molekiilld,
oldukea spesifik bir telomeraz inhibitoriidiir. Telomerazin TERT katalitik alt birimine
baglanmaktadir (Bryan et al., 2015). BIBR1532, telomerazin rekombinant hTERT
tarafindan yeniden olusturulmasin1 engelleyerek dogrudan telomeraz c¢ekirdek

bilesenlerini hedef almaktadir. BIBR1532, sablon kopyalamada yer alan temel

6



katalitik adimlar1 engellememektedir. Bunun yerine sablonun 5’ ucuna uzatilmasindan

sonra DNA substratinin uzamasini bozmaktadir (Pascolo et al., 2002).
2.7 MIKRORNA

MikroRNA(miRNA)'lar, boliinme veya translasyonel baski i¢in mRNA'lan
hedefleyerek oOnemli diizenleyici roller oynayabilen, ortalama 22 niikleotit
uzunlugundaki endojen RNA'lardir ve bir¢ok biyolojik siiregte rol almaktadirlar
(Bartel, 2004). miRNA'lar, 6ncellikle RNA polimeraz II tarafindan ¢ekirdekte birincil
pri-miRNA transkriptler olarak kopyalanmaktadir. Cekirdek igerisinde pri-miRNA,
Drosha ve c¢ift sarmalli RNA baglayict alan (dsRBD) proteini DGCRS8/Pasha
kompleksi tarafindan 70 ile 100 niikleotitlik Onciil pre-miRNA igeren pargalara
kesilmektedir. Exportinler tarafindan sitoplazmaya tasinan pre-miRNA’lar, burada
TRBP/Loquacious ile birlikte baska bir RNase III endoniikleaz olan Dicer tarafindan
parcalanarak yaklasik 21 niikleotidlik miRNA:miRNA dubleksi igeren 3’ onciillerine
kesilmektedir. Helikaz tarafindan miRNA:miRNA dubleksi, bir AGO proteini i¢eren
RISC kompleksine dahil edilmektedir. Olusan bu bilesik, hedef mRNA’nin
3’UTR’sini hedeflemektedir (Ho, Clark, & Le, 2022).
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Sekil 1: miRNA biyogenezi (Hajarnis, Lakhia, & Patel, 2015).

2.7.1 MEME KANSERI ve MEME KANSERIi KOK HUCRELERINDE
MIKRORNA’LAR

Diger kanserlerde oldugu gibi, meme kanserinde de miRNA’lar, kanserin invazyon,

metastaz, EMT, anjiyogenez, apoptoz gibi siireglerinde rol oynamaktadir. Meme
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kanserinde, miRNA’larin normal ekspresyonunun degismesine sebep olan genetik ve
epigenetik baz1 olaylar gerceklesmektedir. Meme kanserinde, DNA metilasyonu ve
histon asetilasyonu gibi epigenetik mekanizmalarin miRNA’larin ekspresyonunu
degistirdigi bilinmektedir. Bu durumlar, meme kanserinde anormal miRNA
ekspresyonuna yol agmaktadir (Bertoli, Cava, & Castiglioni, 2015). miRNA'lar,
MKKH’nde ve tiimérijenik olmayan meme kanseri hiicrelerinde farkli seviyelerde
ifade edilmektedirler ve MKKH nde apoptoz sinyal yolagi, Wnt sinyal yolagi, Notch
sinyal yolagi, EMT ve kendini yenileme faktorii Bmil’i etkilemektedir (Shimono,
Mukohyama, Nakamura, & Minami, 2015). miRNA’lar, MKKH’nde tiimor
baskilayici ve onkojenik roller oynamaktadir (Vahidian et al., 2019).

2.8 TELOMERAZ VE MIKRORNA’LAR

Telomerazin katalik alt birimi TERT, miRNA’larin biyogenezinin erken asamasinda
miRNA seviyelerini ve miRNA gen promotorlerinin transkripsiyonel fonksiyonlarini
diizenlemektedir (Lassmann et al., 2015). Kiiltiire edilmis neonatal sican
kardiyomiyositlerinde yapilan bir c¢alismada, TERT inhibisyonunun c¢alismada
incelenen olgun miRNA-21, miRNA-29a ve miRNA-208a seviyelerini azalttig
bulunmustur. Sonug olarak, TERT inhibisyonunun olgun miRNA seviyeleri {izerinde
dikkate deger bir etkisi bulunmaktadir (Drevytska et al., 2014). BIBR1532'ye maruz
kalarak telomeraz inhibisyonu yapilan NB4 16semi hiicrelerinde miRNA'larin ifade
seviyeleri, onemli dlclide yukar1 veya asagi regiile ederek degismistir (Pourbagheri-

Sigaroodi et al., 2019).



3.Gerec ve Yontem

3.1 Arastirmanin Yeri ve Zamani

Calismamiza Agustos 2023 tarihinde Ege Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Biyoloji
Anabilim Dalindaki laboratuvarlarda baslanmis, Temmuz 2024 tarihinde tez

savunmasi planlanmustir.

3.2 Arastirmanin Tipi

Calismamiz in vitro ¢aligmadir.

3.3 Arastirmanin Evreni ve Orneklemi

Calismamizda saglikli meme kanseri hiicre hattt (MCF-10A), meme kanseri hiicre
hatt1 (MCF-7), MKKH hatt1 kullanilmistir ve 6 deney grubu bulunmaktadir. Deney
gruplar1 Tablo 1°de gosterilmistir.

Tabloe 1: Calismamizin deney gruplari

BIBR1532 uygulanmayan MCF-10A Hiicre Hatt1
BIBR1532 uygulanan MCF-10A Hiicre Hatt1
BIBR 1532 uygulanmayan MCF-7 Hiicre Hatt1
BIBR 1532 uygulanan MCF-7 Hiicre Hatt1

BIBR 1532 uygulanmayan MKKH Hiicre Hatti

BIBR1532 uygulanan MKKH Hiicre Hatt1

3.4 Arastirmanin Bagimh ve Bagimsiz Degiskeni

BIBR1532 ¢aligmamizin bagimsiz degiskeni, hiicre hatlarindaki miRNA profilindeki

degisim ise ¢calismamizin bagimli degiskeni olarak tanimlanmigtir.



3.5 Hiicre Kiiltiirii Calismalar:

Hiicre kiiltlirii ¢alismalari, hiicrelerin biyolojik, fizyolojik, genetik ve metabolik
siireclerinin tanimlanabilmesi i¢in hiicreleri optimal kosullar altinda biiyiitmek ve
cogaltmak i¢in siklikla kullanilan bir laboratuvar teknigidir. Bu teknigin en 6nemli
avantaji, hiicrenin bulundugu ortamdaki fizyolojik kosullart kontrol edebiliyor
olmaktir. Bu sayede tutarli, tekrarlanabilir, giivenilirligi yiiksek deney sonuglari elde

edilmektedir.

Bu yiiksek lisans tezinde normal meme hiicreleri olarak MCF-10A hiicre hatti, meme
kanseri hiicreleri olarak MCF-7 hiicre hatti ve meme kanseri kok hiicreleri
kullanilmistir. Hiicre hatlar;, Ege Universitesi Tibbi Biyoloji Anabilim Dali’ndan
temin edilmistir. MCF-10A hiicreleri Mammary epithelial cell growth medium
besiyerinde, MCF-7 hiicreleri RPMI-1640 besiyerinde ve MKKH, “Human Breast
Cancer Stem Cell Undifferentiated Media with Serum” besiyerinde kiiltiire edilmistir.
Tiim hiicre hatlar1, 75 cm? filtre kapakl kiiltiir kaplari icine ekilmistir ve 37°C sicaklik,
%5 CO2 , %95 nem orani kosullarinda inkiibatorde kiiltiire edilmistir. Hiicrelerin
durumu diizenli olarak inverted mikroskop yardimi ile takip edilmistir. Biitiin hiicre
kiiltiiri ¢aligmalari, steril laminal flow igerisinde sterilizasyon kurallarina dikkat

edilerek yapilmustir.

3.6 Hiicrelerin Pasajlanmasi

Hiicrelerin uygun kiiltiir kosullar1 altinda sayis1 arttiginda flask yiizeyi ve
besiyerindeki nutrientler yeterli gelmemektedir. Bu durumda hiicre biliyiimesinin

saglikl bir sekilde devam edebilmesi i¢in pasajlama yapilmasi gerekmektedir.

e Ik olarak hiicrelerin iginde bulundugu besiyeri, flask igerisinden ¢ekilmis ve

hiicreler serumsuz besiyeri ile yikanmustir.

e Yiizeye yapisan hiicreleri kaldirmak icin flask igerisine 1.5 ml tripsin-EDTA

eklenmis ve hiicreler 5 dk boyunca inkiibator igerisinde bekletilmistir.

e 5 dk sonunda hiicreler, inverted mikroskop ile kontrol edilmis ve hiicrelerin

ylizeyden ayrilip ayrilmadigi belirlenmistir.
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o Flask icerisindeki tiim hiicreler kalktiktan sonra flask igerisine tripsin
aktivitesini inhibe etmek icin flaska eklenen tripsin-EDTA’nin 2 kat1 kadar, 3

ml, hiicrelerin serumlu besiyeri ilave edilmistir.

e Flask igerisindeki hiicreler, 15 ml’lik falkon tiip igerisine alinmig ve 5 dk 1200
RPM’de santrifiij edilmistir.

e Santrifiij sonrasinda, falkon tiip i¢erisindeki siipernatant dokiilmiistiir.

e Falkon tiip dibindeki pellet {izerine yeterli miktarda serumlu besiyeri

eklenmistir ve 2 tane 75 cm? flask igerisine boliistiiriilmiistiir.

e Flasklar iizerine etiketleme yapilmis ve inkiibatore konularak pasajlama iglemi

tamamlanmaistir.

3.7 Hiicrelerin Dondurulmasi (Kriyoprezervasyon)

Deneyde kullanilmayacak fazla hiicreler, yaslanmalarinin engellenmesi ve daha

sonrasinda tekrar kullanilmak tizere dondurulur.

e Yeterli konfluens yogunluguna ulasan flasklarin besiyerleri ortamdan

uzaklastirilimis ve hiicreler serumsuz besiyeri ile yikanmistir.

e Hiicreleri yiizeyden ayirmak i¢in 1.5 ml tripsin-EDTA eklenmis ve hiicreler 5

dk boyunca inkiibator i¢erisinde bekletilmistir.

e Inkiibasyondan alinan hiicrelere tripsin aktivitesini inhibe etmek i¢in 3 ml

serumlu besiyeri eklenmistir.

e Hiicreler, 15 ml’lik falkon tiipler icerisine alinmis ve 5 dk 1200 RPM’de

santrifiij edilmistir.
e Buziizerinde 9:1 oraninda FBS:DMSO karisimi1 hazirlanmustir.

e Santriflij sonrasinda, siipernatant dokiilmiis ve pellet iizerine FBS:DMSO

karigimi eklenmistir. Bu islem buz {izerinde gergeklestirilmistir.

e Hiicreler hizlica karyotiiplere boliinmiis ve -86°C’ye kaldirilmistir.
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3.8 Dondurulmus Hiicrelerin Coziilmesi

-86°C’den alinan karyotiipler, oda sicakligina konulmustur.

DMSO, hiicre canlilig1 lizerinde olumsuz etkileri bulunmaktadir. Bu nedenle
¢oziilme islemi hizlica yapilmaktadir. DMSO etkisini azaltmak i¢in karyotiip
icerisine 1 ml hiicrelerin serumsuz besiyeri eklenmis ve pipetaj yapilarak

hiicreler ¢oziilmiistiir.

Serumsuz besiyeri igerisinde bulunan hiicreler, 15 ml’lik falkon tiip igerisine

alinmistir ve 5 dk 1200 RPM’de santrifiij edilmistir.

Santriflij sonras1 silipernatant dokiilmiis ve hiicreler lizerine 10 ml serumsuz
besiyeri eklenerek tekrar 5 dk 1200 RPM’de santrifiij edilmistir. Bu adim,
DMSO’yu etkili bir sekilde uzaklastirmak icin yapilmaktadir.

Ikinci santrifiij sonrasinda siipernatant tekrar dokiilmiistiir ve pellet iizerine

hiicrelerin serumlu besiyeri eklenmistir.
Serumlu besiyeri ile birlikte hiicreler 75 cm?’lik flasklara aktarilmistir.

Flasklar, 37°C sicaklik, %5 CO2 ve %95 nem orani kosullarindaki inkiibator

i¢cerisine konulmustur.

Hiicrelerin inverted mikroskop ile takibi yapilmis ve besiyerinde renk degisimi

gozlemlendigi zaman besiyeri degistirilmistir.

3.9 Hiicre Hatlarinin Canlih@inin Belirlenmesi

Hiicre hatlarimin canliliginin belirlenmesi i¢in Tripan mavisi boyas: kullanilmistir.

Tripan mavi boyasi, canli hiicrelerin hiicre zarindan gecemezken 6lii hiicrelerin hiicre

zarinda gecebilmektedir. Bu ylizden mikroskop altinda 6lii hiicreler mavi renkte

goriiliirken canli hiicreler ise beyaz goriilmektedir.

Flask yiizeyinde ayrilan ve santrifiijlenen hiicre pelletine 1 ml serumlu besiyeri

eklenmistir.

Bu hiicre siispansiyonu igerisinden 50 pl alinmistir ve 50 pl tripan mavisi

boyasi ile karistirilmigtir. Uygulama esnasinda pipetaj yapilmistir.

Hiicre-boya karisimi1 Neubauer lamina aktarilmistir.
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o Isik mikroskobu altinda, Neubauer laminin 4x4 karelerinden 4 tanesinde beyaz

hiicreler sayilmistir.

e Sayilan 4 alandaki beyaz hiicre sayisinin ortalamast alinmis ve 2 x 10* ile

carpilarak 1 ml’deki canli hiicre sayis1 bulunmustur.

Tiete - De pth

profondeut
p00mm @ o, =
'l'.'.".

— —

UUUIB'"m:

I

Sekil 2: Neubauer Lami

3.10 BIBR1532 Etken Maddesinin Uygulanmasi

BIBR1532 etken maddesi toz halinde temin edilmistir. Kullanilincaya kadar -20°C’de
saklanmistir. BIBR1532, ilk olarak DMSO’de ¢o6ziilmiis ve 20 mM ana stoklar
hazirlanmistir. BIBR1532°nin bu hiicrelerdeki ICso degerleri daha 6nceki ¢caligmalarda
bulunmustur. MCF-10A hiicrelerinde 48 saat icin BIBR1532 ICso degeri 29.07 uM,
MCEF-7 hiicrelerinde 48 saat i¢in BIBR1532 ICso degeri 34.59 uM, MKKH nde 48 saat
icin BIBR1532 ICso degeri 29.91 uM “dir (Dogan et al., 2019). Belirlenen dozlar, hiicre
gruplarina uygulanmistir. BIBR1532°nin uygulanmadig1 hiicre hatlar1 kontrol grubu

olarak kullanilmstir.
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Sekil 3: BIBR1532’nin kimyasal yapis1 (Bryan et al., 2015)

3.11 miRNA izolasyonu

BIBR1532’nin uygulandigi doz grubu hiicreleri ve BIBR1532’nin uygulanmadigi

kontrol hiicrelerinde miRNeasy Kiti (Qiagen) ile miRNA izolasyonu yapilmistir.

Flask icerisindeki hiicreler, 6nce serumsuz besiyeri ile yikanmis sonrasinda 1.5

ml tripsine 5 dk boyunca maruz birakilmistir.

3 ml hiicrelerin serumlu besiyeri flask igerisine eklenmis ve ardindan hiicreler

15 ml’lik falkon tiiplere alinarak 1200 RPM’de 5 dk santrifiijlenmistir.

Stipernatant dokiilmiis ve pellet iizerine 700 pl QIAzol Lysis Reagent

eklenmistir.
Gozle goriiniir hiicre pelleti kalmayana kadar pipetaj yapilmustir.

Elde edilecek RNA kalitesini artirmak i¢in hiicrelerin patlatilip
homojenlestirilmesi gerekmektedir. Bu nedenle hiicreler, “Qiashredder” tiip

icerisine alinip 13000 RPM’de 2 dk santrifiij edilmistir.

Santrifiij sonrasinda Qiashredder igerisindeki hiicreler, oda sicakliginda 5 dk

boyunca inkiibe edilmistir.

Inkiibasyonun ardindan kolon atilmis ve 140 pl kloroform eklenmis, 15 sn

boyunca iyice ¢alkalanmistir.

3 dk boyunca oda sicakliginda inkiibe edilmis hiicreler, 4°C’de 13000 RPM’de
15 dk santrifiij edilmistir.

Santrifiij sonrasinda, drnekler 3 faza ayrilmistir. En altta kirmizi organik faz,

ortada beyaz ara katman, en {istte ise RNA igeren renksiz faz bulunmaktadir.
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RNA igeren renksiz faz, yeni bir tiip i¢erisine alinmis ve iizerine hacminin 1,5
kat1 kadar %100 etanol eklenmistir. Pipetaj yapilarak homojenlestirme

yapilmustir.
Ornek icerisinden 700 pl alinmis ve RNeasy Mini spin kolonlara aktarilmistir.
Oda sicakliginda 13000 RPM’de 15 sn santrifiij edilmistir.

Santrifiij sonrasinda eliisyon dokiilmiis ve 700 pl’den fazla olan 6rnekler igin,
kalan miktar tekrardan RNeasy Mini spin kolonlara aktarilmis, santrifiij adimi

tekrarlanmistir.

2. Santrifiij sonrasinda eliisyonlar atilmis ve toplama tiipiine yerlestirilen

filtreli kolon igerisine 350 pul Tampon RWT eklenmistir.
Oda sicakliginda 13000 RPM’de 15 sn santrifiij edilmistir.

Santrifiij sonrasinda eliisyon atilmis ve toplama tiipline yerlestirilen kolon

icerisine 500 pul Tampon RPE tamponu eklenmistir.
Oda sicakliginda 13000 RPM’de 15 sn santrifiij edilmistir.

Eliisyon atildiktan sonra ayni toplama tiiptinde yine 500 pul Tampon RPE
tamponu eklenmis ve oda sicakliginda 13000 RPM’de 2 dk santrifiij edilerek

yikama yapilmistir.

Santrifiij sonrasinda eliisyon atilmig ve kolon yeni bir toplama tiipii igerisine

yerlestirilmigtir.

Eliisyon artiginin ya da yikama tamponunun uzaklastirildigindan emin olmak
icin yeni toplama tiipli igerisine yerlestirilen kolon, 13000 RPM’de 1 dk

santrifiij edilmistir.

Santrifiij sonrasinda kolon, 1,5 ml’lik ependorf tiipline aktarilmistir. Bu
asamada miRNA’nin eliisyonu i¢in ependorf tiip igerisine 50 pl RNase
icermeyen su eklenmistir. Suyun dogrudan membran iizerine eklenmis

olmasina dikkat edilmistir.

Ependorf tilipli, santrifiij cihazina yerlestirilmis ve 13000 RPM’de 2 dk

santrifiijlenmistir.
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e Santrifiij sonrasinda elde edilen eliisyon miRNA’lar1 igermektedir. Bu

miRNA’lar -86°C’de muhafaza edilmistir.

3.12 miRNA’larin miktarinin ve safiginin belirlenmesi

Izole edilen miRNA’larin miktarin1 ve safligin1 belirlemek icin 230/260 nm ve
260/280 nm dalga boylarinda absorbanslarinin dl¢iilmiistiir. Ol¢iimler igin her bir
hiicre grubundan 1 pl alinmis ve Nanodrop (Thermo Scientific) cihazinda 6l¢iim
yapilmustir. Sonuglara bakilarak ideal RNA’lar belirlenmistir. Ideal safliktaki RNA,
A230/A260 ve A260/A280 absorbans oraninin 1.9-2.1 olan RNA’lardur.

3.13 cDNA sentezi

izole edilmis miRNA’lardan uygun miktar ve saflikta olanlardan miScript II Reverse

Transcription Kit (Qiagen) kullanilarak cDNA sentezi yapilmistir.

e RNA 0rnegi buz iizerinde, 10x miScript Nucleics karigimi, RNase-free su ve

5x miScript HiSpec tamponlar1 ise oda sicakliginda ¢oziilmiistir.

e Toplam 20 pl hacimde olacak sekilde ters transkriptaz reaksiyonu kurulmustur.

Reaksiyon igerisine konulan hacimler Tablo 2’de gosterilmistir.

e Ters transkriptaz reaksiyon igerisine RNA kalibi eklenmis ve pipetaj

yapilmistir.

e Pipetaj sonrasinda buz iizerine alinan ters transkriptaz reaksiyonu ve kalip

RNA karisimi, 37°Cde 60 dk boyunca inkiibe edilmistir.

e Inkiibasyonun ardindan miScript ters transkriptaz enziminin inaktive edilmesi
gerekmektedir. Bunun icin karisim 95°C’°de 5 dk inkiibe edilmis ve cDNA

sentezi gerceklestirilmistir.
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Tablo 2: Ters Transkriptaz Reaksiyon Icerigi

icerik Miktar (pul)
5x miScript “HiSpec” Tamponu 4
10x miScript “Nucleics” Karisimi 2
miScript Ters transkriptaz Karigimi 2
RNase-free su degisir
Kalip RNA degisir

20

Toplam Hacim

3.14 miRNA PCR Array Analizi

Meme kanseri ve meme kanseri kok hiicrelerinde onkojenik ya da tiimdr baskilayici
rolleri bulunan 12 miRNA’nin analizi yapilmistir. Elde edilen kalip cDNA 6rnekleri,
miScript miRNA PCR Array kiti (Qiagen) kullanilarak PCR array analizi
gerceklestirilmistir.

e 10x miScript Universal Primer, RNase-free su, kalip cDNA ve 2X QuantiTect
SYBR Green PCR Master karisimi oda sicakliginda ¢oziilmiistiir.

e Tablo 3’te gosterilen miktarlarda RT-qPCR reaksiyonu hazirlanmistir.

e Hazirlanan reaksiyon karisimi 96 kuyucuklu plakdaki her bir kuyucuga esit

miktarda eklenmistir.

e 96 kuyucuklu plak, Roche Light Cycler 480 cihazina konulmus ve reaksiyon
baslatilmistir.
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Tablo 3: RT-qPCR reaksiyonu (96 kuyucuklu plak i¢in)

Igerik Miktar (ul)
10x miScript Universal Primer 275
RNase-free su 1075
kalip cDNA 25
2X QuantiTect SYBR Green PCR 1375
Master

2750

Toplam hacim

3.15 istatistiksel Analizler

Azalan veya artan miRNA’larin istatistiksel analizi, 3 biyolojik tekrardan sonra
yapilmustir. Istatistiksel analiz igin, “miScript miRNA PCR Array Data Analysis” web
yazilimi kullanilmistir. Yazilima RT-qPCR verilerinin Threshold cycle degerleri (CT)
yiiklenmistir. Yazilim programi, AACT metodunu kullanarak rolatif kantifikasyonu ve
ka¢ kat degisim oldugunu hesaplamis, farkli formatlarda gdstermistir. “ACt= (AVG
CTmiRTC-1.1) - (AVG CTPPC)” formiili, veri analizinde kullanilmistir. SNORD6 1

ve RNUG6-6P, veri analizinde referans genler olarak kullanilmistir.
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Tablo 4: miRNA'larin plaka igerisindeki yerlesimi

1 2 3 4 5 [ 7 8 9 10 11 12
A hsa-let- | hsa-miR- | hsa-let- | hsa-miR- hsa-let- | hsa-miR-
7e-5p 19a-3p 7e-5p 19a-3p 7e-5p 19a-3p
B hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- hsa-miR- | hsa-miR-
106a-5p 21-5p | 106a-5p 21-5p 106a-5p 21-5p
C hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- hsa-miR- | hsa-miR-
10a-5p 221-5p 10a-5p 221-5p 10a-5p 221-5p
D hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- hsa-miR- | hsa-miR-
126-5p 708-5p 126-5p 708-5p 126-5p 708-5p
hsa-miR- hsa-miR- hsa-mik-
E
133a-3p SNORDé&1 133a-3p SNORD61 133a-3p SNORD61
hsa-miR- hsa-miR- hsa-miR-
F "
145-5p RNU6-6p 145-5p RNU6-6p 145-5p RNU6-6p
G hsa-miR- hsa-miR- hsa-miR-
155-5p 155-5p 155-5p
H hsa-miR- hsa-miR- hsa-miR-
17-5p 17-5p 17-5p
. MCF-7 KONTROL GRUBU HUCRELERI MCF-10A KONTROL GRUBU HUCRELERI . MKKH KONTROL GRUBU HUCRELERI

. MCF-7 DOZ GRUBU HUCRELERI

MCF-10A DOZ GRUBU HUCRELERI

MKKH DOZ GRUBU HUCRELERI
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Tablo 5: Calismada kullanilan miRNA’larin meme kanseri ve MKKH ndeki

rolleri

hsa-let-7e-5p

hsa-miR-106a-5p

hsa-miR-10a-5p

hsa-miR-126-5p

hsa-miR-133a-3p

hsa-miR-145-5p

hsa-miR-155-5p

hsa-miR-17-5p

hsa-miR-19a-3p

hsa-miR-21-5p

hsa-miR-221-5p

hsa-miR-708-5p

Tiimdr baskilayici

Hem onkojenik hem tiimor baskilayict

Tlimor baskilayici

Tlimor baskilayici

Tlimor baskilayici

Tlimor baskilayici

Onkojenik

Tlimor baskilayici

Onkojenik

Onkojenik

Onkojenik

Tiimor baskilayici
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Bulgular

4.1 MCF-10A, MCF-7 ve MKKH Hatlarinin Cogaltilmasi

MCF-10A, MCF-7 ve MKKH hatlari, 37°C sicaklik, %5 CO2 ve %95 nem orani

kosullarindaki inkiibatorde kontamine olmadan ¢ogaltilmistir.

4.2 Telomeraz Inhibitori BIBR1532’nin MCF-10A, MCF-7 ve MKKH’ndeki
miRNA Profili Uzerine EtKisi

Telomeraz inhibitorii BIBR1532, MCF-10A, MCF-7 ve MKKH’ne uygulanmustir.
Uygulama yapilirken BIBR1532°nin bu hiicre hatlarindaki 48 saat i¢in 1Cso dozlar
kullanilmistir. MCF-10A hiicrelerinde 48 saat icin BIBR1532 ICso degeri 29.07 uM,
MCEF-7 hiicrelerinde 48 saat icin BIBR1532 ICso degeri 34.59 uM, MKKH’nde 48 saat
icin BIBR1532 ICso degeri 29.91 uM “dir (Dogan et al., 2019).
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hsa-let-7e-5p
hsa-miR19a-3p
hsa-miR-106a-5p
hsa-miR21-5p
hsa-miR-10a-5p
hsa-miR221-5p
hsa-miR-126-5p
hsa-miR708-5p
hsa-miR133a-3p
hsa-miR145-5p
hsa-miR155-5p

hsa-miR17-5p

Log2 Fold Change

Sekil 4: BIBR1532 uygulanan MCF-10A, MCF-7 ve MKKH’ndeki miRNA’larin Is1

Haritasi
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4.2.1 BIBR1532’nin MCF-10A Hiicrelerindeki miRNA Profili Uzerine Etkisi

Tablo 6: BIBR1532 uygulanan MCF-10A Hiicrelerindeki miRNA Degisimi

Fold Change (comparing to control group)
Group 1
Position |Mature ID Fold Change |Log2 Fold Change Fold Regulation p-value (comparing to control group)
1|hsa-let-7e-5p 1,20 0,26 1,20 0,400000
2|hsa-miR19a-3p |1,10 0,14 1,10 0,083000
3|hsa-miR-106a-5p |1,05 0,07 1,05 0,080000
4|hsa-miR21-5p 1,08 0,11 1,08 0,090000
5|hsa-miR-10a-5p |1,59 0,67 1,59 0,077000
6|hsa-miR221-5p |1,66 0,73 1,66 0,070000
7|hsa-miR-126-5p [1,21 0,28 1,21 0,090000
8|hsa-miR708-5p |[1,35 0,43 1,35 0,400000
9|hsa-miR133a-3p |1,65 0,72 1,65 0,400000
10|hsa-miR145-5p |1,47 0,56 147 0,200000
11|hsa-miR155-5p |1,66 0,73 1,66 0,091000
12|hsa-miR17-5p 1,33 0,41 1,33 0,100000

BIBR1532 uygulanan MCF-10A hiicrelerinde, miRNA profili lizerinde anlamli bir
degisiklik gézlemlenmedi.
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4.2.2 BIBR1532’nin MCF-7 Hiicrelerindeki miRNA Profili Uzerine Etkisi

Tablo 7: BIBR1532 uygulanan MCF-7 Hiicrelerindeki miRNA Degisimi

Fold Change [comparing to control group)

Position |Mature ID Fold Change Log? Fold Change Fold Regulation |p-value {comparing to control group)
1[hsa-let-7e-5p 12.01 3,59 12.01 0.015020
2[hsa-miR19a-3p 1.24 0,31 1.24 <0.001
3|hsa-miR-106a-3p [1.24 0,31 1.24 <0.001
4|hsa-miR21-5p 0.13 -2,94 -7.62 0.009574
5[hsa-miR-10a-5p 0.22 1,15 2.22 <0.001
6[hsa-miR221-5p 1.27 0,34 1.27 =0.001
7|hsa-miR-126-5p 2.38 1,25 2.38 <0.001
8[hsa-miR708-5p 0.22 -2,18 -4.53 =0.001
9|hsa-miR133a-3p 1.66 0,73 1.66 <0.001

10{hsa-miR145-5p 0.34 -1,56 -2.05 =0.001
11{hsa-miR155-5p 0.14 -2,84 -71.16 <0.001
12{hsa-miR17-5p 0.10 -3,32 -10.48 <0.001
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Grafik 1: BIBR1532 uygulanan MCF-7 hiicrelerinde miRNA Kat Regiilasyonu
Grafigi

BIBR1532 uygulanan MCF-7 hiicrelerinde, let-7e-5p ekspresyonu 12.01 kat, miR-
10a-5p ekspresyonu 2.22 kat, miR-133a-3p ekspresyonu 1.66 kat, miR-126-5p
ekspresyonu 2.38 kat artmistir. Buna karsilik bu hiicrelerde miR-21-5p ekspresyonu
7.62 kat, miR-155-5p ekspresyonu 7.16 kat azalmistir.
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4.2.3 BIBR1532’nin MKKH’ndeki miRNA Profili Uzerine Etkisi

Tablo 8: BIBR1532 uygulanan MKKH’ ndeki miRNA Degisimi

Fold Change {comparing to control group)

Group 1
Position |Mature ID Fold Change Log? Fold Change Fold Regulation |p-value {comparing to control group)
1|hsa-let-7e-5p 0.05 -4,32 -21.97 0.001938
2|hsa-miR19a-3p 4.22 2,08 4.22 0.042392
3|hsa-miR-106a-5p |0.31 -1,69 -3.24 0.032257
4|hsa-miR21-5p 0.12 -3,06 -8.62 0.006015
5|hsa-miR-10a-3p |0.19 -2,40 -5.40 0.068266
6|hsa-miR221-5p 0.74 -0,43 -1.34 0.422488
7|hsa-miR-126-3p |0.78 -0,36 -1.29 0.008957
8|hsa-miR708-5p 0.62 -0,69 -1.60 0.903972
9|hsa-miR133a-3p |0.48 -1,06 -2.07 0.212123
10|hsa-miR145-5p 0.40 -1,32 -2.48 0.034303
11|hsa-miR155-5p 0.39 -1,36 -2.54 0.067429
12|hsa-miR17-5p 0.21 -2,25 -4.73 0.069711
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Grafik 2: BIBR1532 uygulanan MKKH’nde miRNA Kat Regiilasyonu Grafigi

BIBR1532 uygulanan MKKH’nde miR-21-5p ekspresyonu 8.62 kat, miR-221-5p
ekspresyonu 1.34 kat ve miR-155-5p ekspresyonu 2.54 kat azalmustir.
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Tartisma

Kanserin hiicresel seviyedeki gelisimi, DNA'daki somatik mutasyon birikimini
takiben gerceklesen metabolizma sirasinda iiretilen serbest radikaller gibi endojen
siirecler veya radyasyon, kimyasal karsinojenler gibi eksojen siiregler sonunda olusan
genetik hasardan kaynaklanmaktadir. Normal sartlarda hiicre, bu hasar1 tamir etmek
icin ¢esitli mekanizmalart kullanmaktadir ancak meydana gelen c¢esitli hatalar
sonucunda bu hasar tamir edilememekte ve genomda kalict degisiklige sebep
olmaktadir. Hiicre genetiginde meydana gelen bu hasar, hiicrelerin proliferasyon,
apoptoz, hiicre yaslanmasi, hiicre boliinmesi gibi siireclerinin anormal bir sekilde
gerceklesmesine sebep olmaktadir (Bertram, 2001). Genomik olarak kararsiz olan bu
hiicrelerde yiiksek oranda hiicre biiylimesi, sinirsiz replikatif potansiyeli, apoptozdan
kacinma mekanizmasi, invazyon ve metastaz yetenegi goriilmektedir. Bu hiicrelerin
kontrolstiz bir sekilde biiylimesi ve ¢ogalmasi kansere neden olmaktadir (Hanahan &

Weinberg, 2000).

Meme kanseri, kadmlarda en sik goriilen kanserdir. Cogunlukla lobiillerde
goriilmesine ragmen memenin herhangi bir yerinde meydana gelen anormal hiicre
bliylimesi meme kanserine neden olabilmektedir. Meme kanserlerinin biiyiik
c¢ogunlugu invazivdir ve komsu dokulara metastaz yapmaktadirlar (Winters, Martin,
Murphy, & Shokar, 2017). Ozellikle meme kanserinin orta ve gec evrelerde metastaz
yapma egilimi daha yiiksektir (He et al., 2020). Meme kanseri molekiiler 6zellikleri
baz alinarak HER?2 ile zenginlestirilmis alt tip, Lumial A, Luminal B ve bazal benzeri
alt tip olmak iizere 4 alt tipe ayrilmaktadir (Johnson, Conant, & Soo, 2021). Luminal
alt tipler (Luminal A ve Luminal B), en sik goriilen alt tip olup meme kanseri
vakalarinin %60-70 kadarini olusturmaktadir. Progesteron reseptorii (PR) ve Ostrojen
reseptorii (ER) ekspresyonu goriilmektedir (Johnson et al., 2021). HER2 ile
zenginlestirilmis alt tip, meme kanseri hastalarinin %10-20 kadarinda goriilmektedir.
Bu alt tipte, hem RNA hem de protein diizeyinde HER2 ve proliferasyon ile iligkili
genlerin yiiksek ekspresyonu goriilimektedir. Genom boyunca en yiiksek sayida
mutasyon gosteren alt tiptir (Johnson et al., 2021; Prat et al., 2015). Bazal benzeri alt
tip, meme kanseri vakalarimin %15’ini olusturmaktadir. Cogu zaman tani aninda

biiytliktiir ve yiiksek uzak niiks oranina sahiptir. Bazal benzeri alt tip, ER ile PR
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ekspresyonu gostermemektedir. Buna karsilik proliferasyonla iliskili genlerin ve cildin
bazal tabakasi tarafindan ifade edilen keratinlerin yiiksek ifadesi ile karakterize
edilmektedir. Bazal benzeri alt tip, liclii negatif meme kanserleri (TNBC) arasinda
baskindir ve tiim TNBC'lerin %70-80'ini olusturmaktadir (Johnson et al., 2021; Prat et
al., 2015; P. Tang & Tse, 2016).

Meme kanserinin her bireyde degisen morfolojik ve molekiiler 6zelliklerinden dolay1
asirt heterojen ve karmasik olmasi, tedaviye yaniti zorlastirmaktadir. Yapilan
caligmalar, ayni tip meme kanseri hastalarimin bile tedaviye yanitlarinin farkl
oldugunu rapor etmistir (Luque-Bolivar, Pérez-Mora, Villegas, & Rondon-Lagos,
2020). Baslangicta meme kanseri hastalari, tedaviye yanit veriyor olsa da sonrasinda
genetik, epigenetik ve molekiiler faktorlerin etkisiyle tedavi direnci gelistirmektedirler
(Y. Tang, Wang, Kiani, & Wang, 2016). MKKH, tedavi direncinin ana sebeplerinden
biridir. Kendini yenileme ve farklilasma potansiyeline sahip MKKH, kemoterapi ve
radyoterapiye kars1 duyarsiz hiicrelerdir ve az sayidaki MKKH bile tiim6r olusumunu
baslatabilmektedir (L. Zhang et al., 2023). MKKH, sadece meme kok hiicrelerinin ya
da progenitorlerin kendini yenileme yeteneklerini asir1 aktive eden mutasyonlarla
degil, aym1 zamanda tedavi sirasinda meydana gelen mikro ¢evresel bilesenlerin,
kanser hiicrelerini indiikleyerek farklilasmasi sonucunda da olusabilmektedir (Bai, Ni,

Beretov, Graham, & Li, 2018).

Kanser hiicrelerini 6ldiirebilen geleneksel tedavi yontemleri, KKH iizerinde etkili
olmamaktadir ve bu hiicreler kendini yenilemeye devam etmektedir (Bai et al., 2018).
KKH’nin plastisite yetenegi, epitelyal ve mezenkimal hiicreler arasinda esnek
fenotipik doniisiime neden olmaktadir. Bu durum, KKH’nin sadece epitelyal ya da
sadece mezenkimal odakli terapi ile tedavi edilmesini zorlastirmaktadir (Zhou et al.,
2023). Kemoterapi, mitotik boliinmeyi engelleyerek ve DNA hasar1 olusturarak
yiiksek proliferatif hizina sahip kanser hiicrelerini 6ldiirmektedir fakat KKH, diisiik
proliferatif hizina sahiptir ve kemoterapiden daha az etkilenmektedir. Ayrica, KKH,
yiiksek oranda B-hiicreli lenfoma, ATP tastyici ailesi, ALDHI1 ekspresyonuna, daha

yavas hiicre boliinmesine, daha yiiksek DNA hasar yanit1 oranina ve apoptoza direng
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mekanizmasina sahiptirler. Bu 6zellikleri ile kemoterapdtik ajanlari, hiicre iginde daha

kolay bir sekilde inaktive etmektedirler (Barbato, Bocchetti, Di Biase, & Regad, 2019).

Kanser hiicrelerinin ve KKH’lerinin onemli bir 6zelligi de yiksek telomeraz
aktivitesine sahip olmalaridir. Meme karsinomlarmin %90’1indan fazlasinda ytiksek
telomeraz aktivasyonu goriilmekle birlikte meme kanseri hiicrelerinin telomer

uzunlugu, normal hiicrelerdeki telomerlere gore daha kisadir (Herbert et al., 2001).

Meme kanserindeki yiiksek telomeraz aktivitesi, tiimor agresifligi ile pozitif bir
korelasyon gostermektedir ve literatiirde meme kanseri hastalarinda goriilen yiiksek
hTERT mRNA seviyesinin kanserin agresifligi ile iliskili oldugunu gdsteren
calismalar mevcuttur (Biéche et al., 2000; Clark, Osborne, Levitt, Wu, & Kim, 1997;
Hoos et al., 1998; Roos et al., 1998). hTERT'in kanonik olmayan islevleri, meme
kanseri hiicrelerinin otofaji, EMT, hiicre dongiisii, apoptoz, yaslilik, migrasyon

stireglerinin diizenlenmesinde rol oynamaktadir (R. Yang et al., 2023).

Kisa telomer uzunlugu, kanser hiicrelerinin hizli boliinme orani, telomeraz enziminin
somatik hiicrelerde zayif sekilde eksprese edilmesi, kanser hiicrelerinin %85'inin
telomeraz eksprese ederek telomer uzunlugunu korumasi, meme kanseri de dahil
olmak iizere pek ¢ok kanserin tedavisinde telomeraz inhibisyonu yontemini
kullanmanin spesifik olarak tiimorleri hedeflemek icin kullanilabilecek bir tedavi

secenegi oldugunu diistindlirmektedir (Jaiswal & Yadava, 2020; Mustafa, 2024).

Meme kanserinde ve MKKH’nde goriilen yiiksek telomeraz aktivitesi ¢esitli yollarla
inhibe edilmis ve bu durumun meme kanseri ve MKKH nin tiimoérojenik davraniglarini
baskiladig1 rapor edilmistir (Aboelela et al., 2020; Armando et al., 2022; Cassar et al.,
2017; Cerone et al., 2006; Dogan et al., 2019; Joseph et al., 2010; Koziel & Herbert,
2015; Kusoglu et al., 2020; Mazloumi et al., 2023; Rao et al., 2016).
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Calismamizda kullanilan telomeraz inhibitorii BIBR1532, telomerazin TERT alt
birimine baglanmakta ve rutin olarak kullanilmaktadir (Bryan et al., 2015). Shi ve ark.
yaptig1 ¢alismada MCF-7 hiicrelerinde BIBR1532’nin 48. Saat i¢in ICso degeri 10.4
uM bulunmustur ancak ¢calismada MKKH i¢in BIBR1532’nin herhangi bir ICso degeri
yoktur (Y. Shi et al., 2015). Dogan ve ark. yaptig1 calismada MCF-10A hiicrelerinde
48 saat i¢in BIBR1532 ICso degeri 29.07 uM, MCF-7 hiicrelerinde 48 saat i¢in
BIBR1532 ICso degeri 34.59 uM, MKKH’nde 48 saat i¢in BIBR1532 ICso degeri
29.91 uM olarak bulunmus ve bu degerler calismamizda kullanilmistir (Dogan et al.,
2019). Literatiire gz attigimizda BIBR1532°nin MCF-7 ve MKKH’nde apoptozu
indiikledigi ve bu hiicrelerde hiicre dongiisiiniin G2/M fazinda durmasini artirdigi
bildirilmistir. Ancak BIBR1532, MCF-10 hiicrelerinde apoptoz ve hiicre dongiisii
tizerine anlaml bir degisiklie neden olmamaktadir (Dogan et al., 2019). MCF-7
hiicrelerinde BIBR1532’nin paklitaksel ile kombinasyonunun ise bu hiicrelerde hiicre
dongiisiinii S fazinda durdurdugu rapor edilmistir (Y. Shi et al., 2015). BIBR1532,
MKKH’nde kiire olusumunu ve migrasyonu azaltmakta, EMT ile iligkili genlerin

ekspresyonunu diizenlemektedir (Kusoglu et al., 2020).

Calin ve ark. 2002 yilinda kronik lenfositik 16semide kritik bir bolge olan 13ql4
bolgesindeki miR-15 ve miR-16’nin silinmesinin kanserle iliskili olduklarini
kesfetmeleri, kanser arastirmalarinda miRNA’lar1 hedef alan c¢alismalarin Oniinii
acmistir (Calin et al., 2002). O zamanda beri yapilan calismalar neticesinde
miRNA'larin kanserde onkojenik ya da tiimor baskilayici rol oynadigi bulunmustur.
Kanser hiicreleri, diizensiz miRNA ekspresyonu gostermektedir ve miRNA’lar, kanser
hiicrelerinin proliferasyonunu, apoptozunu, metastazini, ilag direncini, epigenetik
stireglerini ve anjiyogenezini diizenlemektedir (Acunzo, Romano, Wernicke, & Croce,

2015; Kisseljov, 2014; Nana-Sinkam & Croce, 2014).

Kanser gelisimine katkida bulunan, onkomiR olarak adlandirilan belirli miRNA’lar
bulunmaktadir. miR-9, kanser hiicrelerinde anjiyogenez siirecini desteklerken miR-
155 ve miR-375 kanser hiicrelerinin proliferasyonunu desteklemektedir. miR-373,
miR-182, miR-10b ve miR-520c, kanser hiicrelerinde invazyon mekanizmalari
tizerinde onkojenik roller oynamaktadir. miR-10b, twist-related protein 1 (TWISTI)

hedef geni vasitasiyla meme kanseri invazyonunu desteklemektedir. miR-22, miR-

31



181a, miR-221 ve miR-222, kanser hiicrelerinin EMT mekanizmasini1 destekleyici

onkomiR’lerdir (Sidorova et al., 2023).

Timor baskilayict miRNA’lar, kanser siireglerini ve davranislarini inhibe eden
miRNA’lardir. En 6nemli tiimor baskilayict miRNA’lar, let-7 ailesidir. Let-7 ailesi,
kanserde hiicre gogiinii ve istilay1 inhibe etmektedir. Meme kanserinde, let-7 ailesinin,
H-RAS ve HGMAZ2 aktivitesini baskilamaktadir. miR-200 ailesi de kanserde, dnemli
bir tiimor baskilayict miRNA ailesidir. ZEB1 ve ZEB2 genlerinin ekspresyonunu
diizenleyerek, kanserde EMT siirecini baskilamaktadir. Kanser hiicrelerinde
ekspresyonu azaldigini bilinen miR-145, kanserde anjiyogenez ve tiimor biiylimesini

inhibe etmektedir (Sidorova et al., 2023)

Meme kanserinde ve MKKH’nde de miRNA’larin tiimdr baskilayici ya da onkojenik
onemli rolleri bulunmaktadir. Bu hiicrelerde tiimor baskilayict miRNA’larin
ekspresyonunu artirmak ve onkojenik miRNA’larin ekspresyonunu azaltmak icin
cesitli yontemler kullanilmaktadir. Calismamizda kullandigimiz telomeraz inhibitorii
BIBR1532’nin NB4 16semi hiicrelerinde miRNA profilini 6nemli 6l¢iide degistirdigi
rapor edilmistir. Bu miRNA’lar arasinda let-7, miR-125a-5p, miR-21, miR-125b,
miR-127-5p, miR-9, miR-10b, miR-150, miR-146b, miR-146a, miR-183, miR-184,
miR-23b, miR-203, miR-218, miR-222, miR-29b gibi O6nemli miRNA’lar
bulunmaktadir (Pourbagheri-Sigaroodi et al., 2019). Bu calisma BIBR1532’nin
miRNA ile iligkisinin oldugu tek literatiir calismasidir. BIBR1532’nin meme kanseri
hiicrelerinde ve MKKH’nde miRNA profili {izerine etkileri bilinmemektedir. Bu

durum ¢alismamizin 6zgiin degerini artiran ¢ok dnemli bir unsurdur.

Calismamizda BIBR1532 uygulanan MCF-10A hiicrelerinde miRNA profili lizerinde

anlamli bir degisiklik goriilmemistir.

Caligmamizda BIBR1532 uygulanan MCF-7 hiicrelerinde tiimor baskilayict rol
oynayan let-7e-5p, miR-10a-5p ve miR-126-5p ekspresyonlarinin arttigr bulunmustur.
Bu hiicrelerde let-7e-5p ekspresyonu 12.01 kat, miR-10a-5p ekspresyonu 2.22 kat,
miR-126-5p ekspresyonu 2.38 kat artmistir. Buna karsilik BIBR1532 uygulanan MCF-

7 hiicrelerinde onkojenik rol oynayan miR-21-5p ve miR-155-5p ekspresyonlarinin ise
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azaldig1 bulunmustur. Bu hiicrelerde miR-21-5p ekspresyonu 7.62 kat, miR-155-5p

ekspresyonu 7.16 kat azalmistir.

Calismamizda BIBR1532 uygulanan MKKH’nde BIBR1532’nin timd6r baskilayici
miRNAlar lizerine etkisi gozlemlenmezken onkojenik miRNA’lar miR-21-5p, miR-
221-5p ve miR-155-5p ekspresyonlarini azalttig1 bulunmustur. Bu hiicrelerde miR-21-
5p ekspresyonu 8.62 kat, miR-221-5p ekspresyonu 1.32 kat, miR-155-5p ekspresyonu
2.54 kat azalmstir.

Let-7 ailesi, kanserde tiimor baskilayici rol oynayan 6nemli bir miRNA ailesidir. 12
liyeden olusan Let-7 ailesinin kanserde azalan ekspresyonu, kanserin yliksek
agresifligi ile iligkilidir (Su, Chen, Johansson, & Kuo, 2012). Calismamizda
kullandigimiz MCF-7 hiicre hatt1, hormon reseptorleri ekspresyonu gosteren bir hiicre
hattidir. Tim Let-7 ailesi liyesi olan miRNA’lar, ER-a pozitif meme kanseri
dokularinda asag1 regiile olma egilimindedirler. ER ekspresyonu ile Let-7 ailesi
miRNA’larinin ekspresyonu arasinda ters bir korelasyon bulunmaktadir (Y. Zhao et
al., 2011). Let-7 tiyeleri, KKH’nin koloni olusturma, farklilasma ve rejeneratif
ozellikleri baskilamaktadir (Ma, Shen, Wicha, & Luo, 2021). Let-7 iiyeleri, RAS ve
HMGAZ2’yi hedefleyerek meme kanseri hiicrelerinin kendini yenileme ve tlimor
olusturma yeteneklerini 6nemli 6l¢iide baskilamaktadir (Thammaiah & Jayaram,
2016). Let-7e-5p, Let-7 ailesinin 12 {iyesinden biridir. Let-7e-5p, ekspresyonu, meme
kanseri hastalarinda tiimor evresi arttikca korele ve anlamli bir sekilde azalmaktadir.
Bu durum meme kanseri hastalarinda, timor evresini belirlemek icin let-7e-5p’nin
giivenilir bir biyobelirte¢ oldugunu gostermektedir (Oztemur et al., 2015). Let-7e-5p,
meme kanserinde sadece belirteg gorevi gormemektedir. Doksorubisine direngli MCF-
7 hiicrelerinde, let-7e-5p ekspresyonunun anlamli derecede azaldig: bilinmektedir ve
meme kanserindeki diren¢ mekanizmasinda etkili olabilecegi diistiniilmektedir (Lv et
al., 2014). Let-7e-5p’nin azalan ekspresyonu, MCF-7 hiicrelerinin hiicre dongiisiiniin
ilerlemesini desteklemektedir. Bu hiicrelerde let-7e-5p’nin hedef genlerinden biri
hiicre dongiistinde 6nemli rolii olan Siklin D’dir. Siklin D ve let-7e-5p ekspresyonlari
arasinda negatif bir korelasyon bulunmaktadir. Artan let-7e-5p ekspresyonu, MCF-7
hiicrelerinde Siklin D seviyesini azaltarak hiicre dongiisii durmasini indiiklemektedir

(Mitra, Das, Huynh, & Jones, 2011).

33



Calismamiz sonucunda BIBR1532 uygulanan MCF-7 hiicrelerinde let-7e-5p
ekspresyonu 12.01 kat artt1g1 bulunmustur. Literatiir bilgilerini géz 6niine aldigimizda
meme kanserinde tiimor baskilayict rol oynayan let-7e-5p’nin MCF-7 hiicrelerinde
BIBR1532 uygulanmasi ile ekspresyonunun artmast meme kanserinin tiimdrojenik
davraniglar1 baskilamak ve diren¢ mekanizmasinin iistesinde gelmek i¢in iyi bir

yontem olabilecegini diisiindiirtmektedir.

miR-10a, meme kanserinde tiimor baskilayici rol oynamaktadir. Ke ve ark. yaptigi
calismada MCF-7 ve MDA-MB-231 hiicrelerinde miR-10a ekspresyonunun azaldigini
bulmuslardir. miR-10a’nin bu hiicre hatlarinda PI3K/Akt/mTOR sinyal yolagini
hedefleyerek migrasyon ve proliferasyon siireglerini inhibe ettigini ve apoptozu
indiikledigini belirlemislerdir (Ke & Lou, 2017). Zhang ve ark. yaptig1 caligmada
miR-10a-5p’nin MCF-7 hiicre hattinda asagi regiile edildigini ve bu hiicrelerde
proliferasyonu inhibe ettigini desteklemislerdir. Calismalarinda S-equol kullanarak
MCF-7 hiicrelerinde miR-10a-5p ekspresyonunu artirmiglardir. Artan miR-10a-5p
ekspresyonu MCF-7 hiicrelerinde PI3K pl10a ekspresyonunu ve Akt proteininin
aktivasyonunu inhibe ederek apoptozla iliskili proteinlerin ekspresyonunun artirarak
apoptozu indiiklemistir (J. Zhang et al., 2019). B-SDG ile ekspresyonu artirilan miR-
10a-5p, MCF-7 hiicrelerinde PI3K/Akt sinyal yolagini baskilayarak apoptozu
indiiklemistir (Xu et al., 2018). Khan ve ark. insan 6rnekleri ile yaptiklar ¢alismada
da miR-10a ekspresyonunun meme kanserinde azaldigmi bulmuslardir. Insan
orneklerinde yapilan ¢aligmanin devaminda meme kanserinde tiimdr baskilayici rolleri
olan RARP ve THRo genleri ile miR-10a ekspresyonu arasinda pozitif bir korelasyon
goriilmiistiir (Khan et al., 2015). Tamoksifen ile tedavi edilen ER+ erken evre meme
kanseri hastalarinda azalan miR-10a ve miR-126 ekspresyonu, hastaligin niiksiiz
gecen siiresi ile anlamli bir sekilde koreledir. Bu durum meme kanserinde niiks i¢in

belirte¢ olarak kullanilma potansiyellerini gostermektedir (Hoppe et al., 2013).

Calismamizda BIBR1532 uygulanan MCF-7 hiicre hattinda miR-10a-5p
ekspresyonunun 2.22 kat arttig1 bulunmustur. Tiimor baskilayict olan miR-10a-5p’nin
MCF-7 hiicrelerinde BIBR1532 uygulanmasindan sonra artig1 ajanimizin meme
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kanseri tedavisinde tiimor baskilayict miRNA’larin ekspresyonunu artirmak i¢in etkili

oldugunu desteklemektedir.

miR-126, meme kanseri hastalarinda ve meme kanseri hiicre hatlarinda asag regiile
edilmektedir (C. Z. Wang, Yuan, & Li, 2015). TNBC dokularinda azalan miR-126-5p
ekspresyonunun timor boyutu ile iliskilidir (Paszek et al., 2017). Artan miR-126
ekspresyonu, meme kanseri hiicrelerinde invazyonu 6nemli 6l¢iide inhibe etmekte ve
metastaz siirecinde rol oynayan ADAMY proteinin seviyesini diistirmektedir (C. Z.
Wang et al., 2015). Alhasan’in MCF-7 hiicrelerinde yaptig1 c¢alisma, artan miR-126
ekspresyonunun bu hiicrelerde proliferasyonu azalttigini ve hiicre dongiisii durmasini
tetikledigini rapor etmistir (Alhasan, 2019). miR-126-5p ekspresyonun MCF-7

hiicrelerinde migrasyonu azalttig1 da rapor edilmistir (Miao, Lu, Fan, & Sun, 2020).

Calismamizda  BIBR1532  uygulanan MCF-7  hiicrelerinde = miR-126-5p
ekspresyonunun 2.38 kat arttig1 bulunmustur. Meme kanserinde tiimor baskilayici rol
oynayan miR-126-5p ekspresyonun artmasi, BIBRI1532’nin meme kanseri

tedavisindeki potansiyel roliinii diisiindiirtmektedir.

miR-133a-3p, meme kanseri hiicrelerinde normal hiicrelere gore asagi regiile
edilmektedir. Agresif meme kanseri hiicrelerinde de agresif olmayan ya da daha az
agresif olan meme kanseri hiicrelerine gore daha az ifade edilmektedir. miR-133a-3p
ifadesinin susturulmasi meme kanseri metastazini, proliferasyonunu ve kokliligtint
tesvik etmektedir (W. Shi et al., 2019). Garcid-Magallanes ve ark., meme kanseri olan
ve olmayan kadin hastalardan alinan serum 6rneklerinde miR-133a-3p ekspresyonunu
incelemislerdir. Meme kanseri hastalarinda ER veya PR varliginda ve HER2
yoklugunda miR-133a-3p ekspresyonu anlamli bir sekilde azalmistir. Meme kanseri
teshisi alan hastalarin %80’inde ER veya PR pozitif, %70’inde ise HER2 negatif
olmasit miR-133a-3p ekspresyonunun meme kanserindeki Onemini gdstermektedir
(Garcia-Magallanes et al., 2020). Meme kanseri hiicrelerinde puerarinin ile birlikte
miR-133a-3p tedavisi uygulandiginda meme kanseri hiicrelerinin hiicre canliligi
azalirken bu hiicrelerdeki apoptoz artmistir. Bu etki sadece miR-133a-3p mimikleri

verildigi meme kanseri hiicrelerinde de goriilmiistiir ancak puerarinin ile birlikte
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verilen miR-133a-3p mimikleri daha etkili olmustur (Z. Li, Xu, Ren, Xu, & Chen,
2019).

Calismamizda BIBR1532 kullanilan MCF-7 hiicre hattinda timdr baskilayici rol
oynayan miR-133a-3p ekspresyonu 1.66 kat artmistir. Calismamizda telomeraz
inhibitorii BIBR1532’nin MCF-7 hiicrelerinde 6nemli rolleri bulunan 4 timor
baskilayict miRNA (let-7e-5p, miR-10a-5p, miR-126-5p ve miR-133a-3p)

ekspresyonunu artirmasi umut vericidir.

miR-21-5p, tiim kanserlerde bilinen onkojenik bir miRNA’dir. miR-21-5p, tim meme
kanseri alt tiplerinde en sik ekspresyonu goézlemlenen miRNA’dir (Sekilde et al.,
2019). miR-21-5p, meme kanseri hastalarinda, dokularinda ve direngli meme kanseri
hiicrelerinde yukari regiile edilmektedir. (Liu et al., 2021; Saffari, Momeni, Ramezani,
Ansari, & Moghbelinejad, 2023; Tao, Wu, & Zhang, 2019; Y. Zhang et al., 2022).
Plazma eksozomal miR-21-5p, meme kanseri hastalarinda anlamli bir sekilde
artmaktadir ve saglikli bireyler ile meme kanseri hastalarini etkili bir sekilde ayirt
edebilmektedir (Liu et al., 2021). miR-21-5p’in asir1 ekspresyonu, radyasyona direncli
meme kanseri hiicrelerinin hayatta kalma oranimi artirirken apoptoz oranlarin
azaltmaktadir (Saffari et al., 2023). miR-21-5p’nin meme kanserindeki onkojenik
roliinden otiirii ¢esitli ajanlar ve molekiiller ile susturulmasi ile meme kanserindeki
roliine iliskin ¢caligmalar bulunmaktadir. Bunlardan biri Wang ve ark. Long non-coding
RNA CASCT7 kullanarak MCF-7 hiicrelerinde miR-21-5p’nin susturulmasidir. Meme
kanserinde tiimor baskilayict rol oynayan LncRNA CASC7, miR-21-5p
ekspresyonunu asagi regiile ederek malign davranislarin baskilanmasima yardime1
olmaktadir (G. Wang, Duan, Liu, & Wei, 2021). miR-21-5p’nin susturulmas: ile
paklitaksel direncli meme kanseri hiicrelerinde direng hafifletilmekte ve in vivo olarak
tiimor biiyimesi inhibe edilmektedir (Tao et al., 2019). miR-21-5p inhibitorii ve
reversin verilen meme kanseri hiicrelerinde apoptoz artarken hiicre proliferasyonu ve
migrasyonu baskilanmaktadir (Y. Zhang et al., 2022). Meme kanseri hiicrelerine anti-
miR-21-5p verildiginde ise bu hiicrelerde glikoz alimi, laktat {iretimi ve ATP seviyeleri

onemli Ol¢iide artmaktadir (N. Li et al., 2022).
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miR-21-5p, MKKH’nde de onkojenik rol oynayarak bu hiicrelerin kokliiliik
ozelliklerini desteklemektedir. miR-21-5p'nin asir1 ekspresyonu, MKKH'nde OCT3 ve
OCT4 ekspresyonunu arttirmaktadir. Ek olarak, MKKH’nde miR-21-5p ifadesi
nedeniyle artan SNAIl ve N-cadherin ekspresyonlart nedeniyle EMT
desteklenmektedir (Babadag, Altundag-Erdogan, Akkaya-Ulum, & Celebi-Saltik,
2024).

Calismamizda BIBR 1532 uygulanan MCF-7 hiicrelerinde miR-21-5p ekspresyonunun
7.62 kat, BIBR1532 uygulanan MKKH’nde ise 8.62 kat azaldigi bulunmustur. Hem
MCF-7 hiicrelerinde hem de MKKH’nde BIBR1532’nin onkojenik miRNA miR-21-

5p ifadesini azaltmasinin 6nemli bir sonug¢ oldugunu diisiinmekteyiz.

miR-155-5p de miR-21-5p gibi meme kanserinde onkojenik davranan bir miRNA’dir.
Meme kanserinde yukari regiile edilen miR-155-5p, olumsuz prognostik 6zelliklerle
iligkilidir. Yiiksek miR-155-5p seviyesine sahip meme kanseri hastalari, bazal benzeri
alt tiple ya da HER2 ile zenginlestirilmis alt tiple, diisiik miR-155-5p seviyesine sahip
meme kanseri hastalar1 ise Luminal A ve Luminal B alt tiplerle karakterize
edilmektedir (Pasculli et al., 2020). miR-155-5p, meme kanseri hiicrelerinde invazyon
ve hiicre canliligini artiriken paklitaksel kaynakli apoptoz direncini de
indiiklemektedir (Y. Li et al., 2021). Ancak paklitaksel direncine sahip MCF-7
hiicrelerinde NT21PM kullanilarak miR-155-5p’nin asagi regiile edildigi ve bunun
hiicreleri paklitaksele duyarli hale getirdigi rapor edilmistir (Y. Wang et al., 2018).
TNBC hiicrelerinde ise miR-155-5p, bufalin kaynakli apoptozu azaltmakta ve
hiicrelerin proliferasyonunu desteklemektedir (Q. Wang et al., 2016).

Abtin ve ark. oleuropein kullanarak meme kanserinde hem miR-21 hem de miR-155
ekspresyonunu Onemli Olc¢lide azaltmiglardir (Abtin et al., 2018). Calismamizda
kullandigimiz BIBR1532 ajan1 da MCF-7 hiicrelerinde ayni anda hem miR-21 hem de
miR-155 ekspresyonu azaltmistir. BIBR1532 uygulanan MCF-7 hiicrelerinde miR-21-
Sp ekspresyonu 7.62 kat, miR-155-5p ekspresyonu ise 7.16 kat azalmistir. Bizim

calismamizda MCF-7 hiicrelerinde bu iki onkojenik miRNA’larin ekspresyonunun
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azalmasma ek olarak 4 timor baskilayict miRNA ekspresyonunun arttigi

belirlenmistir.

miR-155-5p ekspresyonu, kok benzeri 6zelliklerle yakindan iligkilidir ve kanser kok
hiicresi olusumunu destekleyebilmektedir. miR-155-5p’nin asir1  ekspresyonu,
MKKH’nde de goriilmektedir. Yiiksek miR-155-5p ekspresyonu meme kanseri
hiicrelerinin kokliiliigiinii CYLD ve Sharp-1'e baglanarak desteklemektedir. miR-155-
Sp’nin susturulmast meme hiicrelerinin kok benzeri 6zelliklerini baskilamaktadir

(Han, 2023; Zuo et al., 2018).

Calismamizda BIBR1532 uygulanan MKKH’nde miR-155-5p ekspresyonunun 2.54
kat azaldigr bulunmustur. miR-155-5p ekspresyonun hem BIBR1532 uygulanan
MCF-7 hiicrelerinde hem de BIBR1532 uygulanan MKKH’nde azalmasi énemli ve
dikkat ¢ekici bir bulgudur.

miR-221-5p, meme kanseri hiicrelerinde ve kanser ile iligkili fibroblastlarda (CAF)
yukar1 regiile edilmektedir (Niu, Zhang, & Ma, 2019; L. Zhao et al., 2012). Meme
kanseri hastalarinda yliksek miR-221-5p ekspresyonu, kotii prognoz ve uzak lenf nodu
metastazi ile iliskilendirilmistir. miR-221-5p’nin meme kanseri hiicrelerinde
susturulmasi ise proliferasyon, invazyon ve migrasyon siireclerini baskilamaktadir
(Niu et al., 2019). MKKH’nde yukar regiile edilen miR-221-5p, bu hiicrelerde
mammosfer sayisint ve Onemli kok hiicre belirtecleri Nanog, OCT3, OCT4
ekspresyonunu artirmaktadir (Roscigno et al., 2016). Li ve ark. hem in vitro hem de in
vivo yaptiklart deneylerde miR-221’in artan ifadesi ve PTEN yikiminin MCF-7
hiicrelerinde CD44 + / CD24 - MKKH'in oranin1 zenginlestirdigini, mammosfer
olusturma yetenegini ve ALDHI ekspresyonunun onemli Olclide artirdigim

bildirmislerdir (B. Li et al., 2017).

Caligmamizda BIBR1532 uygulanan MKKH nde miR-221-5p ifadesi 1.34 kat azaldig1

bulunmustur.
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Sonug¢ ve Oneriler

Bu yiiksek lisans tezinde MCF-10A, MCF-7 ve MKKH hatlar1 kullanarak telomeraz
inhibitérii BIBR1532°nin  bu hiicrelerdeki miRNA profili {iizerine etkisinin
belirlenmesi amaglanmistir. Bu amag¢ i¢in 12 miRNA’dan olusan plaklar
hazirlanmistir. Belirlenen hiicrelere BIBR1532 uygulamasi yapilmis ve ekspresyon

caligmalari ile BIBR1532’nin miRNA profili lizerindeki etkileri belirlenmistir.

MCF-10A hiicrelerinde BIBR1532, mikroRNA profili lizerinde anlamli bir degisiklige
neden olmamistir. Bunun sebebi su sekilde agiklanabilir: MCF-10 hiicre hatti, saglikli
meme hiicreleridir. Saglikli hiicrelerde telomeraz aktivitesi yok denecek kadar azdir.
BIBR1532 ise niikleosidik olmayan kiiciik molekiillii bir telomeraz inhibitoriidiir. Bu
nedenle bu hiicrelerde etkinliginin olmamasi1 sasirtict degildir ve literatiir

calismalariyla uyusmaktadir.

MCF-7 hiicre hatti, hormon reseptdrleri ekspresyonu gosteren meme kanseri
hiicreleridir. BIBR1532 uyguladigimiz MCF-7 hiicrelerinde 4 tiimor baskilayici
miRNA’nin ekspresyonunun arttigini, 2 onkojenik miRNA’nin ekspresyonunun

azaldigin belirledik.

MKKH’nde ise BIBR1532 uygulanmasi, bu hiicrelerde tiimdr baskilayict miRNA’lar1

etkilemezken 3 onkojenik miRNA nin ekspresyonunu azaltmstir.

Onkojenik miRNA’lar miR-21-5p ve miR-155-5p’nin hem MCF-7 hem de
MKKH’nde ekspresyonlar1 azalmistir. Bu durum, BIBR1532’nin hem meme kanseri
hem de MKKH’nde onkojenik miRNA’lar1 baskilamak i¢in kullanilabilecegini
gosterdigi i¢in ¢ok degerlidir.

Bu bulgular1 g6z o6niinde bulundurarak “Telomeraz inhibitérii BIBR1532, meme

kanseri ve meme kanseri kok hiicrelerinde mikroRNA profilini degistirir.”” hipotezimin
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desteklendigi goriilmektedir. Bulgular ve tartisma kisminda BIBR15322°nin meme
kanseri ve MKKH’ndeki miRNA degisiminin nasil oldugu da detaylica anlatilmigtir.

Ayrica, BIBR1532’nin MCF-7 hiicrelerinde hem tiimdr baskilayici hem de onkojenik
miRNA ekspresyonu {iizerinde anlamli degisiklikler yapmasi, sadece BIBR1532
kullanarak meme kanserinde hem telomeraz inhibisyonu hem onkojenik miRNA
inhibisyonu hem de tiimdr baskilayici miRNA ekspresyonunun artirilmasiin ayni
anda yapilabilecegini gostermektedir. Bu durumun gelecekte meme kanseri tedavisi

ile ilgili yapilacak c¢alismalara 151k tutacagini diistinmekteyiz.

Sonug olarak bu yiiksek lisans tezi ile telomeraz inhibitdrii BIBR1532°nin meme
kanseri ve meme kanseri kok hiicrelerinde miRNA profili {izerine etkilerini
belirleyerek literatiirdeki eksikligi kapattigimizi ve bu alandaki ¢alismalara onciiliik

edecegimizi diistinmekteyiz.
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