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MikroRNA ve Dogal Oldiiriicii Hiicre (Natural Killer Cell) Temelli Kombine
Immiinoterapi Yaklasimmin Uclii Negatif Meme Kanseri Uzerindeki Etkisinin
Arastirilmasi

Ogrencinin Adi: Selda KARAMIL

Danismani: Dog. Dr. Nuray ALTINTAS

Anabilim Dali: T1bbi Biyoloji

1. OZET

Amac: Calismamizda {i¢lii negatif meme kanseri (TNBC) hiicrelerinde miR-3977
ile eEF2K, PD-L1 ve FOXM1 {iclii baskilanmasinin tiimdrigenez iizerindeki etkisinin
yanisira, bu hiicrelerdeki dogal dldiiriicli hiicre (NK) aracilikli immiin yanit etkisinin
belirlenmesi amaglanmustir.

Gerec ve Yontem: Uclii negatif meme kanseri hiicreleri olarak MDA-MB-436,
MDA-MB-231, BT-20 hiicre hatlar1 ve dogal oldiiriicii hiicreler olarak kordon kam
dogal oldirticii hiicreleri ve NK-92 hiicre hatti grubu olarak kullanilacaktir.
Tiimoérogenez c¢alismalart i¢in koloni olusum analizleri, miRNA ve siRNA mimik
transfeksiyonu, RNA ekstraksiyonu, miRNA ve mRNA ters transkripsiyonu, RT-
gPCR analizi, protein ekstraksiyonu ve immiinoblotlama analizi, hiicre hareketliligi,
migrasyon ve invazyon testleri, akim sitometri testi, miRNA nanoparcaciklarinin
hazirlanmasi, ortotopik ksenogreft tiimor modeli ve istatistiksel analiz metotlar
kullanilacaktir. NK ayricalikli immiinoyanitin belirlenmesi ¢alismalari icin ise Ko-
kiiltiir yéntemi uygulanarak Kromiyum (Cr’!) analiz metotlar1 kullanilacaktir.

Bulgular: Calismamizda miR-3977'nin rolii arastirtlmis ve miR-3977'nin
TNBC'de anlamli derecede daha uzun hasta sagkalimi ile iliskili oldugu ve anlamh
derecede daha kisa genel hasta sagkalimi ile iligkili olan proto-onkojenik eEF2K
seviyeleri ile ters korelasyonlu oldugu bulunmustur. Sonuglarimiz miR-3977'nin
eEF2K, PD-L1 ve FOXM1 mRNA'larin 3’-terciime edilmemis bdlgesine (3’-UTR)
dogrudan baglandigin1 ve bu genlerin ekspresyonlarini baskilayarak TNBC’de hiicre
proliferasyonunu, motilitesini ve invazyonunu inhibe ettigini gostermistir. Ayrica,

miR-3977 nanopartikiillerinin sistemik intraperitoneal uygulama ile in vivo terapotik



olarak verilmesi, eEF2K, PD-L1 and FOXMI1 sinyal yolaklarini, intratimoral
proliferasyonu ve anjiyogenezi inhibe ederek ve apoptozu indiikleyerek ortotopik
TNBC tiimdr ksenograft modelinde tiimor biiyiimesini geciktirmistir. Onemli bir
sekilde, calismamizda ilk kez, eEF2K, PD-L1 veya FOXM1 inhibisyonunun NK-92
ve CBNK hiicrelerinin sitotoksisitesini indiikledigi, miR-3977 veya siRNA
tedavilerinin NK aracilikli immiin sistem yanim1 arttirmada etkili olabilecegi
gosterilmistir.

Sonuclar: Calismamiz, ii¢lii negatif meme kanseri hiicrelerinde miR-3977 gen
terapisi ile hem EF2K hem FOXMI1 hem de programlanmis hiicre 6lim (PD-L1)
mekanizmalarinin yeniden aktivasyonunu hem de bu hiicrelere kars1 aktive olmus NK
aracilikli immiin yanit ile karsinogenez siirecinin durdurulmasini ve tiimdr hiicrelerinin
yikimini birlikte yiiriiten ilk caligma olmasi nedeniyle yliksek bir 6zgiin degere
sahiptir. Dahasi, miR-3977’nin eEF2K ve FOXMI1 sinyal yolaklarmin ¢ift
hedeflenmesiyle TNBC’de tiimor baskilayici rolii oldugu ve miR-3977 tabanli gen
terapisinin TNBC'de potansiyel bir terapétik strateji olabilecegi diistintilmektedir.
Anahtar Sozciikler: Ugh’i Negatif Meme Kanseri, MikroRNA, miR-3977, Dogal

Oldiiriicii Hiicreler, Immiinoterapi
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2. ABSTRACT

Aim: In our study, we aimed to determine the effect of triple suppression on
eEF2K, PD-L1 and FOXM1 with miR-3977 in triple negative breast cancer (TNBC)
cells, as well as identified the natural killer cell (NK) mediated immune response effect
in these cells.

Materials and Method: As triple negative breast cancer cells MDA-MB-436,
MDA-MB-231, BT-20 cell lines; as natural killer cells cord blood natural killer cells
and NK-92 cell line will be used. To identified tumorigenesis studies colony formation
assay, miRNA and siRNA mimic transfection, RNA extraction, miRNA and mRNA
reverse transcription, RT-qPCR assay, protein extraction and immunoblotting assay,
cell mobility, migration and invasion assays, flow cytometry, preparation of miRNA
nanoparticles, orthotopic xenograft tumor model and statistical analysis methods will
be used. To determination of NK mediated immunoassay studies Chromium (Cr51)
analysis methods will be used.

Results: In our study, we investigated the role of miR-3977 and found that miR-
3977 is associated with significantly longer patient survival in TNBC and inversely
correlated with levels of proto-oncogenic eEF2K, which was associated with
significantly shorter overall patient survival. We showed that miR-3977 directly binds
to the 3'-untranslated region (3’-UTR) of eEF2K, PD-L1 and FOXM1 mRNAs and
suppresses their expression, leading to inhibition of TNBC cell proliferation, motility,
and invasion. Moreover, in vivo therapeutic delivery of miR-3977 nanoparticles by
systemic intraperitoneal administration delayed tumor growth of orthotopic TNBC
tumor xenograft models by inhibiting eEF2K, PD-L1 and FOXMI, intratumoral

proliferation and angiogenesis, and inducing apoptosis. Importantly in our study it has



been shown at the first time, with either miR-3977 or siRNA treatments of each
eEF2K, CD274 or FOXMI1 inhibition NK-92 and CBNK cells cytotoxicity were
induced.

Conclusion: Our study has a high specific value due to miR-3977 gene therapy in
triple negative breast cancer cells as it is the first study to both re-activate the
programmed cell death (PD-L1) mechanisms and to stop the carcinogenesis process
and the destruction of tumor cells with the activation of NK-mediated immune
response against these cells. Furthermore, our findings provide new insights into the
tumor suppressor role of miR-3977 by dual-targeting of eEF2K and FOXM1 signaling
axis and suggest that miR-3977-based gene therapy may be a potential therapeutic
strategy in TNBC.

Key Words: Triple Negative Breast Cancer, MicroRNA, miR-3977, Natural
Killer Cells, Immunotherapy



3. GIRIS

Meme kanseri (Breast Cancer, BC), kadinlarda en yaygin goriilen malignite ve
diinyadaki kansere bagli 6liimlerin ikinci en 6nemli nedenidir. Sadece Amerika Birlesik
Devletleri'nde her yil yaklagik 232.000 invaziv meme kanseri vakasi teshisi konmakta,
bunlardan sadece 65.000 tanesi invaziv olmayan veya pre-invaziv meme kanseri olarak
kabul edilmekte ve 40.000'den fazla kadin meme kanserinde 6lmektedir (DeSantis ve
ark. 2014). BC, farkli biyolojik ve klinik davraniglara sahip olduk¢a kompleks ve
heterojen bir hastalik olarak tanimlanmaktadir (Bayraktar ve ark. 2017).

Bir meme kanseri alt tiirii olan ti¢lii negatif meme kanseri (Triple Negative Breast
Cancer, TNBC), tiim meme kanseri olgulariin yaklasik %10 ile %?20'sini
olusturmakta ve Ostrojen reseptorii (ER), progesteron reseptorii (PR) ve insan
epidermal biiyiime faktorii reseptoriic 2 (HER2) de dahil olmak iizere heniiz
tanimlanmis molekiiler hedeflerin yoklugu ile karakterize edilmektedir (Bayraktar ve
ark. 2017). Amerikan Kanser Dernegi'ne gore, TNBC i¢in 5 yillik sagkalim orani1 %77
iken diger meme kanseri tiirleri i¢in bu oran %91'tiir (American Cancer Society 2019).

Hormon bagimsiz gelisim ve ilerlemeden kaynakli olarak oldukga agresif klinik
davranig, ER ve HER2’1 (éERB2 olarak da bilinir) hedef alan terapiler (sirastyla ticari
adi ile tamoksifen ve trastuzumab) TNBC'ye kars1 etkisiz kalmaktadir (Foulkes ve ark.
2010). Ayrica TNBC'nin diger onemli 6zellikleri arasinda erken niiksler ve metastaz
ve konvansiyonel tedavilere duyarliligin azalmasi yer almaktadir. Zay1f klinik sonug
ve kisa genel hasta sag kalimi agirlikli olarak intratiiméral heterojenite ve TNBC
olgularinin %84'linde saptanan mutasyona ugramis TP53'e atfedilmekle birlikte, yeni
terapdtik hedefleri belirlemek ve iyilesen hasta sonuglar i¢in olduk¢a etkin hedefli
tedaviler gelistirmek i¢in TNBC biyolojisinin ve altta yatan molekiiler
mekanizmalarin daha iy1 anlasilmas1 gerekmektedir (Bayraktar ve ark. 2017; Chin ve
ark. 2013; Dua ve Tan 2017; Wang ve ark. 2012).

Son yillarda ortaya ¢ikan kanitlar, 6karyotik uzatma faktorii 2 kinaz (eEF2K)’1n
pankreas, beyin ve gogiis kanseri gibi bir¢ok kanserde potansiyel bir molekiiler

indiikleyici ajan oldugunu ortaya koymaktadir. eEF2K, o-kinaz ailesinin tek



kalsiyum/kalmodulin ile aktive edilmis iiyesidir ve katalitik alan1 geleneksel protein
kinazlarin yapisal olarak benzer olmadigi i¢in atipik bir kinaz olarak
adlandirilmaktadir (Ashour ve ark. 2014; Bayraktar ve ark. 2017; Cheng ve ark. 2013).
eEF2K aktivitesi, transfer RNA (tRNA) {lizerindeki ribozomun A sitesinden P
bolgesine hareket etmesine aracilik eden eEF2'yi treonin 56'da fosforilasyon ile
inaktive ederek protein zincirinin uzamasini kontrol etmek i¢in ¢oklu mekanizmalarla
diizenlenmektedir (Bayraktar ve ark. 2017; Gismondi ve ark. 2014). Ayrica
eEF2K’nin hiicredeki translasyon oranini diizenleyerek besin yoksunlugu ve hipoksi
gibi metabolik stres kosullarinda hiicrenin sag kalimi ile siklin D1, c-myc, PI3K/Akt,
Src/Fak ve insiilin benzeri biiylime faktor reseptorii (IGFR) sinyallerini diizenlenerek
hiicre dongiislinii modiile ettigi, dolayisiyla hiicrenin G1/S gecisini desteklegini
gosteren, hiicre ¢ogalmasi, hiicre gogii, invazyon, epitelyal mezenkimal gegis (EMT)
ve TNBC tiimérogenezi gibi olaylara aracilik ettigini bildiren bir¢ok c¢alisma
yapilmistir (Ashour ve ark. 2014; Fu ve ark. 2014; Tekedereli ve ark. 2012). Bu bilgiler
15181nda, eEF2K'nin meme kanseri progresyonu i¢in kritik bir faktor oldugu ve eEF2K
aktivitesini baskilamay1 amaglayan stratejilerin TNBC i¢in yeni tedavi rejimlerinin
gelistirilmesine yardime olabilecegi diisiiniilebilmektedir (Bayraktar ve ark. 2017; Fu
ve ark. 2014).

Programlanmis hiicre 6liim proteini-1 (PD-1)'in bir ligandi ve immiin yanit
Onleyici molekiil olan PD-L1, kanser hiicreleri, tiimdr sizdiran inflamatuvar hiicreler
ve bagisiklik hiicreleri iizerinde eksprese edilmektedir (Dua ve Tan 2017; Sun ve ark.
2016). Timor ve viral enfekte olmus hiicrelerin, T ve NK hiicrelerinin immiin
gbzetiminden ka¢gmalarinda etkili 6nemli bir bagisiklik 6nleme mekanizmasi1 PD-
1/PD-L1 eslesmesi yoluyla gerceklesmektedir (McArthur 2016). PD-1'in hiicre
icindeki kismi, protein tirozin fosfatazlari olan SHP-1 ve SHP-2'yi diizenleyen
bagisiklik koruyucu tirozin esasl dnleyici motifler (ITIM) igerdigi i¢cin PD-1/PD-L1
etkilesimi inhibitor sinyal iletimini doniistirmektedir. Boylece PI3K/AKT ile Ras
sinyalizasyonunun aktivasyonu engellenmekte, dolayisiyla NK hiicrelerinin
etkinlikleri bozulmaktadir. PD-1/PD-L1'in anti-PD-1/anti-PD-LL1 monoklonal
antikorlar ile etkilesiminin engellenmesi, negatif sinyalin bloklanmasina, dolayisiyla
aktif NK hiicreleri tarafindan sitokin iiretimine ve sitotoksisitenin arttirilmasina neden

olmaktadir (James ve ark. 2013).



PD-L1'i eksprese eden kanserlerde PD-L1 blokaji, anti-timo6r immiin yanitlar
indiiklemede ve kisiye 6zel terapi planlamasinda 6nemli bir rol oynayan, aktif bir
arastirma alaninmidir (Drake ve ark. 2014; Sun ve ark. 2016; Dua ve Tan 2017;
Mittendorf ve ark. 2014; James ve ark. 2013).

Forkman Box M1 (FOXMI), p53 ile diizenlenmis (bastirilmis), cesitli insan
kanserlerinde asir1 eksprese edilen ve iyi tanimlanmis Onemli bir onkojenik
transkripsiyon faktorlerinden biridir (Narrandes ve ark. 2018; Lu ve ark. 2018; Kanser
Genom Atlas Ag1 2018). FOXM1'in asir1 ekspresyonu, tiimdr hiicrelerinin hiicre
cogalmasinda, yayilmasinda ve ¢esitli insan kanserlerinde anjiyogenezde 6nemli bir
rol oynar (Song ve ark.2017; Yang ve ark.2018; Yang ve ark.2018; Fei ve ark.2017;
Ahmad ve ark. 2016). Ayrica TNBC'de tiimdr olusumuna, ilerlemesine ve ilag
direncine de katkida bulunur. Meme kanseri hastalarindan alinan gen ekspresyon
verilerinin meta-analizi, FOXM1 ve hedef geni eEF2K'nin hastalarin hayatta
kalmalarini etkileyen kritik genler oldugunu gostermektedir (Abba ve ark.2010; Lu ve
ark.2018; Hamurcu ve ark.2016). Onceki calismalar ayrica TNBC tiimér modellerinde
hiicre proliferasyonu, motilite, invazyon ve timor biiyiimesini indiiklemede
FOXMT1'in onkojenik roliinii gostermistir (Hamurcu ve ark. 2016). Ayrica, son
calismalar TNBC hiicrelerinde, FOXM1'in otofaji indiiksiyonu sirasinda yukari regiile
edildigini ve FOXM1'in LC3 ve Beclin-1'i translasyon seviyesinde diizenledigini
gostermistir (Hamurcu ve ark.2019). FOXM1 onkojenik transkripsiyon faktoriinii
hedeflemenin ve bunu immiinoterapi ¢alismalari ile birlestirmenin, TNBC i¢in yeni
bir tedavi siirecinin gelistirilmesine yardime1 olacagina inanilmaktadir (Tan ve ark.
2019).

mikroRNA'lar (miRNA) gibi kodlamayan RNA'lar, hiicre dongiisii diizenlemesi,
farklilagsma, metabolizma ve yaslanma da dahil olmak iizere cesitli biyolojik
stireclerde gen ifadesinin yeni diizenleyicileri olarak ortaya ¢ikmistir (Ames ve ark.
2009). Cesitli kanserlerde anormal sekilde eksprese edildiginde onkojenik ve tiimor
baskilayici olarak islev yapan ¢esitli miRNA'lar tanimlanmistir (Esquela-Kerscher ve
Slack 2006). Ayrica, bir miRNA farkli kanser tiirleri i¢in farkli onkojenik 6zellik
gosterebilmektedir. Giliniimiizde miRNA'lar, ¢ok cesitli insan kanserlerini belirli
isaretlerle siniflandirmak ve insan kanserlerinin molekiiler yapisini tanimlamak i¢in
kullanilmanin yani sira, kardiyovaskiiler ve norodejeneratif hastaliklar gibi bir¢ok

hastalikta ve ayn1 zamanda insan kanserlerinin patogenezinde ve klinik uygulamalarda



terapotik olarak da hayati bir role sahiptir (Chen ve ark. 2013; Ferlay ve ark. 2013;
Zhang ve ark. 2007; Calin ve Croce 2006; Volinia ve ark. 2006).

miRNA'larin  meme kanseri progresyonu, invazyonu, anjiyojenezi ve
metastazinda 6nemli bir rol oynadigini da gosterilmistir (Ames ve ark. 2009). Bazi
miRNA'lar fonksiyonel olarak Src ve MAPK gibi birka¢ 6nemli hiicre ¢ogalma
yolunda yer alirlar ve bu miRNA'larin anormal ekspresyonu, meme kanseri
hiicrelerinde inhibdrlerden kaginmada ve proliferatif sinyal vermeyi siirdiirmede etkili
olmaktadir (Hwang ve ark. 2013; Tanic ve ark. 2017).

Diger yandan modern ¢agda kanser immiinoterapisi, bagisiklik kontrol noktasi
blokorleri, kanser asilart ve adoptif hiicresel terapiler olarak {i¢ ana baslik altinda
toplanmaktadir (Bodduluru ve ark. 2015). Yalniz dogal 6ldiiriicii hiicreler ile ya da
molekiiler antikorlarla kombine edilen adoptif hiicre tedavisinin, néroblastoma da
dahil olmak iizere ¢ok cesitli insan maligniteleri i¢in terapotik potansiyele sahip
oldugu gosterilmistir (Liu ve ark. 2013).

Dogal dldiiriicti hiicreler (NK), dogal bagisiklik sisteminin bir pargasi olarak tiim
bagisiklik sistemi elemanlarindan en agresif olanlardir, enfeksiyondan yaklasik 3 giin
sonra tiimor olusumuna tepki verdikleri bilinmektedir. NK hiicreleri toksinlerini
salgilamadan, viral enfekte ve kanser hiicrelerini yok etmeden 6nce belirli bir antijeni
tanimaya ihtiyag duymazlar (Thornthwaite 2001; Vivier ve ark. 2011). Timor
hiicreleri iltihaplanmaya yol agmamalar1 durumunda T hiicre yanitini indiiklemezler,
bunun yerine NK tarafindan interferon gama (IFNy), interlokin (IL-10) ve tiimor
nekroz faktorii (TNFo) gibi bir dizi sitokin iireterek makrofajlarin, dendritik
hiicrelerin, notrofillerin ve antijen spesifik T ve B hiicrelerin tepkileri saglanir
(Castriconi ve ark. 2003).

Meme tlimorlerinin immiinojenisitesine bakildiginda ise bir¢ok tiimdrde sik
rastlanilan sekilde, NK hiicre ligandlarinin protein ve mRNA profillerinin saglikli
meme dokularinda goriilen profillerden farkli oldugu bulunmustur. Bu profillerin
heterojenligi, tanidaki tiimor hiicrelerinin fenotipinin, az ¢ok basarili bir immiino-
diizenlemenin sonucu oldugunu diisiindiirmektedir (Mamassier ve ark. 2011). Uclii
negatif meme kanseri hastalarinda yapilmis bir ¢alismada, meme kanserine karsi
yiliksek risk grubunda yer alan bireylerde NK aktiviteleri, kontrol gruplarina gore
anlamli derecede yiiksek bulunmustur (Hamilton ve ark. 1988). Ayrica NK hiicresi

sitotoksik aktivitesini modiile eden veya tiimor hiicrelerini NK hiicresi aracili



sitotoksisiteye duyarli hale getiren gesitli siRNA, miRNA gibi kodlanmayan kii¢iik
RNA molekiilleri ile farmakolojik ajanlarin bulunmasi, kombinasyonel hiicre aktarim
calismalari, immiinostimiilator ve timor hiicresi Oliim hassaslastirici  tedavi
caligsmalarina imkan saglamaktadir (Bodduluru ve ark. 2015). Sonug olarak, invaziv
meme tiimorlerinin kontroliinde NK hiicrelerinin roliinii vurgulamanin ve ameliyattan
sonra NK hiicrelerinin antitiimor verimliliginin preaktive veya aktif NK hiicreleri ile
birlikte restore etmenin, diger malignitelerde gosterildigi gibi artik timor hiicrelerinin
temizlemesine yardimci olabilecegi diisliniilmektedir. Bu nedenle invaziv meme
timori rekiirrensini Onlemek ic¢in etkili bir sekilde NK hiicre sitotoksisitesini
gelistirecek caligmalarin yapilmasi oldukca dnemlidir (Mamassier ve ark. 2011).

Bu sebepler ile ¢alismamizda ii¢lii negatif meme kanseri hiicrelerinde 6karyotik
uzama faktorii-2 kinaz (eEF2K), programlanmis o6liim ligandi-1 (PD-L1) ve
FOXM1I’1in miR-3977 aracilikli susturulmasi ile tlimorojeniz’in baskilanmasi ve
kanser hiicrelerinde programlanmis hiicre o6liim yolaklarinin aktivasyonunun
saglanmast c¢alistlmistir. Ek olarak dogal oldiirtici hiicre (NK) aracilikli

immiinoterapinin kombine etkisine dikkat ¢ekilmek istenmistir.



4. GENEL BIiLGILER

4.1. MEME DOKUSUNDA KARSINOGENEZ

4.1.1 Tamm ve insidans

Karsinogenez, normal hiicrelerin biiylimesini ve hayatta kalmasini regiile eden genetik
ve epigenetik mekanizmalarda meydana gelen degisiklikler sonucu olusan ¢ok asamali
bir siirectir. Karsinogenez sonucu doniisiime ugramig hiicreler apoptoza direngli,
biiyiimeden bagimsiz doku olusturma yetenegi gibi bazi 6zellikler kazanabilirler
(Yang, Lee ve Ben-David 2011). Meme kanseri farkli biyolojik ve klinik davranislara
sahip, olduk¢a kompleks ve heterojen bir hastalik olarak tanimlanmaktadir (Bayraktar
ve ark. 2017; Hamilton ve ark. 1988; Mamassier ve ark. 2011; Mittendorf ve ark.
2014). Meme kanserinin molekiiler alt tiplerine 6zgli patojenezi ve histolojisi Sekil

4.1.1.1’de gosterilmektedir (http://www.pathophys.org/breast-cancer/breastcancer-

copy/, Erisim: 01.01.2020).

Breast cancer pathogenesis and histologic vs. molecular subtypes

Normal breast stem cells or progenitor cells transform into breast cancer cells. The cancer cells
are similar in phenotype to the normal basal and luminal cells of the ductal structure.
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Invasive ductal
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Invasive
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75%

Extension beyond the
basement membrane

Usually from LCIS precursor
Minimal fibrous response,
presents less often with
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Metastasis through abdominal
viscera to GI, ovaries, uterus
Almost always ER+

Usually from DCIS precursor
Cause fibrous response,
producing a paipable mass
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Metastasis through
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Sekil 4.1.1.1:

(http://www.pathophys.org/breast-cancer/breastcancer-copy/, Erisim: 01.01.2020).
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Meme kanseri molekiiler alt tiplerinin patojenezi ve histolojisi
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Meme kanseri kadinlar arasinda en sik rastlanilan kanser tiiriidiir (Chin ve ark.
2013; Mamassier ve ark. 2011). Sadece Amerika Birlesik Devletleri'nde her yil
yaklasik 232.000 invaziv meme kanseri teshisi konulmakta ve 40.000'den fazla kadin
meme kanserinden dlmektedir (DeSantis ve ark. 2014). Meme kanserindeki genetik
degisiklikler ile tedaviye yanit1 arasindaki baglantry1 anlamak, hastalifa yeni tedavi

yontemlerinin gelistirilmesinde olduk¢a 6nemlidir (Liu ve ark. 2014).

4.1.2 Uclii Negatif Meme Kanseri (TNBC) ve Mevcut Tedavi Yontemleri

Uclii negatif meme kanseri (TNBC), tiim meme kanseri olgularinin yaklasik %10
ila %20'sini olusturan, yliksek cerrahi ve adjuvan kemoterapiye ragmen yiiksek relaps
ve uzak metastaz oranlarina sahip agresif bir meme kanseri alt tipidir (Bayraktar ve
ark. 2017; Ferlay ve ark. 2013). Bu hastaligin klinik tanisi, normal insan epidermal
bliytime faktorii reseptor tip 2 (HER2) gen kopya sayisit ve ifadesi ile Ostrojen
reseptorii (ER) ve progesteron reseptorii (PR) ekspresyonu bulunmayan gogiis
tiimorleri seklinde yapilmaktadir (Bayraktar ve ark. 2017; Dua ve Tan 2017; Finn ve
ark. 2007). Cok heterojen ve birka¢ molekiiler alt tiire sahip oldugu bilinen TNBC,
kemoterapi haricinde Ostrojen reseptoriinii hedef alan tamoksifen ve HER2'yi hedef
alan trastuzumab gibi hormonal tedavilere cevap vermediginden su anda etkin bir
tedavisi olmayan tek biiyiik meme tiimorii alt tipi olarak ifade edilmektedir (Bayraktar
ve ark. 2017; Chin ve ark. 2013; Liu ve ark. 2014; Sun ve ark. 2016). Genelde koti
bir sonuca sahip olan TNBC ig¢in etkili tedavi stratejileri gelistirmek iizere, kanser
hiicrelerinin biyolojik davranisinin incelenmesinde ¢ok ¢aba harcanmistir (Wang ve
ark. 2012). Buna ragmen giinlimiizde kemoterapi, erken evre ve metastatik TNBC'nin
standart tedavisini olugturmaktadir (Bayraktar ve ark. 2017; Dua ve Tan 2017; Sun
ve ark. 2016). Ancak standart kemoterapi rejimlerinin bu tiimérlere karst aktivitesi
olmasina ragmen zayif sonuclar ortaya koydugu bilinmektedir. Neoadjuvan ortamda
kemoterapiyi degerlendiren ¢alismalar, TNBC'nin diger tiimor tiplerine gore goreceli
olarak daha yiiksek patolojik degerlere sahip oldugunu bildirmekle birlikte,
progresyon ve genel sag kalim oranlarinda paradoksal bir diisiis gostermektedir
(Mittendorf ve ark. 2014). Bu nedenle, TNBC hastalarini tedavisi i¢in yeni terapdtik
hedefleri tanimlamak acil bir klinik gereksinimdir (Chin ve ark. 2013; Liu ve ark.

2014; Mittendorf ve ark. 2014).
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Yeni terapotik hedefleri belirlemek ve iyilesen hasta sonuglari ile iligkili etkin
tedaviler gelistirmek iizere TNBC biyolojisinin ve altta yatan molekiiler
mekanizmalarin daha iyi anlasilmasi gerekmektedir (Brenton ve ark. 2005; Zardavas
ve ark. 2013). Uclii negatif meme kanserinde rol oynayan sinyal yolaklar1 Sekil

4.1.2.1°de goriilmektedir (Wu ve ark. 2018).

T cell

EGFR Latent TGF-B
cMet  PDGFR e
L ot [ § LVESRR Y,
—— N $rorr /
_Wnt | /Androgen ¥ PoL1 IGFR TGF-§

cancer cell

Sekil 4.1.2.1: Uglii negatif meme kanserinde rol oynayan sinyal yolaklar1 (Wu ve ark.
2018).

TNBC'de yeni terapotik hedefleri belirlemek i¢in, yaygin olarak meme kanserinde
cogaltilan ve asir1 eksprese olan protein kinazlar i¢in kisa kodlamayan RNA (shRNA)
bloklamasi kullanilmaktadir (Chin ve ark. 2013). Gelecekte, iiglii negatif meme
tiimorlerinin (bazal benzeri veya bazal olmayanlar gibi) genetik yapisi hakkinda
ayrintili bilgilerin kisiye 6zgii tedavi segeneklerine izin verebilecegi ongoriilmektedir
(Bayraktar ve ark. 2017). Diger yandan bagisiklik kontrol noktalarinin aktivasyonu ile
immiinoterapi stratejilerinin antitimdr bagisikligin arttirilmasinda etkili olacagi ve
TNBC i¢in yeni terapdtik secenekler saglayacagi umut edilmektedir. Bu amagla su
anda ¢ok sayida immiinoterapotik ajan test edilmektedir (Mittendorf ve ark. 2014;
McArthur 2016). TNBC'de bagisiklik kontrol noktasi inhibitorleri ile yapilan erken

faz I caligmalari, dayanikli klinik yanitlar ve tolere edilebilir bir glivenlik profili ile
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%19'a kadar genel bir yanit orani bildirmektedir (Dua ve Tan 2017). CTLA-4 ve PD-
1/PD-L1 gibi bagisiklik baskilayici hedefleri inhibe eden antikorlarin yani sira,
0X40" ve 4-1BB'yi hedef alan antikorlar da dahil olmak tizere T hiicre aktivasyonunu
arttirarak calisan T hiicre agonistleri ilizerine de ¢alismalar yapilmaktadir (McArthur
2016). Bu bakis agis1 ile meme kanserinde arastirilan miihendislik T hiicreleri veya
kimerik antijen reseptorii (KAR)-T hiicreleri ile adoptif T hiicre tedavisinde, bir
kisinin T hiicreleri 16kaferez yoluyla izole edilmekte ve yeniden enfiizyon oncesinde
spesifik bir timor antijenini tanimak {izere tasarlanmaktadir. TNBC’nin yaklagik tigte
birinde asir1 eksprese edilen mezotelyal antijenleri hedefleyen KAR-T hiicrelerinin
dretildigi  duyurulmustur (McArthur 2016). Benzer yaklasim ile KAR-NK
hiicrelerinin tiretilmesi de c¢alisilmistir. Giiniimiizde TNBC {izerine T hiicreleri ile
yiiriitiilen yaklasgitk 7 ve NK’lar ile yiiriitiilen yaklasik 5 farkli klinik calisma
bulunmaktadir.

(https://clinicaltrials.gov/ct2/results?cond=Triple+Negative+Breast+Cancer&term=T
+cells&centry=&state=&city=&dist= Erisim: 25.01.2020). Klinik c¢alismalarda
kullanilan otolog ve allojenik dogal dldiiriicii hiicre transferi sematik olarak Sekil

4.1.2.2°de gosterilmektedir (Guillerey ve ark. 2016).
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Sekil 4.1.2.2: Otolog ve Allojenik NK hiicre transferi (Guillerey ve ark. 2016).
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Son birka¢ yilda yapilan caligmalar, meme kanserinde timor veya timor
stromasinda bagisiklik unsurlarinin varliginin prognostik ve prediktif degere sahip
oldugunu distindiirmektedir. Birgok ¢alisma, tiimor sizdiran lenfositler (TIL) olarak
adlandirilan 6zel beyaz kan hiicrelerinin varliginin meme kanserinde daha olumlu bir
dogal gecmisi isaret ettigini gostermistir. Ornegin, yogun tiimor sizdiran lenfosit
popiilasyonlar1 meme kanserlerinde U¢lii negatif veya insan epidermal biiylime
reseptoriic 2 (HER2) i¢in pozitif olanlarda daha sik gozlenmis ve iyilestirilmis
sonuglarla iligskilendirilmistir (McArthur 2016). Loi ve meslektaglar1 CD8*
intratlimoral lenfositlere 6zel olarak bakan biiylik prospektif bir klinik arasgtirmada
TNBC'de tiimor sizdiran lenfositlerin prognostik roliinii bildirmis, TNBC'nin CD8" T
hiicre infiltrasyonu, TIL’leri bagimsiz sekilde olumlu prognostik faktdr olarak
tamimlanmigstir. Ayrica gen ekspresyon profillerini analiz eden bir caligmada,
bagisiklik hiicresi sinyalleri, sitokin sinyalleri, antijen isleme ve sunumu ve bagisiklik
sinyali transdiiksiyon yolaklar1 yoluyla sinyalleme dahil olmak iizere bagisiklik
sistemi siireclerinde rol alan genler i¢in zenginlestirilmis immiinomodiilator alt tipi
olan alti TNBC alt tirii tanimlanmistir (Lehmann ve ark. 2011). Birlikte ele
alindiginda, bu veriler immiinoterapinin TNBC hastalarinin yonetiminde rol
oynayabilecegini diisiindiirmektedir (Mittendorf ve ark. 2014). Yasam kalitesi
acisindan sitotoksik kemoterapiyle karsilastirildiginda nispeten az sayida 6nemli yan
etkiye sahip olan ve daha iyi sekilde cevap veren kontrol noktasi inhibitdrlerinin meme
kanserinde son derece umut verici oldugunu, bu nedenle TNBC tedavisinde bagisiklik
kontrol noktasi inhibitorleri tizerine daha fazla ¢aligma yapmanin gerekliligi ortaya

¢cikmaktadir (Dua ve Tan 2017; McArthur 2016).

4.2. DOGAL OLDURUCU HUCRELER (NK CELLS)

4.2.1 Tanim ve Genel Bilgi

Dogal oldiirticii hiicreler (NK) temel olarak, tiimor hiicrelerine ve viral olarak
enfekte olmus hiicrelere karsi sitotoksisiteye aracilik edebilen ve dogustan gelen
bagisiklik sisteminin 6nemli bir bilesenini olusturan lenfositlerin bir alt kiimesidir
(Ames ve ark. 2009; Ames ve Murphy 2014; Cheng ve ark. 2013; Malmberg ve ark.
2008).
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Dogal immiin hiicreleri, dogal olarak normal hiicreleri degisen kanser
hiicrelerinden ayirt etme yetenegine sahiptirler (Mamassier ve ark. 2011; Vivier ve
ark. 2011). Dogal oldiiriicii hiicrelere ‘katil hiicreler’ denmesinin nedeni, toksinlerini
salgilamadan, viral enfekte ve kanser hiicrelerini yok etmeden dnce belirli bir antijeni
tanimaya ihtiya¢ duymamalaridir (Vivier ve ark. 2011; Thornthwaite 2001). Tim
bagisiklik sistemi elemanlarindan dogal oldiiriicli hiicreler en agresif olanlardir ve
enfeksiyondan yaklasik 3 giin sonra tiimor olusumuna tepki verdikleri bilinmektedir.
Dogal oldiirticii hiicreler toplam dolagimdaki lenfositlerin yaklasik %5 ila %15’ini
olustururlar. NK hiicrelerinin kemik 1iligi, lenf diigimleri, dalak, bademcikler ve
timusta ayristi§i ve olgunlastig1 ve dolasima katildigi bilinmektedir (Vivier ve ark.
2011). Dogal oldiiriicii hiicrelerin gelisimi silireci ve etkili olan transkripsiyon

faktorleri Sekil 4.2.1.1°de goriilmektedir (Geiger and Sun 2016).
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Sekil 4.2.1.1: NK hiicre gelisimi (Geiger and Sun 2016).

Hem farelerde hem de insanlarda, dogal 6ldiiriicii hiicrelerin, yilizey adhezyon
molekiilleri ve antijenik peptidlerin yoklugunda bile, sitolitik efektor lenfositleri gibi
davranarak tiimor hiicrelerinin Oliimiinii dogrudan indiikledigi, boylece tiimor
immiinosiipervizyonunda rol oynadig1 goriilmiistiir (Vivier ve ark. 2011). Ancak NK
hiicreleri dogal bagisikli§in yani1 sira adaptif immiin yanitta da rol oynamaktadir
(Arina ve ark. 2007). Ayn1 antijenle sekonder enfeksiyonlara cevap vermek i¢in temel
olan antijen spesifik immiinolojik bellegi formiile ederek, ¢evresine hizli ve kolay
uyum saglama yeteneklerini gosteren ¢ok sayida deney yapilmistir. Tipik olarak,
immiin hiicreler enfekte hiicre yiizeylerinde sunulan major histokompatibilite

kompleksini (MHC) tespit ederek aktive edildiginde, NK hiicreleri hedefini diger
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efektorleri baskilayarak/veya etkinlestiren sitotoksik enzimlerin (perforin 1,
granzimler, graniilizin) ve/veya ¢ozilinebilir faktdrlerin (kemokinler ve inflamatuvar
sitokinler) salinmas1 yoluyla ortadan kaldirir (Ames ve ark. 2009; Mamassier ve ark.
2011; Vivier ve ark. 2011). Dogal oldiiriicii hiicrelerin genel aktivasyon
mekanizmalar1 ve 6ldiirme yolaklar1 Sekil 4.2.1.2°de goriilmektedir (Gonzalez-

Rodriguez ve ark. 2019).
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Sekil 4.2.1.2: NK hiicrelerinin aktivasyon mekanizmalar1 ve Oldiirme yolaklar

(Gonzalez-Rodriguez ve ark. 2019).

Bir bagka deyisle dogal oldiiriicii hiicreler, hedef hiicreleri 6ldiirmek icin cesitli
oldiirme yollar1 repertuarina sahiptirler; sitotoksik graniillerin salinmasini, bagisiklik
tepkisini indiikleyebilen sitokinlerin liretimini ve hedef hiicrelerin yiizeyinde 6lim
reseptorlerini etkileme kabiliyetlerini igerirler (Ames ve ark. 2009). Ayrica bagisiklik
sisteminin baskilandig1 durumlarda, bagisiklik sisteminin genel sagligini etkileyen
olgularin diizenlenmesinde de NK’nin rolii olduk¢a 6nemlidir (Thornthwaite 2001).
Bu nedenle kanser icin kemoterapi goren bagisikligi baskilanmis hastalarda, AIDS
veya kus gribi gibi herhangi bir viral hastalikta, dogal oldiiriicii hiicre aktivitesini
uyarmak i¢in dogal {liriinlerin gelistirmesinin ve oOzellikle NK hiicresi aracilikli
tedavinin arttirtlmasinin saglanmasi immiinoterapi ¢aligsmalari i¢in cazip bir strateji
olarak dikkat c¢ekmektedir (Malmberg ve ark. 2008; Mamassier ve ark. 2011;
Shenouda ve ark. 2017; Thornthwaite 2001).
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NK hiicrelerine atfedilen baskin 6ldiirme yolunun, perforin ve granzimler
(sitotoksik graniiller) yoluyla graniile aracilikli 6ldiirme oldugu bilinmektedir (Cheng
ve ark. 2013). Kisa vadeli 6ldiirme analizlerinde, 6liim ligandlarinin apoptotik etkilere
aracilik etmek icin yeterli zamana sahip olmadigi, bu yiizden graniil ekzositoz ile NK
hiicrelerinin 6ldiirme gorevini yaptig1 sonucuna ulagilmistir (Ames ve ark. 2009).
Yapilan bu kisa vadeli analizler, 6lim ligandlarinin tiimor hedeflerine etkisini tam
olarak yansitmamaktadir. Bu nedenle, NK hiicrelerinin 6ldiirme yollarini tam
anlamiyla ¢alisilabilecek uzun vadeli analizler yapmak daha bilgilendirici olacaktir.
Boylece NK hiicrelerinin in vivo islevde ne kadar etkili olduguna dair daha net bilgiler
elde edilebilecektir (Shenouda ve ark. 2017).

Molekiiler yapisina bakilacak olursa, enfekte hiicrelerin bagisiklik hiicreleri
tarafindan tespit edilmesinde rutin olarak enfekte hiicrelerin antikorlarla opsonize
edilmesi s6z konusudur. NK hiicreleri, makrofajlar ve birkac baska hiicre tipi ile
birlikte, antikorlarin Fc kismina baglanan, aktive edici bir biyokimyasal reseptor olan
Fc reseptor (FcR) molekiiliinii (FCRyYRIII(CD16)) ifade eder. Antijenleri baglayan
antikorlar, NK hiicrelerinde eksprese edilen FcRgamaRIII (CD16) reseptorleri
tarafindan taninabilir, bu da NK aktivasyonu ile olusan hiimoral yanit (sivisal
bagisiklik yanitinin) sonucu sitolitik graniillerin salinmasina, dolayisiyla antikora
bagimli hiicresel toksisite ile enfekte hiicrelerin parcalamasmna izin verir. Bu,
rituximab ve ofatumumab gibi bazt monoklonal antikorlarin 6nemli bir 6ldiirme
mekanizmasidir. Bu tepkinin seviyesi, antikorun veya IgG'nin Fc kismi i¢in yiiksek,
orta ve disiik afinite gosterebilen NK hiicreleri iizerinde eksprese edilen Fc
reseptOriiniin yapisina baglidir. Bu afinite, fenilalanin (F alel) veya valine (V alel)
kodlayabilen genin 158 pozisyonundaki niikleotid durumu tarafindan belirlenir.
Yiiksek afiniteli FCRyRIII (158 V/V alel) sahip bireyler, antikor tedavisine daha iyi
cevap verirler. Antikor bagimli hiicre aracili sitotoksisitenin tiimor hiicresi
oldiirmesine katkisi, yiiksek afiniteli bir FcR ile transfekte edilmis NK-92'yi kullanan
spesifik bir test ile dl¢iilebilmektedir (Smyth ve ark. 2002). Bu afinite orani rituximab
molekiiler antikoru olan Rituxan tedavisi goren lenfoma hastalari igin gdsterilmistir.
Diger yandan tiimor hiicreleri, aktive edici reseptorlerin asagi yonlii regiilasyonunu ve
lenfosit inhibe edici reseptorlerin yukar1 yonlii regiilasyonunu indiikleyerek antitimor
bagisiklik icin goriinmez hale gelebilir (Mamassier ve ark. 2011). Bu sorunu

aydinlatmaya yonelik yapilmis arastirmalar, hem oto-kontrolii hem de NK hiicre
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aktivitesini stirdiirmek gibi 6nemli fonksiyonlar1 bulunan hem aktive edici hem de
inhibitor NK hiicre reseptorleri hakkinda bilgiler sunmustur (Bodduluru ve ark. 2015;
Malmberg ve ark. 2008; Vivier ve ark. 2011). Bunlar; sitokinler,
immiinomodiilatdrler, kemoterapotik ilaclar, proteazom inhibitorleri, histon deasetilaz
(HDAC) inhibitorleri, HSP-90 inhibitorleri, glikojen sentaz kinaz-3 (GSK-3)
inhibitorleri, metalloproteinaz inhibitorleri ve 6ldriicii hiicre benzeri immiinoglobulin
reseptorler (KIRs), programlanmig 6liim 1 (PD-1), programlanmig 6liim ligandi 1
(PD-L1), CD137 ve glukokortikoid kaynakli tiimér nekroz faktor reseptorii (GITR)
kars1 monoklonal antikorlardir (Bodduluru ve ark. 2015). NK hiicrelerinde bulunan
aktive edici ve inhibe edici reseptorler hedef hiicre tanima sirasinda tetiklenir ve
pozitif veya negatif hiicre sinyal yolagini olustururlar. Bu zit sinyallerin integrasyonu
NK hiicrelerinin aktivasyonunu belirler (Malmberg ve ark. 2008; Mamassier ve ark.
2011; Sutlu ve Alici 2009). IL-2, IL-12, IL-15, IL-18, IL-21 ve tip I interferonlar gibi
sitokinler, NK hiicrelerinin olgunlagsmasinda, aktivasyonunda ve sagkaliminda rol
oynayan Onemli faktorlerdir (Nahta 2013). Diger taraftan NK hiicreleri, her ikisi de
hedef hiicrelerde apoptozu tetikleyebilen TRAIL ve Fas ligandina (FasL) sahiptir.
Tiimdrlerin bortezomib proteozom inhibitorii gibi yardimer molekiiler ajanlar ile 6n
tedavisinin, TRAIL aracilikli NK hiicre aktivitesine kars1 duyarlilig arttirdigi, fakat
FasL aracilikli sitotoksisitede herhangi bir artisa neden olmadigi bildirilmistir
(Lundgvist ve ark. 2006).

Ames E. ve arkadaglari, insan meme kanseri hiicrelerine bortezomib
uygulamasinin, insan NK hiicre hattt olan NK-92 tarafindan o6ldiirtilmesine
duyarhlagtirip duyarlilastirmadigini arastirmak i¢in bir ¢alisma plani yiirtitmiislerdir
(Ames ve ark. 2009). MDA-231 meme kanseri hiicrelerine bortezomib uygulamasinin
in vitro NK-92 hiicrelerine karst oldukca sitotoksik iken, ksenojenik bir fare modeli
olan CB-17 SCID farelerine insan meme kanseri hiicreleri enjekte edilerek yapilan in
vivo ¢aligmalarda bortezomib tedavisinin NK-92 fonksiyonunu azaltmadig1 sonucuna
ulagilmigtir. Ancak bortezomib eklenmesi tiimdr tagiyan farelerde akciger metastazi
sayisint azaltmamigtir. Bununla birlikte bortezomib, bu hiicrelerin hiicre ylizeyindeki
apoptozla iligkili mRNA'larin yam sira 6liim reseptorlerinin de yukar1 yonlii regiile
edilmesine neden olarak apoptozu tetiklemistir. Bunun da alternatif dozajlama veya
zamanlama ile tek basina herhangi bir tedaviden daha fazla anti-timor etkisine neden

olabilecegi beyan edilmektedir (Ames ve ark. 2009). Bununla birlikte, Shi ve
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arkadaslart MHC-I"deki azalmanin, kisa vadeli kromiyum?®! salinim analizlerinde NK
hiicresi aracili sitolizde bir artis ile korelasyona sahip oldugunu gézlemlemistir (Shi
ve ark. 2008). Dolayisiyla, NK hiicreleri ile yapilacak ¢alismalarin in vitro ortamlarin
yani sira in vivo kosullarda da gergeklestirilmesinin olduk¢a gerekli oldugu
goriilmektedir. Bu bilgiler 1s18inda NK hiicrelerinin ya tek basina ya da diger
tedavilerle kombinasyon halinde kullanilmasinin bir¢ok kanser tiirii lizerinde tedavi
roliiniin olabilecegi diisiiniilmektedir (Malmberg ve ark. 2008).

Giintimiizdeki NK hiicre kullanan tedavileri, ya NK uyarici/hedefleyici ajanlari
kullanarak endojen, ya da HSTC (Hematopoetik kok hiicreler) veya ACT (Adoptif
hiicre tedavisi) modelleri vasitasiyla eksojen NK yanitlar olusturan sekilde
siiflandirilabilir. ACT tedavisi, bagisiklik sisteminin biyolojik fonksiyonunun otolog
veya allojenik hiicreler vasitasiyla degistirilmesi, onarilmasi veya arttirilmasin
amaglayan bir strateji olarak disiiniilebilir. ACT tedavisi, ¢esitli hiicre
popiilasyonlarinin ¢ikarilmasi veya zenginlestirilmesi, hematopoietik hiicre alt
gruplarinin genislemesi, immiinoterapi i¢in NK hiicrelerinin aktivasyonu ve bu
hiicrelerin genetik modifikasyonunu icermektedir (DeSantis ve ark. 2014).

NK hiicrelerinin diger kaynagi, NK-92, YT, NKL, HANK-1, KHYG-1, NK-YS
ve NKG gibi malign NK hiicre dizilerinin kullanilmasidir (Bodduluru ve ark. 2015).
NK hiicrelerinin elde edilmesine yonelik ilk yaklasim, insan dondrlerinden elde edilen
cok sayida periferik kan lemfositesinin l0koferez ile hasat edilmesi, allojenik T
hiicrelerinin tiikenmesi ve kalan NK hiicrelerinin yeniden ilaveden once IL-2 ile
etkinlestirilmesidir (Liu ve ark. 2013). Ancak bu yontemin stabilizasyonu ile ilgili
oldukca fazla ¢aligma yapilmasina ragmen islemin zorlugu ve uzunlugu nedeniyle
istenilen sonuclara ulasilamamistir. Protokollerin standardizasyonu, farkli denemeler
arasindaki karsilastirmalara olanak saglamak icin gereklidir (Malmberg ve ark. 2008).
Bu yontemlerin oturtulmasinin ardindan sadece birka¢ mililitre periferik kandan
milyarlarca aktive edilmis NK hiicresine genisletmek miimkiin hale gelmistir
(Shenouda ve ark. 2017). Su anda ikinci bir yontem olan ex vivo NK hiicrelerinin
bliytitiilmesi islemi yaygin olarak 6n klinik testleri i¢in kullanilmaktadir (Liu ve ark.
2013; Malmberg ve ark. 2008). Bunu destekler sekilde, ex-vivo olarak iiretilmis NK
hiicreleri, meme kanseri hiicre ¢izgilerine ve hem otolog hem de allojenik hastadan
tiireyen timor hiicrelerine kars1 yiiksek diizeyde in vitro sitotoksisite gostermektedir.

Bununla birlikte, genisletilmis NK hiicrelerinin hasta kaynakli timor hiicrelerini in
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vivo tedavi etme kabiliyeti hakkinda veri saglamak i¢in daha fazla aragtirmaya ihtiyag
vardir (Shenouda ve ark. 2017). Bu amagla, yiiksek sitotoksik aktivitesi ve uzun vadeli
biiyiime potansiyeline sahip NK-92 hiicre hatti, insan NK hiicrelerinin fonksiyonunu
incelemek i¢in cazip bir model olmaktadir (Ames ve ark. 2009). Klinik arastirmalara
giren ve NK hiicresine dayali tiimdr immiinoterapisini incelemek i¢in bir platform
gorevi gorebilen tek NK hiicre dizisidir (Aria ve ark. 2008). NK-92, ilk kez 1994
yilinda saldirgan bir NK hiicreli lenfomal1 50 yasindaki bir erkek hastadan elde edilen
bir insan NK hiicre dizisidir. NK-92 hiicreleri CD3, CD4 ve CDS8 T hiicre yiizey
markdrleri i¢in negatiftir ve lenf diigiimlerinde ortaya ¢ikan insan NK hiicrelerinde en
bol bulunan CD56"€" fenotipini (yapisma/adhezyon molekiilii) ifade ederler. NK-92
hiicreleri primer NK hiicreleriyle karsilastirildiginda, genel olarak oldiiriicii hiicre
inhibe edici immiinoglobulin benzeri reseptorleri (KIR) ifade etmemektedir, bu
hiicrelerdeki yiiksek sitotoksik aktiviteyi agiklamaktadir (Finn ve ark. 2007). NK-92
hiicre hatti, sitokin IL-2'ye olduk¢a bagimlidir ve bu hiicrelerin in vivo'da dahil
edildigi terapilerde siiper fizyolojik miktarlarda IL-2'yi gerektirir. Bununla birlikte,
NKO92 ile hemen hemen ayni hiicre dizisine sahip oldugu gosterilen, IL-2 bagimsiz
hiicre dizisi NK-92MTI'nin klinik terapiler i¢in daha uygun bir secenek olabilecegi
tartisilmaktadir (Mamassier ve ark. 2011). Ancak IL-2’nin kullanilan diisiik
dozlarinda toksisite gozlemlenmemesi nedeniyle, sigan in vivo ¢aligmalarinda NK-92
hiicre hatt1 kullanim1 yayginligin1 korumaktadir (Ames ve ark. 2009; Aria ve ark.

2008).

4.2.2 NK Temelli immiinoterapik Yaklasimlar

Bagisiklik sistemi tarafindan takibi yapilmasina ragmen, malignant hiicreler
bagisiklik sisteminden kagma ve ¢ogalma yollar1 bulabilirler (Sutlu ve Alici 2009).
AIDS de dahil olmak iizere cesitli bagisiklik yetmezligi hastaliklarinda NK hiicre
fonksiyonu anormal oldugundan virlislerin insan hiicreleri i¢inde c¢ogalmasi da
miimkiin hale gelmektedir. Yakin tarihli arastirmalarda, kanserlerin molekiiler
hedeflerinin, kanserleri bagka immiinoterapi yontemlere yatkinlastirma kapasitesi
calistimistir (Ames ve ark. 2009; Shenouda ve ark. 2017). Tiimor hiicrelerinin
bagisiklik sistemi hiicrelerinden saklanmasindaki genel mekanizmalar, tlimoriin hizli
biliytimesiyle bagisiklik sisteminin geride kalmasi, bozuk vaskiilarizasyona bagh

olarak tiimore erisilememesi kaynakli Fas veya perforin aracili apoptoza kars1 direng
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gelistirmesidir (Sutlu ve Alici 2009). Son yapilan ¢aligmalarda kanserli hastalarda
hastalik progresyonuyla korele oldugu bildirilen, T hiicreleri ve NK hiicreleri
tarafindan defektif ifade aktivasyon reseptorleri ve ¢esitli hiicre i¢i sinyal molekiilleri
bulunmustur. Ayrica malign hiicrelerin, T ve NK hiicre ¢ogalmasini inhibe eden
immiin baskilayici faktorleri salgiladigi da gosterilmistir (Sutlu ve Alici 2009).
Ozellikle yeni tiimdr hiicreleri NK sitotoksisitesine kars1 nispeten direnglidir. Bunun
yaninda spontan ve normal hiicre popiilasyonlarinin NK duyarliligi, normal hiicre
proliferasyonunun diizenlenmesinde NK hiicrelerinin de rol oynadigmi ortaya
koymaktadir (Hamilton ve ark. 1988). Mamassier ve arkadaslarinin ¢aligmalarinda
daha once IFN-y sinyali veren veya antitiimor immiin hiicrelerdeki kusurlu farelerin
primer tiimorler gelistirme olasiligiin daha yiiksek oldugu, 6zellikle hastalik evresi
ilerledikge NK hiicre aktivitesinin, ozellikle de IFN-y {iretiminin invaziv meme
tiimorlerinde giiclii bir sekilde bozuldugu gozlenmistir (Mamasier ve ark. 2011).
Yakin tarihli ¢aligmalar, IDO1 ve TGF-B1 gibi tiimor mikro ortaminda siklikla
bulunan inhibe edici faktorler ile NKG2D ¢oziiniir ligandlar1 gibi birkag molekiiliin
NK hiicrelerinin fenotipini ve fonksiyonlarini keskin bir sekilde bozabilecegini
gostermistir (Catriconi ve ark. 2003; Della Chiesa ve ark. 2006; Vivier ve ark. 2011).
Coziliniir NKG2D ligandlart NK hiicresi NKG2D reseptorlerine baglanmakta, sahte
bir NK tepkisini aktive ederek sonugta reseptor bolgesi i¢in rekabet yaratmaktadir
(Vivier ve ark. 2011). Buna ek olarak, MHC-I siif molekiillerinin ekspresyonunu
indirgeme yetenegine sahip olan kanser hiicreleri CD8* hiicre tanimasindan da
kacabilmektedir (Bodduluru ve ark. 2015). Bu bilgileri destekler sekilde invaziv
meme tiimorlerinin, diger toksik timor mikro ortamlarina benzer olarak, NK
hiicrelerinde oto-toleransi indiikleyen, zayiflatilmig hiicre immiinojenisitesinin ortaya
¢ikmasina, NK hiicrelerinin sitotoksisitesini kdrelten ve nihai olgunlagma siirecininin
engellenmesine neden olan ¢ok yonlii bir immiinosiipresif mikro ¢evre yarattigi
bilinmektedir (Barsoum ve ark. 2011; Mamassier ve ark. 2011; Pasero ve ark. 2015;
Shenouda ve ark. 2017). Yine yapilan g¢alismalarda, periferik kandaki saglikli
vericilerle karsilastirildiginda kanserli hastalarin daha az sayida NK hiicreleri
icerdiklerini saptamistirlar (Mamassier ve ark. 2011). Bununla birlikte kanser
hastalarindaki NK hiicrelerinin, 6ldiiriicii hiicre immiinoglobulin benzeri reseptorler
(KIR'ler) ve NKG2A gibi inhibe edici belirteclerin artmis bir ifadesi ve esasen
NKG2D ve dogal sitotoksisite reseptorleri (NCR'ler) gibi aktive edici belirteglerin
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azaltilmis ifadesi ile karakterize bir inhibitdr fenotip sergiledikleri kesfedilmistir
(Gillgrass ve Ashkar 2011; Shenouda ve ark. 2017). Bu da diisiik immiin yanit ile
iliskilidir. Bu bilgileri destekler sekilde bir baska calismada meme tiimorlerinin
immiinojenisitesine bakildiginda bir¢ok tiimdrde sik rastlanilan sekilde, NK hiicre
ligandlarinin protein ve mRNA profillerinin saglikli meme dokularinda goriilen
profillerden farkli oldugu goriilmistiir. Tamidaki tiimor hiicre profillerin
heterojenliginin, yine basarili olarak caligmayan immiin sisteminin bir sonucu
olustugu diisiiniilebilinir (Mamassier ve ark. 2011). Yapilan bir baska calismada,
meme kanserine kars1 yiiksek risk grubunda yer alan bireylerde NK aktiviteleri kontrol
gruplarina gore anlamli derecede yiiksek bulunmustur (Hamilton ve ark. 1988). Diger
taraftan Shenouda ve arkadaglarinin ¢alismalarinda, meme kanseri hastalarindan gelen
NK hiicreleri, saglikli donorlerden benzer sekilde fiiretilebilecegi belirtilmektedir.
Meme kanseri hastalariyla yapilan ¢alismalarda, hastadan tiiretilen NK hiicrelerinin
timor hiicrelerine kars: yiiksek sitotoksik etkiye sahip oldugunu gosterilmistir. Bu
veriler kanserli hastalarda NK hiicre fonksiyonunu diizeltmek i¢in mevcut kanser
tedavileri ile uyumlu oldugundan olduk¢a 6nemlidir (Shenouda ve ark. 2017). NK
ayricalikli immiinoterapiyi destekler sekilde, kanser hastalarina biiyiik dozlarda NK
hiicrelerinin infiizyonunun, hastalarda herhangi bir ciddi yan etki olusturmadigi, bu
sebeple giivenli oldugu, dahasi kanser hastalarinda tiretilmis bu NK hiicrelerinin in
vivo olarak haftalarca ve aylarca hayatta kaldiklar1 gosterilmistir (Parkhurst ve ark.
2011). Sakamoto ve arkadaslari, stabil bir hastalik durumu gosteren hastalara NK
hiicre infiizyonundan 14 giin sonra NK hiicre sitotoksisitesinde yaklasik ii¢ kat artig
gozlemlemistir (Sakamoto ve ark. 2015). Bu baglamda invaziv meme tiimorlerinin
kontrolinde NK hiicrelerinin roliinii vurgulamanin ve ameliyattan sonra NK
hiicrelerinin antitiimor verimliliginin preaktive veya aktif NK hiicreleri ile birlikte
restore etmenin, diger malignitelerde gosterildigi gibi artik timor hiicrelerinin
temizlemesine yardimci olabilecegi diisiiniilmektedir. Bu nedenle invaziv meme
timorii rekiirrensini 6nlemek icin etkili bir sekilde NK hiicre sitotoksisitesini
gelistirecek caligmalarin yapilmasi olduk¢a 6nemlidir (Mamassier ve ark. 2011). NK
hiicresinin sitotoksik aktivitesini modiile eden veya timdr hiicrelerini NK hiicresi
aracili sitotoksisiteye duyarli hale getiren cesitli farmakolojik maddeler mevcut

oldugundan, kombinasyonel hiicre aktarim c¢alismalarinin, immiinostimiilatér ve
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tiimor hiicresi 6lim hassaslastirici tedavilerin tasarimlarinin uygulanabilirligine 6zel

bir vurgu yapilmalidir (Bodduluru ve ark. 2015).

4.3. eEF2K SINYAL YOLAGI

4.3.1 Tanim ve Genel Bilgi

Okaryotik uzama faktorii 2 kinaz (eEF2K), bir kalsiyum/kalmodulin-bagimli
serin/treonin kinazdir. eEF2K, katalitik alan1 geleneksel protein kinazlara yapisal
olarak benzemedigi i¢in atipik bir kinaz olarak ifade edilir. Bilinen tek substrati1 peptid
zincirinin uzama hizini azaltan 6karyotik uzama faktorii 2 (eEF2)’dir (Bayraktar ve
ark. 2017; Tavares ve ark. 2012). eEF2K geni, memeliler arasinda oldukga
korunmustur. Dolayisiyla, eEF2'nin eEF2K tarafindan diizenlenme mekanizmasi da
evrimsel olarak korunmus olmaktadir (Fu ve ark. 2014). eEF2K aktivitesi, transfer
RNA (tRNA) iizerindeki ribozomun A sitesinden P bolgesine hareketine aracilik eden
eEF2'yi (treonin 56'da) fosforile/defosforile ederek protein zincirinin uzamasini
kontrol etmek i¢in ¢oklu mekanizmalarla diizenlenir (Bayraktar ve ark. 2017; Brenton
ve ark. 2005; Finn ve ark. 2007; Fu ve ark. 2014; Liu ve ark. 2014).

Yapilan yeni c¢alismalar 1s18inda 1-Benzil-3-setil-2-metilimidazolyum iyodid
(NH125), mTOR ve AMPK gibi regiilatorlerde yer alan ¢coklu yollar1 modiile ederek
eEF2 fosforilasyonunun indiiklenmesi, farkli kanser hiicrelerine kars1 etkin bir anti-
proliferasyon ajan olabilecegini diisiindiirmektedir (Chen ve ark. 2011). Ayrica
eEF2’nin eEF2K tarafindan fosforilasyonu kiiresel protein sentezini engellediginden,
TNBC tiimérigenezinin ilerlemesini ve ila¢ direncini tesvik eden potansiyel yeni bir
molekiiler hedef olarak nitelendirilmesine olanak saglamaktadir (Bayraktar ve ark.
2017; Liu ve ark. 2014; Tavares ve ark. 2012). Ancak bugiine kadar, eEF2K'nin
fizyolojik islevlerini anlama ve bunu wuygun bir terapotik hedef olarak
degerlendirmede kaydedilen ilerleme, eEF2K'yi hedef alan giiclii spesifik
molekiillerin olmamas1 nedeniyle engellenmis, bu ylizden eEF2K otofosforilasyon
mekanizmasi tam olarak aydinlatilamamistir (Ashour ve ark. 2014; Bayraktar ve ark.
2017; Tavares ve ark. 2012). Tavares ve arkadaglari, calismalarinda eEF2K icin beg
biiylik otofosforilasyon bolgesi (Thr-348, Thr-353, Ser-445, Ser-474 ve Ser-500)
belirlemislerdir (Tavares ve ark. 2012). eEF2K’in fosforilasyon bolgeleri Sekil
4.3.1.1°de goriilmektedir (Liu ve ark. 2016).
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. mTORC1

Association between domains for
substrate recruitment?

Sekil 4.3.1.1: eEF2K’in fosforilasyon bdlgeleri (Liu ve ark. 2016).

Cax*/calmodilin (CaM) varliginda, Thr-348'in saglam fosforilasyonunun birkag
saniye i¢inde MgATP ilavesiyle olustugu, mutajenez calismalar1 ile de eEF2
fosforilasyonu i¢in Thr-348'in fosforilasyonunun gerekli oldugu onerilmektedir. Ser-
5001n fosforilasyonunun Thr-348'in fosforilasyonunun gerisinde kaldigi ve
eEF2K'nin Cax* bagimsiz aktivitesi ile iliskilendirildigi belirtilmektedir. Ser-500'in
Ala yerine Asp aminoasitine doniismesi, eEF2K’yi Cax* bagimsiz hale getirmektedir.
Ancak Cax"’a bagli olmayan bu aktivite, calmodilin (CaM)'nin varligin
gerektirmektedir (Tavares ve ark. 2012). Bunun yaninda Ser-595 ve Thr-56
bolgelerinin ¢oklu fosforilasyonlar1 ile de eEF2 inaktive hale gelmektedir (Sekil
4.3.1.2) (Hizli ve ark. 2012).

Amino Acids
eEF2 mTOR
CA++
Active / Calmodulin
lin A e Adenylate
CycClin eEF2K ¢=——— cyclase
e R e —
Energy
. . AMPK
S595 1 egr2 T56
Growth Factors
s MAP Kinase
Inactive

Sekil 4.3.1.2: Coklu fosforilasyonlar ile eEF2 inaktivasyonu (Hizli ve ark. 2012).
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4.3.2 Karsinogenezde eEF2K’in Rolii ve Giincel Calismalar

Literatiire gore mRNA translasyon uzamasinin aktivasyonuna yol acan eEF2K ve
eEF2, mTORCI1'in asag1 akis yoniinde yer alan S6K 1 tarafindan fosforile edilip aktive
edilmektedir. eEF2K ayrica ERK ve AMPK da dahil olmak tizere diger sinyal yollar1
tarafindan da gozlemlenebilmektedir. eEF2K ve JNK inhibitorleri, Pten/p53'ten
yoksun TNBC'nin ksenograft fare calismalarinda tiimor biiytimesini baskilamaktadir.
Ayrica eEF2K inhibitorlerine alti adet insan TNBC hiicre hattinin (BT-549, HCC-38,
HCC-1937, MDA-MB-157, MDA-MB-436, MDA-MB-468) duyarliliginin, Gatza ve
arkadaglar1 tarafindan tanimlanan 18 yol isaretinin herhangi biriyle orantili olup
olmadig1 da calisilmis, dikkat ¢ekici sekilde TNBC hiicrelerinin TX-1918 ve NH125'e
duyarliliginin yalnizca AKT sinyal yolagi ile korelasyonu oldugu bildirilmistir (Gatza
ve ark. 2010; Liu ve ark. 2014).

Son zamanlarda, eEF2K'nin hiicre ¢ogalmasini, hiicre gog¢iinii, invazyonu,
epitelyal mezenkimal gecisini (EMT) ve TNBC tiimoéregenlesmesini, siklin D1, c-
myc, PI3K/Akt, Src/Fak ve insiilin benzeri biiylime faktorii reseptorii (IGFR)
sinyallerini diizenlenerek hiicre dongiisiinii kontrol ettigi, boylece G1/S gecisini
destekledigi gosterilen bircok calisma yapilmistir (Bayraktar ve ark. 2017). Bu
calismalardan bir tanesinde miR-603 kiiciik molekiilii eEF2K inhibitérii olarak
kullanilmis ve eEF2K ile iliskili diizenleyici yolaklar sematize edilmistir (Sekil
4.3.2.1) (Bayraktar ve ark. 2016).

eEFZK

Cy:lm

\ | l

G2 M
l\ Cell cycle i Survival  Progression Proliferation
progression Invasion&
S , Gl Metastasis
L |

Tumor growth & progression

Sekil 4.3.2.1: Uglii negatif meme kanserinde eEF2K igeren diizenleyici yollarin
sematik modeli (Bayraktar ve ark. 2016).
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Dahas1 eEF2K, kanser hiicrelerinin apoptozis ve otofaji arasindaki g¢apraz
gecisinde dnemli bir rol oynamaktadir. Timorogenezde EF2K apoptozu inhibe etmek
icin XIAP, c-FLIPL, Bcl-XL, PI3KCI ve p70S6K gibi bazi apoptotik proteinlerin
ekspresyonunu modiile edebilmektedir. Apoptozun tetiklendigi durumlarda, ¢cevredeki
dokulara zarar vermeden tiimdrlerin dagilmasi saglanir. eEF2K'nin TNF'e bagh
apoptozu indiikleyen ligand (TRAIL) ayricalikli indiiklenen apoptoz lizerindeki etkisi,
modiile edici Bcl-XL ekspresyonu vasitasiyla saglanabilir. Bcel-XL'in -+ asir
ekspresyonu, eEF2K hedefli siRNA'nin TRAIL aracilikli indiiklenen apoptoz
tizerindeki duyarlilagtirici etkisini ortadan kaldirabilir (Zhang ve ark. 2011).

eEF2K ayrica, endoplazmik retikulum (ER) stresine ve ribozomal strese yanit
olarak aktive edildigi icin ER ve ribozomal stres indiikleyici ajanlar, anti kanser
ajanlar olarak test edilmekte ve gelistirilmektedir (Cheng ve ark. 2013; Gismond ve
ark. 2014). Ribozomal stres, eEF2K/eEF2 yolagmi aktive ederek protein
translasyonunu yavaglatir. Ribozomal stres kosullarinda ribozomal proteinleri ve
ceviri faktorlerini kodlayan terminal oligopirimidin (TOP) mRNA'larinin diger
proteinlere kiyasla polisomlar iizerinde tekrar dolasarak TOP mRNA’s1 ile kodlanmus,
yapisal haberciler olarak taninan proteinlerin sentezinde de nispi bir artis meydana
gelir. Dolayistyla ribozomal strese tepki olarak, hiicrede yeterli seviyede ribozomun
geri kazanilmasina yardimci olacak bir degisiklik olurken, hiicre ayn1 zamanda protein
sentezini yavaglatarak sag kalim sansini arttirmaktadir (Gismond ve ark. 2014).
eEF2K ekspresyonunun ER stres kaynakli otofaji iizerindeki etkisi ise, insan meme
kanseri hiicre serileri MCF-7 ve T47D'de gosterilmistir. Bu deneyler, ER stresine
otofajik yanitta eEF2K nin diizenleyici rol oynadigini vurgulamaktadir (Cheng ve ark.
2013). eEF2K, mTORCl, AMPK ve Atg8 molekiilleri aracalikli otofaji
mekanizmasinin diizenlenmesinde etkili olmaktadir (Fu ve ark. 2014; Liu ve ark.
2014). Ancak Liu ve arkadaglar1 eEF2K'nin inhibisyonunun a¢lik ¢cekmeyen kosullar
altinda otofajiyi etkilemedigini belirtmislerdir. Diger yandan besin yoksunlugu gibi
tiimor hiicrelerinin siklikla maruz kaldigi kosullarda eEF2K'nin inhibisyonunun,
proteinin translasyonunu siirdiiriillemez oranda arttirarak hiicre 6limiine yol agtig1
distintilmektedir (Liu ve ark. 2014). Ancak akut besin yoklugu durumunda eEF2K
aktivitesi, timor hiicresinin metabolik strese adaptasyonunu saglayabilir. Bu yaklagim
cesitli malignitelerde yiiksek seviyede bulunan eEF2K ifadesi ile desteklemektedir
(Fu ve ark. 2014). MCF-7 meme kanseri ve T98G glioma hiicreleri ile yapilan besin
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yoksunlugu calismalarinda, eEF2K’nin hizla aktivite olarak eEF2 fosforilasyonunu
gerceklestirdigi  goriilmiistiir. eEF2K, translasyon oranini diizenleyerek besin
yoksunlugu, hipoksi ve metabolik stres kosullarinda hiicre sagkalimi desteklemektedir
(Bayraktar ve ark. 2017). Dahasi, farkli kanser tiirlerinde baz1 kiigiik molekiillii
bilesiklerin spesifik substrat eEF2'yi hedef aldig1 rapor edilmistir (Fu ve ark. 2014).
Tiim bu bilgiler 15181nda eEF2K'nin yapisi, modifikasyonlar1 ve biyolojik fonksiyonu
hakkinda daha fazla arastirma yapmak, eEF2K'nin kanser hiicreleri iizerindeki
apoptoz ve/veya otofaji etkisindeki sagkalim roliinii ve potansiyel anti-kanser hedefi
olarak kullaniminin 6nemini anlamamiza yardimci olacaktir (Fu ve ark. 2014; Liu ve

ark. 2014).

4.4 PD-1/PD-L1 KONTROL NOKTASI

4.4.1 Tamum ve Genel Bilgi

Programlanmis hiicre 6liim proteini-1 (PD-1), aktiflestirilmis T hiicreleri, NK
hiicreleri, B hiicreleri, Dentrit hiicreleri ve monositlerde yukari regiile edilen ortak
sinyal iletim reseptorii olan B7 ailesine dahil, dokulardaki T ve dogal oldiriicii
hiicreler gibi ¢esitli immiin hiicrelerin efektér fonksiyonunu sinirlayan bagisiklik
kontrol noktasi reseptoriidiir (Bodduluru ve ark. 2015; Zardavas ve ark. 2013). PD-1,
cesitli tiimor tiplerinde eksprese edildigi bilinen, farkli tanimlama profillerine sahip,
iki liganda (PD-L1 ve PD-L2) sahiptir (Bayraktar ve ark. 2017; Mittendorf ve ark.
2014). PD-1'in bir ligand1 ve immiin yanit 6nleyici molekiil olan PD-L1, kanser
hiicreleri, timor sizdiran inflamatuvar hiicreler ve bagisiklik hiicreleri iizerinde
eksprese edilir (Dua ve Tan 2017; Sun ve ark. 2016).

PD-L1 ve PD-L2 ligandlarinin ekspresyonlarinin baskilanmasi bir¢ok timor
tipinin immiinoterapi tabanli tedavisine olanak saglamaktadir. Kontrol noktas1 abluka
antikorlar, sitotoksik T lenfosit ve dogal oldiiriicii hiicrelerle iliskilendirilen antijen 4
(CTLA-4) veya programlanmis 6liim-1/programlanmig 6liim ligandi-1 (PD-1/PD-L1)
yolunu hedefleyerek engelleyici sinyalleri kaldirarak saglam bagisiklik yanitlarina
izin verebilirler (McArthur 2016). PD-L1 diizenlemesinin bir mekanizmasi, IFN-gama
(IFNy)'ya yanit olarak PD-L1'in tiimor hiicre yiizey ekspresyonunun indiiksiyonudur.
Bunun muhtemelen tiimor hiicrelerinin anti-timdr immiin tepkisini terk ettigi bir

mekanizma oldugu diisiiniilmektedir. Ikinci bir mekanizma, kanserojen sinyal ile
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yapilmaktadir (Mittendorf ve ark. 2014). Onkogen kaynakli PD-L1 ifadesi ile
inflamasyona dayali PD-L1 ifadesi arasinda farklar vardir. Onkogen kaynakli PD-L1
ekspresyonu yapisal ve degisken olsa da inflamasyona dayali PD-L1 ekspresyonu,
[FNy aracilikli immiinolojik saldir1 alanlari ile sinirhidir. Buna ek olarak, inflamasyona
dayali PD-L1 ekspresyonu bagisiklik sizintilariyla iliskili iken, onkojen kaynakli PD-
L1 ekspresyonu degildir (Sun ve ark. 2016). Ek olarak fosfataz ve tensin homolog
(PTEN) protein kaybi, PD-L1 ekspresyonunu diizenleyen bir baska mekanizma
oldugundan, PI3K yolagimi1 hedefleyen ajanlar anti-tiimor adaptif immiin yanitlar

artirabilir (Mittendorf ve ark. 2014).

4.4.2 Karsinogenezde PD-L1’in Rolii ve Giincel Calismalar

Tiimoér ve viral olarak enfekte olmus hiicrelerin bagisiklik Onleme
mekanizmalarindan bir tanesi PD-L1 (gene known as CD274) ve PD-L2 ligandlarinin
ekspresyonu yoluyla gerceklesmektedir (McArthur 2016). Akciger kanseri, mesane
kanseri, malign melanom ve yumurtalik kanseri c¢aligmalarinda PD-L1
ekspresyonunun %20 ila %70 oraninda oldugu gosterilmistir (Sun ve ark. 2016).

NK hiicrelerinde PD-1'in hiicre i¢indeki kismi protein tirozin fosfatazlar1 olan
SHP-1 ve SHP-2'yi diizenleyen bagisiklik koruyucu tirozin esash onleyici motifler
(ITIM) igerdigi icin PD-1/PD-L1 etkilesimi inhibitor sinyal iletimini doniistiiriir ve
bdylece PI3K/AKT ve Ras sinyalizasyonunun aktivasyonunu ortadan kaldirir. Bu
durum immiin hiicrelerinin bozulmus aktivasyonuna neden olur. Bu nedenle, PD-
1/PD-L1'in anti-PD-1 (nivolumab (BMS-936558 veya MDX1106), pembrolizumab
(MK-3475), pidilizumab (CT-011)) veya anti-PD-L1 (BMS-936559, MSB0010718C,
MPDL3280A, MEDI-4736) monoklonal antikorlar: ile etkilesiminin engellenmesi,
negatif sinyali inhibe eder ve immiin hiicrelerinden NK hiicreleri sitokin {iretimini ve
sitotoksisiteyi arttirarak anti-timor efektor yanitlarinin artmasimna ve timor
regresyonuna (baskilanmasina) neden olur (James ve ark. 2013).

Mittendorf ve arkadaslari tarafindan yapilan ¢alismada ¢ogunlukla TNBC olan bazal
benzeri tiimorlerin PI3K yol aktivasyonu ile korelasyon gosterdikleri, yapilan diger
bir calismada tiimdrlerin %35'inde PTEN kaybi goriildiigii ve ER/PR negatif
tiimorlerde PTEN korelasyonunun desteklendigi bulgularina ulasilmistir. Ilave olarak
PTEN geninin susturulmasinin, transkripsiyonel regiilasyonu modiile ederek, hiicre

ylizeyinde PD-L1 transkriptlerinin ekspresyonunu oOnemli oOlgiide arttirdigt
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gosterilmistir. Bulgular PTEN kaybryla indiiklenen tiimor hiicreleri tarafindan artmis
PD-L1 hiicre ylizeyi ekspresyonunun azalmis T hiicre proliferasyonuna yol actigi
yoniindedir (Mittendorf ve ark. 2014). Sekil 4.4.2.1°de PD-1'in T hiicrelerinin major
sinyal yollarina ve sinyalin olusmasinin ardindan aktive olan yeniden metabolik

programlamaya etkisi gosterilmektedir (Bardhan ve ark. 2016).
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Sekil 4.4.2.1: PD-1'in T hiicrelerinde major sinyal yollarina ve sinyalin ardindan

olusan yeniden metabolik programlamaya etkisi. (Bardhan ve ark. 2016).

Sonug olarak tiimor hiicrelerinde eksprese edilen PD-L1’in T hiicre ylizeyinde
bulunan PD-1 ile etkilesiminin, tiimoriin bagisiklik sistemi elemanlarindan
kagmasinda 6nemli bir mekanizmasi oldugu goriilmektedir (Dua ve Tan 2017).

Literatiirde asir1 PD-L1 ekspresyonu gosteren ve PD-L1 gen ifadesi igermeyen
baz1 hastalarin, PD-L1 baskilanmasina yanit vermedigini belirten yaymlar da
mevcuttur (O’Donnell et al. 2016; Nowicki et al. 2018; Ren et al. 2020). Mittal ve
arkadaglarinin yaptigi bir c¢alismada timér mikro c¢evresinde CD38 kaynakli
adenosine bagl anti-PD-1 / PD-L1 direncinin gelistigi belirtilmistir (Sekil 4.4.2.2)
(Mittal ve ark. 2018).
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Sekil 4.4.2.2: Timor mikro ¢evresinde CD38 kaynakli adenosine bagli anti-PD-1 /
PD-L1 direnci (Mittal ve ark. 2018).

Dahasi, ER veya HER2'den farkli olarak, tiimoér PD-L1 ifadesi dinamiktir ve
ekspresyon seviyeleri spesifik maruz kalmalara yanit olarak degismektedir. Ornegin,
T hiicresi infiltrasyonu PD-L1'in tiimor ekspresyonunu yukar1 yonde regiile eden
[FNy'nin salinmasina neden olur. Baska bir deyisle, test edilen doku, dokunun
toplanma kosullar1 ve etkili diger parametrelerin hepsi de PD-L1 ekspresyon
sonuclarini etkileyebilmektedir. Dolayisiyla, PD-L1 ekspresyonunun varligi kosullara
baglh olarak zenginlesebilir ancak bu durum yanlis pozitif olarak ifade edilen,
hikayenin tamamini anlatmayan bir olgudur (McArthur 2016). Bununla birlikte bu
verilerin, PD-L1 ekspresyonunu tanimlamak i¢in farkli kriterlere ve PD-L1
ekspresyonunu dlgmek icin farkli deney uygulamalarina sahip kiigiik ¢caligmalardan
elde edildigini unutmamak 6nemlidir. Tim timor alt tilirleri lizerinde daha biiyiik
caligmalar siirdiirerek bu alan1 daha da bilgilendirmek olasidir (McArthur 2016).
Ayrica, PD-L1 degerlendirmesi hem kanser hiicresi hem de immiin hiicrelerde
yapilmalidir (Sun ve ark. 2016). Formalin ile fikse edilmis ve parafine gomiilmiis
(FFPE) orneklerde monoklonal bir PD-L1 antikoru ile immiinohistokimya (IHC)
kullanilarak kolayca degerlendirilebilinmektedir (Bayraktar ve ark. 2017; Sun ve ark.
2016). Young Sun ve arkadaslarinin raporlarinda TNBC'deki PD-L1'in
imminhistokimyasal ifadesini degerlendirmek i¢in ayni sartlar altinda {i¢ farkl
antikor klonlar1 kullanildigi ve hem tiimor hiicrelerinde hem de bagisiklik hiicrelerinde
PD-L1 ekspresyonunda farkliliklar bulundugunu ve antikor klonuna bagli olarak
kanser hiicrelerinin ve bagisiklik hiicrelerinin %19.3 ile %37.6'sinda PD-L1 ifadesi
goriildiginii bildirmislerdir (Sun ve ark. 2016). Mittendorf ve arkadaslarinin elde
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ettigi sonuclar da, TNBC'deki PD-L1'in hormon reseptdriine (HR) sahip meme
kanserlerine kiyasla daha yiiksek ekspresyonu oldugu yoniindedir (Mittendorf ve ark.
2014). Doku mikro dizileri {lizerine yapilan analiz, 105 primer TNBC o6rneginin
%19'unun PD-L1 pozitif oldugunu gostermistir. Buna ek olarak, Tung ve arkadaslari,
biyolojik belirte¢ olarak PD-L1'in roliiniin belirsiz olmasina ragmen, primer TNBC
hiicrelerinin %26'sinin (193'te 51 tanesinin) yiizeylerinde PD-L1 ifade ettiklerini
kesfetmistir (Dua ve Tan 2017).

Dahasi PD-1 ile ligand1 PD-L1 arasindaki etkilesimin aracilik ettigi bu énemli
kontrol noktasi bir¢ok klinik ¢alismanin merkezinde yer almaktadir (James ve ark.
2013). PD-L1'1 eksprese eden kanserlerde PD-L1 blokaji1, anti-tiimor immiin yanitlari
indiiklemede ve kisiye 6zel terapi planlamasinda énemli bir rol oynamakta, boylece
bir¢ok kat1 tlimoriin tedavi seklini degistirmektedir (Drake ve ark. 2014; Sun ve ark.
2016). Tuimdr hiicrelerinde PD-L1 pozitifligi prognozla iligkili oldugundan PD-L1,
TNBC i¢in etkin immiinoterapotik ajanlarin isaretleyicisi olarak potansiyel
sunmaktadir (Dua ve Tan 2017; Mittendorf ve ark. 2014; Sun ve ark. 2016). Bu
dogrultuda bir¢cok tiimorde pre-klinik ve klinik g¢aligmalarda BMS-936559 ve
MPDL3280A gibi anti-PD-L1 antikorlari ile PD-L1 hedefli tedaviler aragtirilmus, elde
edilen sonuglar dogrultusunda 28-8 klonu, 22C3 klonu, klon SP142 ve klon E1L3N
gibi ¢oklu monoklonal PD-L1 antikorlar1 ticari olarak gelistirilmistir (Sun ve ark.

2016).

4.5 FOXM1 SINYAL YOLAGI

4.5.1 Tanim ve Genel Bilgi

Memeli transkripsiyon faktorii Forkhead Box M1 (FOXMI1), 100 amino asit
uzunlugunda kanatli sarmal DNA baglanma alanin1 paylasan Forkhead ailesi
proteinlerinin iiyelerinden biridir (Laoukili ve ark. 2007). FOXM1 transkripsiyon
faktorli, esasen hiicre proliferasyonu, farklilagsmasi ve transformasyonunda rol
oynayan hiicre dongiisii genlerinin ekspresyonunun diizenlenmesinde 6nemli bir rol
oynar (Halasi ve Gartel 2013). D6rt FOXM1 izoformu vardir: alternatif birlestirme ile
tiretilen FOXM1A, B, C ve D proteinleri mevcuttur. FOXM1 geninin ifadesi sirasinda

genin promotdr bdlgesine ¢esitli molekiiller baglanarak FOXMI1 geninin ifadesini
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degistirebilmektedir. (Yesil: aktivator, kirmizi: baskilayici elemanlar) (Sekil 4.5.1.1)
(Liao ve ark. 2018).
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Sekil 4.5.1.1: FOXM1 genindeki genomik yap1 ve kodlama izoformlar1 ve FOXM1

promotdr bolgesindeki transkripsiyon faktorii baglanma sahalari (Liao ve ark. 2018).

Cogu insan kanserinde, FOXM1 asir1 eksprese edilir ve bu, kanser hastalar1 i¢in
kotli bir prognoza isaret eder (Liao ve ark. 2018). FOXM1 ayrica Hanahan ve
Weinberg tarafindan tanimlanan tiim kanser belirtilerinde rol oynar (Gartel 2017).
2010 yilinda Yilin Molekiilii olarak adlandirilmistir (Liao ve ark. 2018). FOXM1A
sitoplazmada yerlesen transkripsiyonel bir baskilayicidir. FOXMI1B’nin insan
kanserlerinde diger izoformlarin baskin olarak fazla ifade edilmedigi durumlarda
antikanser ilaclar i¢in ¢ekici bir hedefi olduguna inanilmaktadir. FOXM1C, bazi
tiimorlerde asir1 eksprese edilen transkripsiyon aktivatoriidiir. FOXM1D ise agirlikli
olarak sitoplazmada bulunur ve metastaz1 tesvik edebilir. FOXM1'in onkojenik
potansiyelinin, kanser gelisiminin farkli asamalarinda yer alan hedef genleri trans-
aktive etme kapasitesi ile belirlendigi varsayilmistir (Gartel 2017). Kanser
biyolojisinde FOXM1’mn etkiledigi mekanizmalar Sekil 4.5.1.2°de gosterilmektedir
(Koo ve ark. 2012).
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Sekil 4.5.1.2: Kanser Biyolojisinde FOXM!1 1n rolleri (Koo ve ark. 2012).

4.5.2 Karsinogenezde FOXM1’in Rolii ve Giincel Calismalar

FOXMlI'in asir1 ekspresyonu, ¢ok cesitli kanser tiirlerinde tespit edilmistir
(Laoukili ve ark. 2007; Halasi ve Gardel 2013; Gartel 2017). Son zamanlarda,
FOXM1'in kanserdeki 6nemli roliinii dogrulayan 18.000 kanser vakasi incelenmis ve
sadece 39 insan tlimoriinde negatif sonuclar elde edilmistir (Gentles ve ark. 2015).
FOXM1'in onkojenik aktivitesini insan hiicrelerinde nasil uyguladigi ile ilgili birkag
mekanizma tlizerinde durulmaktadir. Bir mekanizma, gelismis hiicre proliferasyonu da
dahil olmak iizere bir¢ok Onciil tiimdrjenik etkiye yol agan FOXM1 hedeflerinin
transkripsiyonel aktivasyonu ile baglantilidir (Halasi ve Gardel 2013). Alternatif
olarak ikinci mekanizmada, FOXM1 1n diger proteinlerle etkilesime girerek onkojen
olarak islev gosterdigi ve farkli onkojenik yollar1 destekleyebildigidir. Buna 6rnek
olarak, FOXM1 onkogenik WNT ve TGF-y sinyal yollarin1 indiiklemek icin beta-
katenin veya SMAD3 gibi diger proteinlerle etkilesime girerek onkojenik bir rol
oynayabilmektedir (Sekil 4.5.2.1) (Gartel 2017).
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Sekil 4.5.2.1: Kanserde FOXM1 etkilesimlerinin farkli 6rnekleri (Gartel 2017).

Ayrica yapilan caligmalar sonucunda p53 mutasyonu sonrast p53 seviyesinin
azalmasi ile FOXMI1 ekspresyonunun ters orantili olarak arttigini gosterilmistir
(Pandit ve ark. 2009; Barsotti ve Prives 2009). Bu da insan tiimorlerinde p53
inaktivasyonunun yaygiligi dolayisiyla FOXM1'in asir1 ekspresyonunu destekler
niteliktedir. Dolayisiyla FOXMI1, kanser hiicrelerinin genomik instabilitesini ve
apoptoza kars1 direncini de arttirmaktadir (Halasi ve Gardel 2013). Fonksiyonel olarak
FOXMI1 eksik serviks kanser hiicrelerinde (C33A) yapilan bir ¢alismada,
FOXMIlcnin zorunlu ekspresyonunun hiicre proliferasyonunu ve baslangic
bolgesinden bagimsiz biiyiime kabiliyetini énemli Ol¢lide arttirdigi bulunmustur.
Bunun tersine, FOXM1 eksprese eden rahim agzi kanseri hiicreleri (SiHa) {lizerinde
RNA ile FOXM1’in baskilanmasinin ise siklin B1, siklinD1 ve cdc25B'nin azalmasina
ve p27Kipl ve p21Cipl'in artmasina sebep oldugu, boylece hiicre ¢ogalmasinda ve
migrasyonda 6nemli 6l¢iide inhibisyona yol agtig1 gortilmiistiir (Chan 2008).

Yapilan baska bir calismada ise, Kanser Genom Atlasindan alinan meme
karsinomu gen ekspresyon verileri kullanilarak, bazal benzeri meme kanseri alt tipinde

FOXMI1 ekspresyonunun diger meme kanseri alt tiplerine kiyasla arttigi tespit
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edilmistir. Thiostrepton kullanilarak FOXM1'in baskilanmasinin, MDA-MB-231 {i¢li
negatif meme kanseri hiicrelerinin proliferasyonunu ve siklin A2, siklin B2, kontrol
noktasi kinaz 1, sentrozomal protein 55 ve polo benzeri kinaz 1 dahil olmak iizere
hiicre dongiisii ile iliskili genlerin ekspresyonunu inhibe ettigini belirlenmistir (Tan ve
ark. 2019). Farkli Cdk/siklin komplekslerinin Rb/E2F ve FOXMI1 aracili
transkripsiyon ve  hiicre dongiisii ilerleyisi lizerine etkileri Sekil 4.5.2.2°de

gosterilmektedir (Lim ve Kaldis 2013).
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Sekil 4.5.2.2: Farkli Cdk/siklin kompleksleri, Rb/E2F ve FOXMI1 aracili
transkripsiyon ve hiicre dongiisii ilerleyisi (Lim ve Kaldis 2013).

Tiim bu veriler 15183inda, RNA etkilesimi ile tiimor hiicrelerinde FOXM1'in
baskilanmasi ile tiimdr hiicrelerinde hiicre proliferasyonunun, metastazin, invazyonun

ve anjiyogenezin Oniine gecilebilecegine inanilmaktadir (Gartel 2017).

4.6 MIKRORNA’LAR

4.6.1. Mikrorna’larin Olusumu ve Islevleri

Ilk mikroRNA olarak kabul edilen lin-4, 1993 yilinda Ambros ve Ruvkun ve
arkadaslar1 tarafindan Caenorhabditis elegans'ta kesfedilmestir. (Lee ve Ambros
2001; Wightman ve ark. 1993) Devam eden c¢aligsmalarda miRNA'larin tiim hayvan

modeli sistemlerinde tespiti yapilmis, bazt miRNA'larin tiirler arasinda ytiksek oranda
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korundugu bulunmustur (Davis-Dusenbery ve Hata 2010; Friedlander ve ark. 2014;
Li ve ark. 2010; Pasquinelli ve ark. 2000).

miRNA'lar, mRNA'larin stabilitesini ve translasyonunu etkileyerek ¢ok hiicreli
organizmalarda gen ekspresyonunun post-transkripsiyonel seviyede regiile eden 18-
25 niikleotid uzunlugunda, giiclii sekonder yapt motifleri iceren tek iplikli
kodlanmayan RNA transkriptleridir (Uwatoko ve ark. 2019).

Genel miRNA biyogenezi ve efektor yollar1 Sekil 4.6.1.1°de gosterilmektedir
(Alberti ve Cochella 2017). miRNA biyogenezi, RNA polimeraz II/III
transkriptlerinin post-transkripsiyonel veya ko-transkripsiyonel olarak islenmesiyle
baslamaktadir (Ha ve Kim 2014). Genel olarak protein kodlayan veya kodlamayan ug
bolgesi poliadenilatlanmis birincil transkriptlerin (pri-miRNA'lar) parcasi olarak RNA
polimeraz II tarafindan kopyalanir. Birincil transkript, yaklasik 70 niikleotid
uzunlugunda stem loop Onciisii miRNA (pre-miRNA) {iiretmek icin Drosha
riboniikleaz III enzimi tarafindan pargalanir ve bu da sonra olgun miRNA ve antisens
miRNA firtinlerini iiretmek icin sitoplazmik Dicer riboniikleaz tarafindan daha da
kesilir. Daha sonra olusan bu olgun miRNA, miRNA ile baz eslestirmesi yoluyla hedef
mRNA'lar1 taniyan ve en yaygin olarak hedef mRNA'nin translasyonel inhibisyona
veya yikimina sebep olan, RNA ile indiiklenen bir susturma kompleksine (RISC) dahil
edilir (https://www.genecards.org/cgi-bin/carddisp.pl 7gene=MIR3977, Erisim;
26.01.2020)
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Sekil 4.6.1.1: miRNA biyogenezi ve efektor yollarina genel bakis (Alberti ve Cochella
2017).

Hali hazirda tanimlanmis tiim miRNA'larin yaklasik yaris1 intrageniktir (ayn1 gen
izerinde) ve ¢ogunlukla intronlardan ve nispeten az sayida protein kodlayan gen
ekzonundan islenirken, digerleri intergeniktir (kromozom tiizerinde baska gende), bir
host geninden bagimsiz olarak kopyalanir ve kendi promotorleri tarafindan
diizenlenirler (De Rie ve ark. 2017; Kim ve Kim 2007).

Hiicre proliferasyonu, hiicre oliimii, yag metabolizmasi, néronal modelleme,
hematopoetik farklilasma ve bagisiklik sistemi gelisiminin kontrolii gibi ¢esitli
islemlerde islevleri olan bir dizi miRNA bilinmektedir (He ve Hannon 2004).
miRNA'lar tarafindan diizenlenen genleri bulmak i¢in hesaplama teknikleri ve
biyoinformatik algoritmalar toplam miRNA sisteminin ¢ok azini temsil etmektedir.
miRNA'larin, memelilerdeki belirli siire¢lerin diizenlenmesinde kilit rolleri
bulunmaktadir (Vasudevan 2012, Makarova ve ark. 2017).

miRNA'lar, hedef genlerin sentezlenmesini, hedef mRNA'larin genellikle 3'-UTR
bolgelerinde bulunan ve ¢evirinin inhibisyonu ve/veya mRNA parcalanmasi ile
sonuc¢lanan tamamlayici sekanslarla etkilesim kurarak post-transkripsiyonel seviyede

diizenlerler (Bartel 2004; Chen ve ark. 2013). Cogu durumda, miRNA'lar ekspresyonu
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baskilamak i¢in hedef mRNA'larin 3'-UTR'si ile etkilesime girerler (Ha ve Kim 2014;
Zhou ve ark. 2017). Bununla birlikte, miRNA'larin 5'-UTR, kodlama dizisi ve gen
promotorleri dahil diger bolgelerle etkilesimi de rapor edilmistir (Broughton ve ark.
2016). Ayrica, miRNA'larin belirli kosullar altinda gen ekspresyonunu aktive ettigi
gosterilmistir (Vasudevan 2012). Son donemlerde yapilan ¢aligmalar, miRNA'larin,
translasyon oranmi ve hatta transkripsiyonu kontrol etmek i¢in farkli alt hiicre

kompartmanlar1 arasinda gidip-geldigini gostermistir (Makarova ve ark. 2017).

4.6.2. Kanser Tedavisinde Mikrorna’larin Kullanim

miRNA’lar, kardiyovaskiiler ve ndrodejeneratif hastaliklar gibi bir¢cok hastalikta
ve ayn1 zamanda insan kanserlerinin patogenezinde ve klinik uygulamalarda terapotik
olarak hayati bir rol oynarlar (Chen ve ark. 2013; Ferlay ve ark. 2013; Zhang ve ark.
2007). miRNA'lar, ¢ok cesitli insan kanserlerini belirli isaretlerle siniflandirmak ve
insan kanserlerinin molekiiler yapisini tanimlamak i¢in kullanilabilir (Calin ve Croce
2006; Volinia ve ark. 2006; Zhang ve ark. 2007).

Cesitli kanserlerde anormal sekilde eksprese edildiginde ¢esitli onkojenik veya
tiimor baskilayict miRNA'lar tiimdr olusumunun ve bilylimesinin duzenleyici olarak
gorev alabilirler. miRNA'larin kanserdeki rolii ve kanserde miRNA tabanli tedaviler

ile ilgili genel bir sema Sekil 4.6.2.1°de gosterilmektedir (Balacescu ve ark. 2018).
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Sekil 4.6.2.1: miRNA'larin kanserdeki rolii ve kanserde miRNA tabanli tedaviler
(Balacescu ve ark. 2018).
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miRNA-21, miRNA-17-92, miRNA-155 ve miRNA-372 dahil olmak iizere
onkojenik miRNA’lar kanser dokularinda asir1 eksprese edilirken, miRNA-34 ve
miRNA-15a ve miRNA-16 gibi Let-7 aile {iyeleri tiimor baskilayici olarak diistiniiliir
ve kanser dokularinda ekspresyonlar1 genellikle azdir (Esquela-Kerscher ve Slack
2006).

Yillar siiren ¢alismalar sonucunda artan kanitlar, miRNA'larin meme kanseri
progresyonu, invazyonu, anjiyojenezi ve metastazinda onemli roller oynadigini
gostermistir (Ames ve ark. 2009). Goriiniise gore, bazt miRNA'lar fonksiyonel olarak
Src ve MAPK gibi birkag 6nemli hiicre ¢cogalma yolunda yer almaktadirlar ve meme
kanseri hiicrelerinde bu miRNA'larin anormal ekspresyonu, tiimdr inhibdrlerinden
saklanmada ve proliferatif sinyali siirdiirmede etkili olmaktadir (Hwang ve ark. 2013;
Tanic ve ark. 2012). Bu veriler sonucunda TNBC’nin genetik yapisinin
incelenmesinde kullanilabilecek mikroRNA'lar gibi kodlamayan RNA'larin, hiicre
dongiisii diizenlemesi, farklilasma, metabolizma ve yaslanma da dahil olmak iizere
cesitli biyolojik siireclerde gen ifadesinin yeni diizenleyicileri olarak kullanilabilecegi

diisiiniilmektedir (Ames ve ark. 2009).

4.6.3 hsa-miR-3977 Ailesi

5q14.2 kromozomu {izerinde yer alan (Sekil 4.6.3.1) ve post-translasyonel
seviyede dilizenlenmeyen hsa-miR-3977 (MIMATO0019362) tek iplikli RNA
transkripti insana Ozgii bir dizilime sahiptir

(https://rnacentral.org/rna/URS000075BDA6/9606, Erisim:01.01.2020). 23 niikleotid

uzunlugundaki olgun miR-3977 nin niikleotid sekansi: “gugcuucaucguaauuaaccuua’
seklindedir (https://www.genecards.org/cgi-bin/carddisp.pl?gene=MIR3977, Erisim;
26.01.2020).

Go to location Chromosome Start End Strand Ensembl ucsc Sequence identity

¥ Go to location 5 82,840,157 82,840,179 forward Ensembl & ucsce 100% @

Chr 5 ( E"' .:. 031.1 E ﬂ m J

—— ——— ——
82,840,140 82,840,150 J 82,840,160 82,840,170 82,840,180 82,840,190 B
h|

(A - REAERFTAER o ERNEREEE c @ c CIEREEEEE - MRS AP c @l c c BN 6 o EEEEEREATEE]

MIR3g7 >

C
MIR37-201 >

Vsa-mIR-3977 >

microfNA Nsa-mir-3977 precursor >

Sekil 4.6.3.1: Prekiirsor ve olgun hsa-miR-3977’nin genom konumu

(https://rnacentral.org/rna/URS000075BDA6/9606, Erisim:01.01.2020).
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hsa-miR-3977, AKT/PKB ve MEK/MAPK gibi baz1 énemli sinyal yolaklarini
hedefleyerek kanser hiicresinin invazyonunu ve metastazini dnemli 6l¢iide etkileyen

bir molekiil olduguna inanilmaktadir (http://www.targetscan.org/cgi-

bin/targetscan/vert 72/targetscan.cgi?species=Human&gid=&mir sc=&mir c=&mir

nc=&mir_vnc=&mirg=miR-3977, Erisim: 16.01.2020). Bu proteinlerin ekspresyon

seviyeleri, bircok kanser tiiriinde kotii prognozla iligkilidir (Steelman ve ark. 2011).
Dolayisiyla bu g¢aligmada miR-3977 seviyesinin TNBC’de incelenmesi ve miR-
3977’nin tiimorojenez ile yakin iligkilisi ile potansiyel prognostik belirte¢ veya

terapdtik hedef olarak ¢alisilmasi amaglanmistir.
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5. GEREC VE YONTEM

Bu tez calismasi TUBITAK 2214-A Yurt Dis1 Doktora Siras1 Arastirma Burs
Programi (2017 II. Dénem) ile desteklenerek Manisa Celal Bayar Universitesi Tip
Fakiiltesi Saglik Bilimleri Etik Kurulu’nun 16/10/2019 tarih ve 20.478.486 karar
numarali onayi ile 2. Tez Danisman1 Dog. Dr. Biilent OZPOLAT gézetiminde Texas
Universitesi, MD Anderson Kanser Merkezi, Deneysel Tedaviler Departmani’nda

(Houston, Texas, ABD) gerceklestirilmistir.
5.1. HUCRE HATLARI VE HUCRE KULTURU

Kanser hiicrelerinde molekiiler ¢alismalarin gergeklestirilmesini amaclayan
projemizde ilk basamak olarak, belirlenen hiicre hatlarinin uygun hiicre kiiltiir ortami1
ve kosullarinda iretilmesi gerceklestirilmistir. Yapilan literatiir taramasina ve
Amerikan Tip Kiiltiir Koleksiyonu (ATCC)’den alinan referanslara dayanarak,
projemizde iiclii negatif meme kanseri hiicre modeli olarak MDA-MB-436, MDA -
MB-231, BT-20 insan ii¢lii negatif meme kanseri hiicre hatlar1 kullanilmistir. MDA -
MB-436, MDA-MB-231, BT-20 hiicre hatlarinin hi¢biri ER, PR ve HER?2 yiizey
reseptorlerini eksprese etmemektedir. MDA-MB-231 ve MDA-MB-436 hiicre hatlar1
plevral efflizyon metastatik meme bezi kaynakli kotii diferansiye hiicrelerdir ve
MDA-MB-231 hiicre hatt1 p53 ve KRAS mutasyonuna, MDA-MB-436 hiicre hatt1 ise
BRCA1ve RB1 mutasyonuna sahiptir. BT-20 hiicre hatt1 ise birincil meme kaynakli
kotii diferansiye hiicrelerdir ve p53 ile PIK3 gen mutasyonlarina sahiptir. Bu {i¢ hiicre
hatt1 tiglii negatif meme kanseri modelinde genellikle kullanilan, morfolojik ve genetik
karakteristikleri iyi ¢alisilmis hiicreler olmalar sebebi ile segilmislerdir.

Bu hiicre hatlarindan MDA-MB-436 ve MDA-MB-231, Texas Universitesi MD
Anderson Kanser Merkezi Hiicre Hatti Merkezi, ABD’den, BT-20 (HTB-19)
Amerikan Tip Kiiltiir Koleksiyonu (ATCC), ABD’den ticari olarak temin edilmistir.
Tiim Uglii negatif meme kanseri hiicre hatlar1 %10 Fetal Bovin Serumu (FBS)

(35016CV, Corning, ABD) ve 100 IU/ml Penisilin/Streptomisin (30002CL, Corning,
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ABD) igeren Dulbecco's modified Eagle's medium (DMEM/F12) (10090CV,
Corning, ABD) besi ortamu igerisinde 37°C sicaklik, %95 nem ve %5CO:2 kosullarim
saglayan inkiibator (3010, Thermo Scientific, ABD) ile ¢ogaltilmislardir.

Dogal 6ldiiriicii hiicre (Natural Killer Cell) tabanli immiinoterapi ¢aligmalari igin
ise, insan NK hiicrelerinin fonksiyonunu incelemek i¢in uygun bir model olan NK-92
(CRL-2407) dogal oldiriicii hiicre hatti Amerikan Tip Kiiltiir Koleksiyonu
(ATCC)’den ticari olarak temin edilerek kullanilmistir. NK-92 hiicreleri %12.5 FBS
(35016CV, Corning, ABD), %12.5 Horse Serumu (16050122, ThermoFisher, ABD),
1.5 pg/ml sodyum bikarbonat (S5761, Sigma-Aldrich, Almanya), 0.1 mM 2-
merkaptoetanol (21985-023, Gibco, ABD), 0.02 mM folik asit (F-8758, Sigma-
Aldrich, Almanya), 0.2 mM myo-inositol (I-7508, Sigma-Aldrich, Almanya) ve 100
IU/ml rekombinant insan (rh) IL-2 (200-02, Peprotech, ABD) igceren Alpha MEM
(12000-063, ThermoFisher, ABD) besi ortaminda 37°C sicaklik, %95 nem ve %5CO2
kosullarini saglayan inkiibator (3010, Thermo Scientific, ABD) ile ¢ogaltilmislardir.
Ayrica deneylerde kullanilan kordon kanindan elde edilmis dogal dldiiriicii hiicreler
(CBNK) Teksas Universitesi MD Anderson Kanser Merkezi Kok Hiicre Nakli ve
Hiicresel Terapi Anabilim Dali, ABD’den temin edilmistir.

5.2. MiRNA VE SIRNA TRANSFEKSIiYON DENEYi

Hiicreler, 6 kuyucuklu steril hiicre kiiltiirii plakalarina (1x10° hiicre/kuyucuk)
ekildikten 24 saat sonra, 100 uM siRNA-FOXMI1 (SASI-Hs01-00243985, Sigma-
Aldrich, Almanya), siRNA-eEF2K (WDO07813156, Sigma-Aldrich, Almanya),
siRNA-PD-L1 (SASI_Hs01_00010201, Sigma-Aldrich, Almanya) ve 100 uM negatif
kontrol siRNA (WDO7813160, Sigma-Aldrich, Almanya), 100 uM miR-3977-mimik
(339174, Qiagen, Hollanda, ABD) ve 100 uM negatif kontrol miRNA mimik
(4464059, Ambion-ThermoFisher, ABD) , HiPerfect (301705, Qiagen, Hollanda,
ABD) transfeksiyon ajani ile (9 ul/kuyucuk) FBS ve penisilin/streptomisin igermeyen
DMEM/F12 besiyeri icerisinde oda sicakliginda 20 dakika karigima birakilmisg
ardindan hiicreler transfekte edilmistir. 6 saatlik inkiibasyondan sonra, transfeksiyon
besiyeri normal besi yeri ile degistirilmistir. Hiicreler 72 veya 96 saat inkiibe edilmis

ve Western Blot, RT-qPCR, RPPA analizleri i¢in toplanmislardir.
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5.3. MiGRASYON ANALIZi

Hiicre hareketliligi ve gogii (migrasyon) kapasitesindeki degisimi 6lgebilmek igin
in-vitro yara iyilesmesi deneyi kurgulanmistir. Bunun i¢in 6-kuyucuklu steril hiicre
kiiltiirii plaklarina ekilen hiicrelerin (7x10* hiicre/kuyucuk) siRNA ve miRNA lar ile
transfeksiyonunun tamamlanmasinin ardindan hiicrelerin kapladig: flask tabani 200
ul’lik steril pipet ucu ile diiz bir ¢izgi halinde boydan boya ¢izilmistir (0. saat).
Ardindan yiizen hiicreleri ortamdan uzaklastirmak i¢in besiyeri bir kez degistirilmis
ve hiicreler 37°C sicaklik, %95 nem ve %5CO: kosullarinda inkiibasyona
birakilmistir. Kontrol uygulamasindaki kapanma miktar1 dikkate alinarak 0. ve 36.
saatlerinde ¢izilen alanlarin fotografi Faz-Kontrast Mikroskobu (Nikon Eclipse TE-
200-U, Japonya) kullanilarak c¢ekilmistir. Migrasyon miktari, belirlenen zaman
stirecinde (0. ve 36. saatler) olusan ilerlemenin, ilk yara genisligi ile farkinin ImageJ
yazilimi (NIH, Bethesda, ABD) ile 6l¢lilmesiyle hesaplanmistir. Her deney i¢in en az

5 rastgele Ortiismeyen fotograf ¢ekilmis ve deneyler 3 tekrarli olarak yapilmustir.
5.4.INVAZYON ANALIZI

invazyon analizi matrijel (0,7 mg/mL; 356234, BD Biosciences, ABD) ile
kaplanmis gecirgen membranli transwell insert sistemi (8 um por boyutlu; 353097,
Fisher Scientific, ABD) kullanilarak gerceklestirilmistir. 6-kuyucuklu steril hiicre
kiiltiirii plaklarina ekilen hiicrelerin (7x10* hiicre/kuyucuk) siRNA ve miRNA’lar ile

72 saatlik transfeksiyonunun tamamlanmasmin ardindan hiicreler toplanarak
transwell sistemindeki {iist kuyucuklara serum igermeyen besiyerinde (8)(104

hiicre/100ul) ekilmis, alt bolgeye de %10 FBS iceren ortam konulmus ve hiicreler
37°C sicaklik, %95 nem ve %5CO:2 kosullarinda inkiibasyona birakilmistir. 24 saatin
sonunda invaze olarak alt tarafa gecen hiicreler fikse edilerek Hema3 Boyama Kiti
(22-122911, Fisher Scientific, ABD) ile boyanmigtir. Altta kalip invaze olmayan
hiicreler pamuklu cubuk yardimiyla silinerek uzaklastirilmislardir. invaze olan
hiicreler 151k mikroskobu kullanilarak en az 5 farkli alanda sayim gergeklestirilmistir.
Her bir hiicre grubundaki invazyon Ozellikleri muamele yapilmamis kontrol

hiicrelerine oranlanarak belirlenmis ve transfeksiyonlara gore degerlendirilmistir.
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Gortintiiler ImagelJ yazilimi (NIH, Bethesda, ABD) kullanilarak test edilmis ve

Olclilmiistiir. Deneyler 3 tekrarli olarak yapilmistir.

5.5. TUMOR OLUSTURMA KABILIYETi ANALIZI

Tiimor olusumu tizerine mikroRNA ve siRNA’lerin etkisini belirlemek i¢in
klonojenik analiz yapilmistir. Hiicrelerin 6-kuyucuklu steril hiicre kiiltiirii plaklarina
tek tek diigmelerini saglamak igin iyice siispansiyonu ve ardindan ekimi (1x10°
hiicre/kuyucuk) yapilmistir. Hiicreler ekildikten 24 saat sonra 50 uM siRNA ve
miRNA’ler ile 6 saat transfeksiyona birakilmistir. Ardindan transfeksiyon besiyeri
%10 FBS iceren ortam ile degistirilmis ve hiicreler koloni olusturmalar1 i¢in 10-14
giin boyunca 37°C sicaklik, %95 nem ve %5CO: kosullarinda inkiibasyona
birakilmistir. Olusan koloniler %10°luk kristal violet ile boyanip en az 50 hiicre i¢eren
timor kiireleri ImageJ yazilimi (NIH, Bethesda, ABD) kullanarak sayilmistir.
Deneyler 3 tekrarli olarak yapilmustir.

5.6. PROTEIN EKSTRAKSIiYONU VE IMMUNOBLOTLAMA
(WESTERN BLOTTING) ANALIZI

miRNA ve siRNA’ler ile transfeksiyonu gercgeklestirilmis hiicreler 6 kuyucuklu
steril hiicre kiiltiirii plakalarindan tripsin kullanilarak toplanmistir. Ardindan hiicreler
4°C’de 5 dakika 1.100xg’de santrifujlenmis ve bir kez 4°C’de PBS ile yikamasi
yapilmistir. 4°C’de tutulan pelletler iizerine %1 proteaz inhibitdr kokteyli (P8340,
Sigma Aldrich Biotechnology, ABD), %1 fosfataz inhibitoér kokteyli (P2850, Sigma
Aldrich Biotechnology, ABD) ve % 0,4 sodyum floriir eklenen ripa tamponu (89900,
Thermo Scientific, ABD) ilave edilmis ve hiicreler buz lizerinde 45 dakika inkubasyona
birakilmistir. Bu siire igerisinde her 5 dakikada bir vortekslenerek homojenite
saglanmistir.  Inkiibasyonun sonrasi ornekler 4°C’de 10 dakika 12.000xg’de
santrifiijlenmis ve Ustteki slipernatant baska bir tiipe alinarak Srneklerden protein
ekstraksiyonu gerceklestirilmistir. Elde edilen protein lizatlarindaki toplam protein
konsantrasyonu her 6rnek i¢cin BCA protein 6l¢tim kiti (23225, Thermo Scientific,
ABD) kullanilarak 570nm dalga boyunda oSl¢iilmiistiir. Hesaplamalarin ardindan
50ug/20ul protein miktarina sahip Ornekler, laemmli-SDS tamponu (BP-111NR,
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BioPlus, ABD) ile karistirilarak 100°C’de 5 dakika denatiire edilmistir. Ornekler
sogumalarinin ardindan %10’luk hazir poliakrilamid jelde (4561033, Bio-Rad, ABD)
50V’ta 180 dk. yiiriitiilmiislerdir. Ardindan metanol ile 1 dakika aktive edilmis PVDF
(polivinilden florit) (IPVHO00010, Merck-Millipore, Almanya) membranlar
kullanilarak proteinlerin jellerden membranlara transferi 4°C’de 23V’luk giicte 20
saat boyunca saglanmistir. Membranlar sonra 10 dakika boyunca TBS-T (% 2 Triton
X-100 igeren Tris tampon salin) ile yikanmis ve %5’lik siit tozu (1706404, Bio-Rad
Laboratories, ABD) ile hazirlanan bloklama ¢ozeltisi ile 1 saat inkiibe edilmis ve
primer antikor ile gece boyunca muameleye birakilmistir. Daha sonra 3 kez 10’ar
dakika TBS-T ile yikamasi yapilmis membranlar HRP (horseradish peroksidaz
enzimi) bagl ikincil antikorla oda sicakliginda 1 saat inkiibe edilmis ve protein
seviyelerini olusturan bantlar kemiliiminesan belirleme kiti (NEL103001EA, Pelkin
Elmer, ABD) kullanilarak Alpha Innotech Imager HP System’de (ProteinSimple,
ABD) gorintiilenmiglerdir. Bant yogunluklari

Alphalmager yazilimi ile

nicellestirilmistir.

Tablo 5.6.1: Immunoblotlamada kullanilan birincil ve ikincil antikorlarin listesi.

Antikor Katalog Numarasi / Uretici Firma | Kullanilan Konsantrasyon
EF2K 3692, Cell Signal, ABD 1:1000
p-EF2 23318, Cell Signal, ABD 1:1000
EF2 23328, Cell Signal, ABD 1:1000
FOXM1 Sc-271746, Santa Cruz, ABD 1:200
PD-L1 ab210931Abcam, ABD 1:1000
GAPDH 51748, Cell Signal, ABD 1:1000
p-SRC 21018, Cell Signal, ABD 1:1000
SRC 2108S, Cell Signal, ABD 1:1000
p-FAK MABA4528, R&D Systems, ABD 1:1000
FAK AF4467, R&D Systems, ABD 1:1000
Cyclin D1 29228, Cell Signal, ABD 1:1000
Caspase 9 95028, Cell Signal, ABD 1:1000
B-ACTIN 581698, Cell Signal, ABD 1:10000
IgG-HRP 70748, Cell Signal, ABD 1:2000
IgG-HRP 70768, Cell Signal, ABD 1:2000
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5.7.RNA iZOLASYONU VE RT-qPCR ANALIZi

Orneklerde miRNA ve siRNA uygulamalarinin target genler iizerindeki etkisinin
mRNA seviyesinde Olciilmesi i¢in RT-qPCR yontemi kullanilmistir. Buz {izerine
alinan 6 kuyucuklu steril hiicre kiiltiirli plakalarinda bulunan 6rnekler TRIzol RNA
izolasyon reaktifi (1000 ul/kuyucuk) (15596026, Thermo Scientific, ABD) ile 10
dakika inkiibasyonun ardindan ependorf tiiplerine alinmigtir. Daha sonra her 6rnek
izerine 200 ul kloroform eklenmis ve 3’er dakika inkiibasyonun ardindan
6500xrpm'de, 15 dakika boyunca santriflij edilmislerdir. Elde edilen kirmizi renkli
fenol-kloroform, interfaz ve renksiz iist fazlarindan renksiz faz alinarak yeni bir
tiiplere aktarilmistir. Yeni tiipler tizerine 500 ul 2-izopropanol ilave edilmis ve 10
dakika inkiibasyon sonrast 6500xrpm’de 10 dakika santrifiijlenerek total RNA’nin
tiipiin dibinde beyaz ¢okelmesi saglanmistir. Total RNA 6rnekleri 1 ml %75 etanol ile
yikanmugtir. Orneklerin hava ile kurutulmasinin ardindan 40 ul niikleaz icermeyen su
igerisinde ¢oziilmesi ve 55°C’de 15 dakika inkiibasyon sonrast Nanodrop cihazi
(Thermo Scientific, ABD) ile izolasyon kalitesi ve RNA miktar1 Ol¢iilmiistiir.
Ornekler kullanilmak iizere -20°C'de saklanmustir.

Orneklerdeki miRNA ekspresyon seviyelerini dlgmek igin qScript mikroRNA
cDNA Sentez Kiti (95107, Quanta Biosciences, ABD) kullanilarak 42°C'de 60 dakika,
70°C'de 5 dakika tutularak tamamlayict DNA (cDNA) sentezlenmistir. Gergek
zamanli qPCR yOntemi ile miR-3977 primer seviyesi (Sigma-Aldrich, Almanya) BX-
384 RT-PCR tespit cihazinda (Bio-Rad, ABD) dl¢iilmiis ve endojen kontrol olarak da
U6 kiiciik niikleer RNA (RNUG6) (Sigma-Aldrich, Almanya) kullanilmistir. Hedef
genlerin mRNA seviyelerinin tespiti i¢in ise RNA'dan cDNA Sentez Kiti (95047,
Quanta Biosciences, ABD) kullanilarak ¢cDNA sentezlenmistir. qRT-PCR, Sso
Advanced Universal SYBR-Green SuperMix (Bio-Rad, ABD) kullanilarak BX-384
RT-PCR tespit cihazinda (Bio-Rad, ABD) yapilmistir. Reaksiyonlar {i¢ tekrarli olarak
gerceklestirilmistir. Hedef genlerin mRNA ekspresyon seviyeleri gliseraldehit 3-
fosfat dehidrojenaz (GAPDH) internal kontrol kullanilarak normallestirilmistir. Sens
(Forward) ve anti-sens (Reverse) primerlerinin sekanslar1 eEF2K, PD-L1 ve FOXM1
icin sirastyla 5'-GGA GAG AGT CGA AGG TCA CG-3'/5-GCA ATC AGC CAA
GAC CAT CT-3’; 5'-CAG GGC ATT CCA GAA AGA TGA GGA T-3'/ 5-TTA
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CGT CTC CTC CAA ATG TGT ATC-3’ ve 5-GGA GGA AAT GCC ACA CTT
AGC G-3'/ 5-TAG GAC TTC TTG GGT CTT GGG GTG-3’ ile GAPDH primer
dizileri ise sirastyla 5'-CAA GGT CAT CCA TGA CAA CTT TG-3'/ 5-GTC CAC
CAC CCT GTT GCT GTA G-3' dir. Bu sekanslar GenBank’dan teyit edilmistir.
Ifadedeki goreceli farkliliklar, karsilastirmali esik ¢evrim (2"22¢Y) yéntemi kullanilarak
belirlenmis, EEF-2K ve PD-L1 ve FOXMI gen ifadeleri GAPDH transkripti ile

normalize edilerek degerlendirilmistir.

5.8. FLOW SITOMETRI ANALIiZi

miRNA ve siRNA’lar ile transfekte edilen hiicreler apoptoz saptama Kkiti
(BDB556547, BD Biosciences, ABD) kullanilarak iireticinin protokoliine gore FITC-
AnnexinV ve PI boyamasi ile MD Anderson Kanser Merkezi Akis Sitometrisi ve
Hiicresel Goriintiileme Analizi Merkezi'nde bulunan FACS Calibur akis sitometresi
(BD Biosciences, ABD) cihazi ile analiz edilmistir. Apoptotik hiicrelerin sayisin
saptamak i¢in CellQuest Pro yazilimi1 (BD Biosciences, ABD) kullanilmistir. Hiicre
siklusu testi Propidium lodide boyama ile degerlendirilmistir. Deney ti¢ tekrarli olarak

gerceklestirilmistir.

5.9. TUMOR HUCRELERI ILE NK HUCRELERININ KO-KULTURU

Tiimor hiicreleri, 96 kuyucuklu steril hiicre kiiltiirii plakalarma (1x10*
hiicre/kuyucuk) ekildikten 24 saat sonra, farkli diliisyonlardaki Tiimor Hiicresi:Dogal
Oldiiriicii Hiicre oranlart (1:1, 1:2, 1:4, 1:8, 1:16 oranlar1 LDH sitotoksisite analizi
i¢in, 1:1, 1:5, 1:10, 1:20 oranlar1 Cr! Hiicre canlilig1 analiz testi icin kullanilmistir)
NK hiicreleri ile farkl siirelerde (6 ve 12 saat) inkiibasyona birakilarak optimizasyon
caligmalar1 yapilmistir. Ko-kiiltiir calismalarinda kullanilan diliisyon miktarlarina
uygun oranda besiyeri kullammustir. Olusan degisiklikler mikroksobi ve Cr!
yontemleri  kullanilarak  degerlendirilmistir.  Deney ii¢  tekrarli  olarak

gergeklestirilmistir.
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5.10. CR3! (KROMIiYUM?!) HUCRE CANLILIGI ANALIZi

Cr’! analizi ¢alismalar1 Teksas Universitesi MD Anderson Kanser Merkezi Kok
Hiicre Nakli ve Hiicresel Terapi Anabilim Dalinda gerceklestirilmistir. Toplam ekimi
yapilacak tiimér hiicreleri 1000 ul igerisinde 100 ul Cr°! radyoaktif ajani ile 2 saat
normal inkiibasyon kosullarinda muamele edilmistir. inkubasyonun ardindan 2 defa
400xg’de 5 dakika PBS ile yikanan hiicreler kuyucuk basina 50 ul igerisinde (2.5x10°
hiicre/kuyucuk) 96 kuyucuklu steril hiicre kiiltiirii plakalarina ekilmis ve {lizerlerine
dilusyona uygun miktarlarda hazirlanan NK hiicreleri kuyucuk basina 50 ul i¢erisinde
eklenerek 6 saat normal biiyiime ortaminda inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon
sonrast 96 kuyucuklu kiltiir plakalar1 400xg’de 5 dakika santrifiijlenerek
siipernetanttan 50 ul alinmig ve yeni 96 kuyucuklu plakalara aktarilarak gece boyu oda
sicakliginda kurumaya birakilmistir. Buharlasan siipernatant sonrasi kuyucuklarda
kalan Cr’' miktarlar1 plaka okuyucu ile dl¢iilmiistiir. Elde edilen degetler ile yiizde
sitotoksisite asagidaki formiil yardimi ile hesaplanmistir. Sonucglarin kantitatif
degerlendirilmesi yapilirken biitiin Orneklerden arka plan degeri c¢ikartilmis,
orneklerdeki 6liim orani hiicre parcalama soliisyonu (SDS) ile hiicrelerin %100 {iniin
6ldiigii kontrol grubuna gdre normallestirilerek bulunmustur. Reaksiyonlar ii¢ tekrarl
olarak gerceklestirilmistir.

(Test Ornegi — Arka Plan Degeri)

Cytotoxicity (%) = x 100

(Kontrol Grubu — Arka Plan Degeri)

5.11. MIRNA NANOPARTIKULLERININ HAZIRLANMA
CALISMALARI

Ortotopik Ksenogreft Tiimér Modeli Calismalarinda Albumin-Serisin (2:1 w/w)
Nanopartikiilii kullanilmistir.  0.027 gr HSA (Insan Serum Albiimini) (A-9511,
Sigma-Aldrich, Almanya) ve 0.013 gr Serisin (Hacettepe Universitesi Biyokimya AB,
Tirkiye) molekiilleri 1’er ml di-iyonize su igerisinde ¢Oziilmiistiir. Ardindan iki
sollisyon 5 dakika boyunca karistirilmis, ilizerine renk bulaniklasincaya kadar damla
damla desolvasyon ajant %100 etanol (2ml) ve ¢apraz baglayici %8’lik Gluteraldehit
soliisyonu (G5882-25ul, Sigma-Aldrich, Almanya) eklenerek ve 2 saat boyunca
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rotatdrde sabit bir hizda mini santrifiij tiiplerinde inkiibasyona birakilmistir. Negatif
ylike sahip olan miRNA’larin, negatif yiiklii protein nanopartikiillere daha yiiksek
verimde baglanabilmesi i¢in partikiil yiizeylerinin modifiye edilmesi i¢in katyonik
yikli bir polimer olan Poli-L-lisin (PLL) (P4707, Sigma-Aldrich, Almanya)
kullanilmistir. Bunun i¢in ayr1 bir yerde toplam hacim 500 pl olacak sekilde %0.1°lik
PLL soliisyonu ile miRNA (8ug/fare) oda sicakliginda 2 saat inkiibasyona
birakilmistir. 2 saatin tamamlanmasindan sonra PLL ile inkiibe edilen miRNA
sollisyonlart manyetik karistiricida  250xrpm’de  karigsmakta olan  partikiil
stispansiyonunun igerisine damla damla eklenmis, iizeri delinmis alimiinyum folya ile
kapatilan mini santrifiij tiipleri gece boyu inkiibasyona birakilmistir. Farelere
yiiklemeden once solusyonlar ependorflara almarak 12000xrpm’de 10 dakika
santrifujlenmis, 1 kez de RNAase free su ile yikamasi yapilmistir. Elde edilen yiikli

nanopartikiil pelletleri fare basina 200ul olacak sekilde PBS i¢erisinde ¢ozlilmiistiir.

5.12. ORTOTOPIK KSENOGREFT TUMOR MODELI CALISMALARI

Dort haftalik atimik nude disi fareler MD Anderson Kanser Merkezi Deneysel
Radyasyon Onkolojisi Departmanindan temin edilmistir. Tiim ¢alismalar MD
Anderson Kurumsal Hayvan Bakimi ve Kullanim Komitesi tarafindan onaylanmis
deney protokoliine goére yiriitilmiis ve bir hayvan grubu 5 disi fareden
olusturulmustur. TNBC modeli ve kontrol hiicreleri, %20 matrigel icinde 2x10° hiicre
olacak sekilde her farenin meme yag dokusuna enjekte edilmistir. Enjeksiyondan
yaklasik iki hafta sonra tiimor boyutlari 3-5 mm'ye ulastiginda Albiimin-Serisin-
miRNA Nanopartikiil tedavisine baglanmistir. Tedavi grubundaki her bir fareye, deri
altindan 4 hafta siireyle haftada bir kez haftada bir kez (0.3 mg/kg esdegeri) 8ug/fare
oraninda miRNA uygulamasi (toplam dort intraperitoneal enjeksiyon [ip]) yapilmistir
(Sekil 5.12.1). Son enjeksiyondan 3 giin sonra, fareler COz ile 6tenazi edilmistir. Daha
sonra tiimor dokulari ¢ikarilip, immiinblotlama analiz ydnteminde calisilmistir.
miRNA tedavi grubundan elde edilen sonucglar, kontrol miRNA grubu ile

karsilastirilarak tedavi etkinligi degerlendirilmistir.
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Uglii Negatif Tedavi Grubu Tedavi Grubu

Meme Kanseri Hiicresi (miR-3977-mimik) (Negatif Kontrol
(MDA-MD-231) Enieksiyonu miRNA mimik)
2 V. P o
ol A A
0. GUn 7. GUn
14. GUn
21.GuUn

Enjeksiyon Guinleri (Haftada 1 kez 4 hafta boyunca enjeksiyon yapilmistir.) 28. Giin

Sekil 5.12.1: Uygulanan Ortotopik Ksenogreft Tiimdr Modeli.

5.13. TUMOR BOYUTLARININ OLCULMESI ANALIZI

Tiimo6r olusumu belirginlesmeye basladiktan hemen sonra tiimor boyutlari
Olciilerek miR-3977 enjeksiyonuna baglanmistir. Uygulamanin gergeklestigi 4 hafta
boyunca enjeksiyonlar yapilmadan hemen Once tiimorlerin boyutlar1 oOlgiilerek
zamana bagli olarak gruplar arasi timdr biiytime farkliliklar1 GraphPad Prism (siiriim

8) yazilimi kullanilarak nicellestirilmistir.

5.14. iISTATISTIKSEL ANALIiZ

Kontrol ve tedavi gruplarini karsilastirilmasi i¢in tek yonlii varyans analizi ile iki
grubun karsilastirilmas1 Student’s t testi ile ve kategorize degerlerin karsilagtirilmasi
t? testi ile analiz edilmis, p-degerleri <0.05 olanlar anlamli sayilmistir. Sonuglar,
ortalama + standart sapmalar (SD) olarak ifade edilmistir. Analizler, GraphPad Prism

(stirtim 8) yazilimi1 kullanilarak gergeklestirilmistir.
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6.BULGULAR

6.1. hsa-miR-3977 EKSPRESYON SEVIYESI UCLU NEGATIiF MEME
KANSERINDE ANLAMLI DERECEDE DAHA UZUN HASTA SAGKALIMI
ILE ILISKILIDIR.

miR-3977 ekspresyonunun klinik 6nemini agiklamak i¢in miRpower aracini
(http://kmplot.com/analysis/) kullanarak TCGA veri tabanindan alinan ii¢lii negatif
meme kanserinde hasta kiimesini analiz ettik. Toplam hayatta kalma orani, yiiksek
miR-3977 ekspresyonu olan hastalarda, daha diisiik miR-3977 eksprese eden hastalara
gore 6nemli Ol¢iide daha yiiksek bulundu (n = 97; p = 0.0086; Tablo 6.1.1).

Tablo 6.1.1: Uglii negatif meme kanseri hastalarinda miR-3977 ekspresyonunun
sagkalim ile iligkisi.

hsa-miR-3977

1.0

1 HR = 0.25 (0.08 - 0.76)
logrank P = 0.0086
PRI M P

0.8
|

0.6

Probability

0.4

0.2
|

Expression
— low
o o
o - high
T T T T T
4] 20 40 60 80 100 120
Time {months}
Mumber at risk
low 37 28 17 13 7 2 0
high 60 39 21 14 7 5 4]
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6.2. hsa-miR-3977 EKSPRESYON SEVIYESI UCLU NEGATIF MEME
KANSERI HUCRELERINDE NORMAL MEME DOKUSUNA KIYASLA
ANLAMLI DERECEDE DAHA DUSUKTUR.

miR-3977'nin bazal ekspresyon seviyesini belirlemek i¢in, iiclii negatif meme
kanseri hiicre hatlarinda (MDA-MB-231, MDA-MB-436, BT-20, MDA-MB-453,
BT-483 ve HCC1937) ve ig¢lii negatif meme kanseri grubuna dahil olmayan meme
kanseri hiicre hatlarinda (MDA-MB-361, BT-474 ve SKBR-3), ayrica kontrol grubu
olarak normal insan meme epitel hiicre hatlarinda (MCF10A ve HMEC) RT-qPCR
yapildi. Sonucglarimiz, bazal miR-3977 ekspresyonunun tiim {¢lii negatif meme
kanseri ve ti¢lii negatif meme kanseri olmayan meme kanseri hiicre hatlarinda normal
meme epitel hiicrelerine kiyasla anlamli derecede diisiik oldugunu gosterdi (Tablo

6.2.1).

Tablo 6.2.1: Uclii negatif ve iiglii negatif olmayan meme kanseri hiicre hatlari ile

normal meme epitel hiicre hatlarinda miR-3977 bazal ekspresyon seviyesi.

miR-3977 Expression Levels

© 1.5
=
~
N~
8. 1.0
o
£
Q 0.51
©
[}
o —
0.0- 'IIIIIIIT*_?_
AR B ﬁ”‘@«“-’ &
QD C)Q @QQQQQ«OOQQQ« *~§©
Q A Q‘ » D 3
Cell Lines
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6.3. hsa-miR-3977, EEF2K, PD-L1 VE FOXM1 mRNA'LARININ 3’-
TERCUME EDILMEMIS (3°-UTR) BOLGELERINE DOGRUDAN
BAGLANMAKTADIR.

hsa-miR-3977 ile eEF2K, PD-L1 ve FOXM1’1 hedeflendigi bilgisi TargetScan

(http://www.targetscan.org/vert 72/) ve Diana Tool (http://diana.imis.athena-

innovation.gr/DianaTools/index.php) biyoinformatik algoritma arama motorlar ile

yapilan gen taramasi sonucunda bulunmustur.

miR-3977'nin eEF2K, PD-L1 ve FOXMI1 hedef genlerin her biri i¢in
mRNA’larinin 3'UTR bdélgelerindeki baglanma dizileri de yine bu arama motorlar1 ve
NCBI blastn suite motoru
(https://blast.ncbi.nlm.nih.eov/Blast.cgi?PAGE _TYPE=BlastSearch) ile
belirlenmistir (Tablo 6.3.1).
Tablo 6.3.1: hsa-miR-3977°nin eEF2K, PD-L1 ve FOXM1 mRNA'larinin 3’-UTR

bolgelerine baglanma dizileri.

5’UTR  Coding Region 3'UTR 5'UTR  Coding Region 3’UTR

| [EEF2kmRNA [T ] | [cp27amrNA || |

CAUCGGGAUGAGAAAUGAAGCAC CAUCGUACAGCUGAGGAAGCAAA
EEF2K3'UTR 5" CAUCGGGAUGAGAAAUGAAGCAC3' CD2743UTR 5' CAUCGUACAGCUGAGGAAGCAA3'
[RAREEE! [ARRAN

Hsa-miR-3977 3 ' AUUCCAAUUAAUGCUACUUCGUGS' Hsa-miR-3977 3" AUUCCAAUUAAUGCUACUUCGUGS'
5’UTR  Coding Region 3'UTR 5'UTR  Coding Region 3'UTR

| [ EEF2K mRNA | [ c0274 mRNA | |

CCCUUAAAUGAACAAUGAAGCAG CAAGUUUCCUUUCCAGAAGCAAC

EEF2K 3'UTR 5”7 CCCUUAAAUGAACAAUGAAGCAG3' CD2743'UTR 5" CAAGUUUCCUUUCCAGAAGCAA3'
1 [RRRRRY [RRRRN
Hsa-miR-3977 3" AUUCCAAUUAAUGCU-ACUUCGUGS’ Hsa-miR-3977 3" AUUCCAAUUAAUGCUACUUCGUGS'

5'UTR  Coding Region 3'UTR
| [ FoxMimRNA || |

N

GAGGAUGGAUGCAACUGAAGCAG

FOXM13'UTR 5" GAGGAUGGAUGCAACUGAAGCAG3'
ARRREN
Hsa-miR-3977 3" AUUCCAAUUAAUGCUACUUCGUGS"'
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6.4. hsa-miR-3977 SEVIYESININ UCLU NEGATIF MEME KANSERIi
HUCRELERINDE ARTTIRILMASI EEF2K, PD-L1 VE FOXM1 mRNA
SEVIYELERINIi DUSURMEKTEDIR.

Transfeksiyon verimliligini kontrol etmek i¢in ilk olarak MDA-MB-436 {iglii
negatif meme kanseri hiicreleri 50, 100, 150, 200 nmol/L konsantrasyonlarinda miR-
3977 mimik veya kontrol mimik oligoniikleotitleri ile 72 saat boyunca transfekte
edildikten sonra RT-qPCR yontemi ile analiz edildi. miR-3977 ekspresyon
seviyesinin doza bagl olarak uygulama gruplarinda kontrol gruplarina kiyasla daha

yiiksek seviyede miR-3977 ekspresyonuna yol actig1 goriildii (Tablo 6.4.1).

Tablo 6.4.1: 50, 100, 150 ve 200 nmol/L. miR-3977 mimik oligoniikleotit uygulamasi
sonucu miR-3977 seviye artist.

MDA-MB-436

100~ -
80
60
40t_

==
20T
154
5—
0- m

miR-3977'nin eEF2K, FOXM1 ve PD-L1 mRNA diizenlemeleri iizerindeki
dogrudan roliinii incelemek i¢in MDA-MB-231, MDA-MB-436 ve BT-20 hiicreleri

Relative miR-3977/U6
2

Normalized to Control

miR-3977 mimik veya kontrol mimik oligoniikleotitleri ile 72 saat boyunca transfekte
edildikten sonra RT-qPCR yontemi ile analiz edildi. miR-3977 ile transfekte edilen
hiicrelerde eEF2K, FOXM1 ve PD-L1 mRNA seviyelerinin kontrol grubuna kiyasla
tiim hiicre hatlarinda 6nemli dl¢iide azaldig1 goriildii (Tablo 6.4.2).
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Tablo 6.4.2: miR-3977 mimik oligoniikleotit uygulamasi sonucu ii¢lii negatif meme

kanseri hiicre hatlarinda eEF2K, FOXM1 ve PD-L1 mRNA seviyeleri degisimi.

MDA-MB-231 MDA-MB-231 MDA-MB-231
1.5+ e 1.5q 1.5
s s 5
S o © )
g0 g2 2%
g & 1.0 £ 2 1.0 2 8 1.0
X0 wo o o
<3 <3 <3
=0 Z 0 Z0
e cw ocw
£ § 0.5 £ E 0.5+ € § 0.5
= <
g3 £3 §3
w o
0.0 L .0- S 0.0-
> A > A X
& & & &
S & & o8
MDA-MB-436 MDA-MB-436 MDA-MB-436
1.5+ 1.5+ 1.5+
5 g
n o 0 Qo 29
3 2 o2 o2
s 8 £ 8 1.0 2 & 1.0
o © w o wo
<3 <3 <3
=0 Z 0 Z0
Euw cw 0w
ED £ 5 0.51 € 3 0.57
¥ 3 S T3
E - < - g -
w (]
e © .-
o°°\ fé\,\ o°°\ «5‘5\/\
& & & &
& & & &
BT-20 BT-20 BT-20
1.5+ 1.5+ 1.5
5 s §
R [ " o
g2 g2 g2
s & 1.0 28 1.0 2 8 1.0
o © w o wo
<3 <3 <3
=0 Z 0 Z 0o
T w cw oW
£ 5 0.5 £ 5 0.5 £ 5 0.5
¥ @ S I3
E - < - g -
w (]
0.0- T E © o0
Y A ~ A a A
«cP «,,55\ «o°° q:fzii\ «CPQ Q:s‘i\
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siR-EF2K, siR-FOXM1 ve siR-PDL1 ile transfekte edilmis MDA-MB-231
hiicreleri de kontrol olarak kullanildi. siRNA’ler ile transfekte edilen hiicrelerde
eEF2K, FOXM1 ve PD-L1 mRNA seviyelerinin kontrol grubuna kiyasla anlamh
sekilde azaldig1 goriildi (Tablo 6.4.3).
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Tablo 6.4.3: siR-EF2K, siR-FOXM1 ve siR-PDL1 oligoniikleotit uygulamalar
sonucu MDA-MB-231 hiicrelerinde eEF2K, FOXM1 ve PD-L1 mRNA seviyeleri

degisimi.
MDA-MB-231 MDA-MB-231 MDA-MB-231

1.5+ c 157 e 157
5, 2. s
73 (%]
82 02 g2
g & 1.0 £ 2 1.0 2 & 1.0
5O wo w o
<3 <3z <3
=0 Z o Z0
Eu ocw ocw
ED 0.5 £ 3 0.5 € 3 0.57
¥ 3 =2 2
& E ] N
I o a

0.0- T o0 S o0-

S S & S &
& & & o5 & b3
9 & 9 3 f &
& & & & B
o % % o

6.5. hsa-miR-3977 UYGULAMASI, EEF2K, PD-L1 VE FOXM1 PROTEIN
SEVIYELERINi ANLAMLI DERECEDE DUSURMEKTEDIR.

eEF2K, FOXM1 ve PD-L1 hedef genlerin protein seviyeleri Immunoblotlama
yontemi ile analiz edildi. Sekil 7'de gosterildigi gibi, miR-3977 ile transfekte edilen
tiim hiicrelerde eEF2K, FOXM1, PD-L1 protein seviyelerinin kontrol grubu hiicrelere
kiyasla 6nemli 6l¢iide azaldig1 goriildii (Resim 6.5.1).

E S S
= ~N = N = ~
[= ~ < ~ [= ~N
S 2 o o S o
2 ¢ 2 ¢ ®
£ % € £ £ o=
FOXM1 (S FOXM1 |gm e FOXM1 | - e
PO-LL - PD-LL | g e GAPDH |#i
GAPDH | S GAPDH | PDL1 W =
MDA-MB-231 MDA-MB-436 GAPDH [ s
BT-20

Resim 6.5.1: miR-3977 mimik oligoniikleotit uygulamasi sonucu iiglii negatif meme

kanseri hiicre hatlarinda eEF2K, FOXM1 ve PD-L1 protein seviyeleri degisimi.

siR-EF2K, siR-FOXM1 ve siR-PDLI1 ile transfekte edilmis {i¢lii negatif meme

kanseri hucreleri de kontrol olarak kullanildi. siRNA’ler ile transfekte edilen
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hiicrelerde eEF2K, FOXM1 ve PD-L1 mRNA seviyelerinin kontrol grubuna kiyasla
anlaml sekilde azaldig1 goriildii (Resim 6.5.2).

S g ° S
] = =] ¥ S -
=] v -
[= ~ x = < (o] x =
§ 58 2 8 58 2
r x o o« £ = x
.a & @ -‘7, wv w wn v
EF2K | == — - EF2K -_— e o —
FOXM1E§ - FOXM1 B =
PD-L1 —_— PD-L1 | % e o

MDA-MB-231 MDA-MB-436

siR-Control
siR-EF2K
siR-FOXM1
siR-PDL1

EF2K

FOXM1

PD-L1

= 3
-

!
!
|

GAPDH

|
|

®
T
)
o

Resim 6.5.2: siR-EF2K, siR-FOXM1 ve siR-PDL1 oligoniikleotit uygulamasi sonucu
icli negatif meme kanseri hiicre hatlarinda eEF2K, FOXMI1 ve PD-LI1 protein

seviyeleri degisimi.

6.6. hsa-miR-3977°’NiN HEDEFLEDIiGi EEF2K, PD-L1 VE FOXM1
GENLERININ PROTEIN SEVIYELERI MEME KANSERINDE DAHA UZUN
HASTA SAGKALIMI iLE TERS ORANTILIDIR.

Onceki galismalar, eEF2K'nin cesitli kanser tiirleri iizerinde onkojenik bir gen
olarak hareket ettigini gostermistir (Bayraktar ve ark. 2017). Meme kanserinde
eEF2K'nin klinik 6nemini ve prognostik degerini belirlemek i¢cin miRpower araciyla

(http://kmplot.com/analysis/) Kanser Genom Atlas (TCGA)'dan hastalarin protein
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diizeylerini analiz ettik. Tiimorleri diisiik eEF2K ekspresyonu ifade eden hastalarda
genel sagkalim orani, tiimorleri daha yiiksek eEF2K ifade eden hastalara gore anlamli

olarak daha yiiksekti (n = 861; p = 0.046; Tablo 6.6.1).

Tablo 6.6.1: Meme kanseri hastalarinda eEF2K protein ekspresyonunun sagkalim ile

iliskisi.
EEF2K
o
-7 HR =1.44 (1 - 2.06)
logrank P = 0.046
o«
@
> ©
= o]
Qo
©
Qo
O <«
a o
N
o X S
— low
° e
2 high

T T T T T T
0 50 100 150 200 250
Time (months)
Nurmber at risk

low 440 144 43 7 3 1
high 421 111 27 3 2 1

eEF2K'ya benzer sekilde, iyi ¢alisilmis bir onkojenik gen olan FOXMI i¢in de

miRpower araci (http://kmplot.com/analysis/) ile Kanser Genom Atlasi'ndan (TCGA)

meme kanseri hastalarinin protein diizeylerini analiz ettik. Kaplan-Meier veri analizi
ile elde edilen sonuglara gore, genel sagkalim orani, tiimorleri diisik FOXMI1
ekspresyonu ifade eden hastalarda, tiimdrleri daha yiiksek FOXM1 eksprese eden
hastalara gére anlamli olarak daha yiiksek bulundu (n = 873; p = 0.0032; Tablo 6.6.2).

Tablo 6.6.2: Meme kanseri hastalarinda FOXM1 protein ekspresyonunun sagkalim
ile iligkisi.

FOXM1 (Q08050)

HR =1.72 (1.19 - 2.47)
logrank P = 0.0032

0.6

Probability
0.4

—

—Expression
— low
— high

0.2

0.0

T T T T
0 50 100 150 200 250

Time (months)
Number at risk
low 603 190 51 6 2 1
high 270 68 21 4 3 1
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PD-L1’1in protein seviyesinin meme kanseri hastalarindaki klinik 6nemini

aciklamak i¢in de benzer sekilde miRpower araci (http://kmplot.com/analysis/) ile

Kanser Genom Atlas (TCGA) verilerinin analizi yapilmistir. Her ne kadar genel
sagkalim oran1 diisiik eksprese edilmis ve yiiksek eksprese edilmis PD-L1 arasinda
anlamli olarak farkli bulunmasa da, literatiir kisminda ayrintili belirtildigi tizere PD-
L1 birgok kanser alt tipinde bir prognostik faktor ve bir bagisiklik kontrol noktasi
reseptori olarak tanimlanmstir (n = 873; p = 0.11; Tablo 6.6.3).

Tablo 6.6.3: Meme kanseri hastalarinda PD-L1 protein ekspresyonunun sagkalim ile
iliskisi.

CD274

1.0

HR =0.75 (0.52 - 1.07)
logrank P = 0.11

0.8

Probability
0.6

0.4

T T T T T T
0 50 100 150 200 250
Time (months)
Number at risk

low 463 132 33 3 1 1
high 410 126 39 7 4 1

6.7. EEF2K, PD-L1 VE FOXM1 mRNA EKSPRESYON SEVIYELERI
TNBC’DE NORMAL MEME DOKUSUNA KIYASLA ANLAMLI
DERECEDE DAHA YUKSEKTIR.

eEF2K, FOXM1 ve PD-L1'in bazal ekspresyon seviyelerini belirlemek igin,
MDA-MB-231, MDA-MB-436 ve BT-20 {i¢lii negatif meme kanseri hiicre
hatlarindaki mRNA seviyelerini, MCF10A normal insan meme epitel hiicre hattindaki
seviyeleri ile karsilagtirdik. Sonuglarimiz, eEF2K, FOXM1 ve PD-L1'in bazal
ekspresyonunun, MDA-MB-231, MDA-MB-436 ve BT-20 hiicre hatlarinda normal
hiicrelere kiyasla anlamli 6l¢iide daha diisiik oldugunu gosterdi (Tablo 6.7.1).
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Tablo 6.7.1: Uglii negatif meme kanseri hiicre hatlar1 ile normal meme epitel hiicre

hattinda eEF2K, FOXM1 ve PD-L1 genleri bazal ekspresyon seviyesi.

w
1
w
1
N
o
1

n
<

N
1
N
1

-
(3]
1

-
1
-
(=]
1

Level Fold Change
Level Fold Change
CD274 mRNA Expression
Level Fold Change

T

EF2K mRNA Expression

FOXM1 mRNA Expression

o
I

Normal meme dokusu, luminal meme kanseri, HER2 pozitif meme kanseri ve
TNBC hastalar1 arasindaki eEF2K, FOXM1 ve PD-L1 genlerinin bazal ekspresyon
seviyelerini de Kanser Genom Atlasi (TCGA) verileri iizerinden analiz ettik. Sekil
13 de gorildiigl tizere, tiglii negatif meme kanseri hastalarinda normal bireylere ve
diger meme kanseri hastalarina gére FOXM1 ve PD-L1’in ekspresyon seviyelerinin
anlaml derecede yiiksek, ancak eEF2K’nin mRNA seviyesinin daha diisiik oldugu
bulundu (p<0.0001) (Tablo 6.7.2).

Tablo 6.7.2: Uclii negatif meme kanseri hastalarinda ve ii¢lii negatif olmayan meme

kanseri hastalarinda eEF2K, FOXM1 ve PD-L1 genleri bazal ekspresyon seviyesi.

Violin plot of EEF2K expression Violin plot of FOXMT expression
aaaaa ding to according to
triple-negative status triple-negative status
{all DNA microarray date} {all DNA microaray data)

EEF2K o2 standardised mRNA level
FOXM1 log2 standardised mRNA level
o

p <0.0001 84 p < 0.0001
u>e

. - m<m i . -
TNBC Not TNBC TNBC Not TNBC

o) (158) (1734 o) (s72) (6832)

60



Violin plot of CD274 expression
according to

]
triple-negative status
{all DNA microarray data)

mMRNA level

€D274 Iog2 standardised

TNBC Not TNBC
(o} (395 (5149

6.8. hsa-miR-3977 UCLU NEGATIF MEME KANSERiIi HUCRELERINDE
KOLONi OLUSUMUNU BASKILAMAKTADIR.

miR-3977’un igclii negatif meme kanserinde hiicre proliferasyonu iizerindeki
etkisi incelenmek tlizere, MDA-MB-231, MDA-MB-436 ve BT-20 hiicreleri ile
klonojenik testi yapildi. miR-3977 ekspresyonun artiginin saglandigi durumlarda,
olusan koloni sayist kontrol grubu hiicrelerine kiyasla onemli Ol¢iide azaldi

(p<0.0001) (Resim 6.8.1, Tablo 6.8.1).

miR-Control miR-3977

MDA-MB-231

MDA-MB-436

BT-20

Resim 6.8.1: miR-3977 mimik oligoniikleotit uygulamasi sonucu t¢lii negatif meme

kanseri hiicre hatlarinda koloni olugum kabiliyetindeki degisim.
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Tablo 6.8.1: miR-3977 mimik oligoniikleotit uygulamasi sonucu ii¢lii negatif meme

kanseri hiicre hatlarinda koloni olusum yiizdeleri.

MDA-MB-231 MDA-MB-436 BT-20

150+ 150 150
3 ] ]
B £ £

E 100+ E 100 £ 100
= =z =
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6.9. EEF2K, FOXM1 VE PD-L1 SUSTURULMASI UCLU NEGATIF
MEME KANSERi HUCRELERINDE KOLONi OLUSUMUNU

BASKILAMAKTADIR.

eEF2K, FOXM1 ve PD-L1 aracili sinyal yollarinin {iglii negatif meme kanserinde
hiicre proliferasyonu iizerindeki etkisini incelenmek i¢in, MDA-MB-231, MDA-MB-
436 ve BT-20 hiicreleri ile klonojenik testi yapildi. eEF2K, FOXM1 ve PD-L1
ekspresyonlarinin baskilandigi durumlarda olusan koloni sayisi kontrol grubu

hiicrelerine kiyasla 6nemli 6l¢iide azaldi (p<<0.0001) (Resim 6.9.1, Tablo 6.9.1).

siR-Control siR-EF2K siR-FOXM1 siR-PDL1

MDA-MB-231

BT-20

Resim 6.9.1: siR-EF2K, siR-FOXMI1 ve siR-PDL1 oligoniikleotit uygulamasi sonucu

ticlii negatif meme kanseri hiicre hatlarinda koloni olusum kabiliyetindeki degisim.
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Tablo 6.9.1: siR-EF2K, siR-FOXM1 ve siR-PDL1 oligoniikleotit uygulamasi sonucu

ticlii negatif meme kanseri hiicre hatlarinda koloni olusum yiizdeleri.

MDA-MB-231 MDA-MB-436 BT-20
150 150 150
5 5 5
g £ g
5 100+ £ 1004 E 100
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6.10. hsa-miR-3977 UCLU NEGATIF  MEME KANSERI
HUCRELERINDE APOPTOZU INDUKLEMEKTEDIR.

miR-3977 ekspresyonunun apoptoz aracilikli biliylime inhibisyonuna katkisini
incelemek i¢in, Annexin V-FITC ve propidyum iyodiir (PI) boyamasi kullanilarak
apoptoz deneyi yapildi. miR-3977 veya kontrol mimik transfekte edilmis hiicreler, 72
saatlik transfeksiyonda akis sitometrisine tabi tutuldu. miR-3977 transfeksiyonundan
72 saat sonra hem erken hem de geg¢ apoptotik MDA-MB-231, MDA-MB-436 ve BT-
20 hiicrelerinin sayis1, kontrol hiicrelerine kiyasla 6nemli 6l¢tide daha yiiksek bulundu
(p<0.0001) (Resim 6.10.1, Tablo 6.10.1).

miR-Control miR-3977

[Cells] FL1 INT / FL3 INT

[Cells] FL1 INT / FL3 INT

0 : —— W is
“Mecresis| Late Apoptosis| Necrosiz,

& wy B - -
“Living Cell Early Apoptosis MDA-MB-231
100
100 10" 102 10 e 10 10 10
Annexin FITC Annexin FITC
Gate Number %Gated X-Med Y-Med Gate Number %Gated X-Med Y-Med
All 19,92% 100.00 4.73  1.40 All 19,987 100.00 15.03 Z.46
Early Apoptosis 2%0 1.46 4110 3.84 Early Apoptosis 2,406 12.04 3010 3.81
Late Apoptosis 1,264 6,34 63.38 69.87 Late Apoptosis 4,137 20,70 43.49 Z7.49
Living Cells 17,832 89.48 430 1.27 Living Cells 12,065 60.36 10.20 1.54
Mecrosis 543 272 9.98 181 Necrosis 1,379 6.50 14.57 17.93
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miR-Control
- [Cells] FL1 INT / FL3 INT
: “INecrosis] Late Apoptosis|
10
T wy e §
Living Cells|. : Egrly\_ﬁ_mqpto;is__
3 =
'
100 10 102 11
Annexin FITC
Gate Number %Gated X-Med Y-Med
All 19,896 100,00 4.68 1.44
Early Apoptosis 283 1.47 38.33 381
Late Apoptosis 1,373 6.90 66.15 69.37
Living Cells 17,666 8879 424 1.30
Necrosis 574 289 9.14 20.33
miR-Control
. [Cells] FL1 INT / FL3 INT
" _-Necrosis: Late Apaptosls_'

=
q2iEarly Apoptesis
i : J
10
T T I| T
10° 10" 107 10
Annexin FITC
Gate Number %Gated X-Med Y-Med
All 19,657 100.00 2.63 1.39
Early Apoptosis 156 0.79 31.14 481
Late Apoptosis 900 458 34.80 40.33
Living Cells 17,366 8835 1.35 1.24
MNecrosis 1,235 6,28 9.05 36.05

miR-3977

[Cells] FLT INT / FL3 INT

WP

Lat-é_ Apoptesis|

Annexin FITC
Gate Number ¥Gated X-Med Y-Med
All 19,824 100,00 7.22 0.46
Early Apoptosis 3,332 16,81 16.66 0.10
Late Apoptosis 3,106 15.67 31.29 53.89
Living Cells 12,584 63,48 4.04 035
Hecrosis 802 405 T7.47 30.41
miR-3977
s [Cells] FL1 INT / FL3 INT
L -_Nec_rosis. Late Apoptesis|
10"
0
Living Cells
107

w il
Annexin FITC
Gate Number %Gated X-Med Y-Med
All 19,768 10000 853 0.56
Early Apoptasis 3,634 1838 18.26 0.10
Late Apoptosis 4,182 21.16 40.22 51.42
Living Cells 11,318 57.25 4.47 039
Mecrosis 634 3.21 7.5 1182

MDA-MB-436

BT-20

Resim 6.10.1: miR-3977 mimik oligoniikleotit uygulamasi sonucu ii¢lii negatif meme

kanseri hiicre hatlarinda degisen apoptoz miktarlari.

Tablo 6.10.1: miR-3977 mimik oligoniikleotit uygulamasi sonucu ii¢lii negatif meme

kanseri hiicre hatlarinda degisen apoptotik hiicre ytlizdeleri.
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% Apoptotic Cells

MDA-MB-436

.

30+

20+

104

% Apoptotic Cells
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6.11. hsa-miR-3977 UCLU NEGATIiF  MEME  KANSERIi
HUCRELERINDE G1/S HUCRE DONGUSU GECISINI
BASKILAMAKTADIR.

Transfeksiyon sonrasi hiicrelerin hiicre dongiisii ilerleme verileri de analiz edildi.
Bilindigi gibi FOXM1, G1/S ve G2/M gegisi ve M fazi ilerlemesi (Li ve ark. 2019)
icin kritik dneme sahiptir ve ayrica hiicre i¢i kalsiyumdaki (Caz*) bir artigin aracilik
ettigi eEF2K aktivitesi G1/S gecisini tesvik eder (Parmer et al.1997; Proud 2007). Bu
verileri destekleyecek sekilde, TNBC hiicre hatlarinda miR-3977 transfeksiyonun
kontrol grubuna gore, G1 fazinda tutulan hiicrelerin yiizdesini O6nemli Olgiide
arttirdig, S ve G2 fazlarindaki hiicrelerin yiizdesinin 6nemli 6l¢iide azaldigi (p*<0.05;
p**<0.01; p***<0.001; p****<0.0001) bulundu. (Tablo 6.11.1).

MDA-MB-231

80—
Hl miR-Control

L = miR-3977

e
I o
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T
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o
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MDA-MB-436

801
Sy Em miR-Control

60 = miR-3977
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B
o
1
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% GO0/G1 % S 9
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BT-20

mHm miR-Control
- =3 miR-3977

% Cell Counts
F Y
T

% G0/IG1 %S % G2

Tablo 6.11.1: miR-3977 mimik oligoniikleotit uygulamasi sonucu ti¢lii negatif meme

kanseri hiicre hatlarinda G1/S fazinda tutulan hiicre sayilari.

6.12. hsa-miR-3977 UCLU NEGATIiF  MEME  KANSERIi
HUCRELERINDE MIGRASYONU BASKILAMAKTADIR.

miR-3977'nin migrasyon tizerindeki etkisini arastirmak icin ¢izik yara iyilestirme
testini  gerceklestirdik. Sekil 18’de gosterildigi gibi, 72 saat miR-3977
transfeksiyonundan sonraki 36. saatte yara mesafesi (Resim 6.12.1), tiim hiicrelerde
kontrol grubundan 6nemli 6l¢iide daha genis bulundu (p<0.0001) (Tablo 6.12.1).

MDA-MB-231

miR-Control miR-3977

0.h

36.h
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MDA-MB-436

miR-Control miR-3977

0.h

36.h

BT-20

miR-Control miR-3977

Resim 6.12.1: miR-3977 mimik oligoniikleotit uygulamasi sonucu ti¢lii negatif meme

kanseri hiicre hatlarinda yara mesafesi.
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Tablo 6.12.1: miR-3977 mimik oligoniikleotit uygulamasi sonucu ti¢lii negatif meme

kanseri hiicre hatlarinda acik kalan yara mesafesi.

MDA-MB-231

MDA-MB-436 BT-20
30 15- 20
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6.13. EEF2K, FOXM1 VE PD-L1 SUSTURULMASI UCLU NEGATIF

MEME KANSERI HUCRELERINDE HUCRE GOCUNU
AZALTMAKTADIR.

miR-3977'nin hedef genlerinin hiicre gogii tizerindeki etkilerini belirlemek icin
ise, MDA-MB-231, MDA-MB-436 ve BT-20 hiicrelerini siR-EF2K, siR-FOXM1 ve
siR-PDLI1 ile transfekte ederek ¢izik yara iyilestirme testini gergeklestirdik (Resim
6.13.1). Tim hiicre gruplarinda miR-3977 kadar olmasa da, hedef genlerin
susturulmasi hiicre gogiinii 6nemli Ol¢lide bastirmistir (p**<0.01, p***<0.001,

p*##%<0.0001) (Tablo 6.13.1).

MDA-MB-231

siR-Control siR-EF2K siR-FOXM1 siR-PDL1

36.h
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MDA-MB-436

siR-Control siR-EF2K siR-FOXM1 siR-PDL1

0.h

36.h

BT-20

siR-FOXM1 siR-PDL1

0.h

36.h

Resim 6.13.1: siR-EF2K, siR-FOXM1 ve siR-PDL1 oligoniikleotit uygulamasi

sonucu ii¢lii negatif meme kanseri hiicre hatlarinda yara mesafesi.

Tablo 6.13.1: siR-EF2K, siR-FOXM1 ve siR-PDL1 oligoniikleotit uygulamasi

sonucu Ug¢lii negatif meme kanseri hiicre hatlarinda agik kalan yara mesafesi.

MDA-MB-231 MDA-MB-436 BT-20

30- Fkk 50-
§ ;\? g 20 e
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6.14. hsa-miR-3977 UCLU NEGATIF MEME KANSERI
HUCRELERINDE INVAZYONU BASKILAMAKTADIR.

In vitro matrigel invazyon deneyi, miR-3977’nin {i¢li negatif meme kanseri
hiicrelerinin invaziv kapasiteleri lizerindeki etkisini arastirmak i¢in yapildi. miR-3977
ile transfekte edilmis MDA-MB-231, MDA-MB-436 ve BT-20 hiicrelerinin kontrol
grubuna kiyasla daha az invazyon aktivitesine sahip oldugu bulunmustur

(p***<0.001, p****<0.0001) (Resim 6.14.1, Tablo 6.14.1).

miR-Control miR-3977

MDA-MB-231

MDA-MB-436

BT-20

Resim 6.14.1: miR-3977 mimik oligoniikleotit uygulamasi sonucu ii¢clii negatif meme

kanseri hiicre hatlarinda istila eden hiicre sayist.
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MDA-MB-231

MDA-MB-436

Tablo 6.14.1: miR-3977 mimik oligoniikleotit uygulamasi sonucu ii¢lii negatif meme

kanseri hiicre hatlarinda istilaci hiicre yiizdesi.

MDA-MB-231 MDA-MB-436 BT-20
150 150 150
& 100 £ 100 £ 100
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6.15. EEF2K, FOXM1 VE PD-L1 SUSTURULMASI UCLU NEGATIF
MEME KANSERiI HUCRELERINDE INVAZYONU AZALTMAKTADIR.

miR-3977'nin hedef genlerinin hiicre gogii tizerindeki etkilerini belirlemek i¢in
ise, MDA-MB-231, MDA-MB-436 ve BT-20 hiicrelerini siR-EF2K, siR-FOXMI ve
siR-PDL1 ile transfekte ederek in vitro matrigel invazyon deneyini gergeklestirdik.
Hedef genlerin baskilanmasi, tiim hiicre hatlarinda da invazyonu onemli dlcilide

azaltmistir (p****<0.0001) (Resim 6.15.1, Tablo 6.15.1).

siR-Control siR-EF2K 5|R FOXM1 siR-PDL1
\A,':‘.‘J':'} N A AR l']";(:bj:;l ” AT V- ;'7’ ' R8s 35 ~|“ " ’K."‘: "f . ll:..':\;l Tre & /l("‘_’.' * '1.7{0- o ]

BT-20

‘ N L_ o
A Y y i 5 ‘ t\)(:/ <
EARE LRV e ,‘L.. SR

Resnm 6 15. 1 51R EF2K, 51R FOXMl ve siR-PDL1 ohgonukleotlt uygulamas1

sonucu liclii negatif meme kanseri hiicre hatlarinda istila eden hiicre sayisi.
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Tablo 6.15.1: siR-EF2K, siR-FOXM1 ve siR-PDL1 oligoniikleotit uygulamasi

sonucu ti¢lii negatif meme kanseri hiicre hatlarinda istilaci hiicre yiizdesi.

MDA-MB-231 MDA-MB-436
150 150
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2 S
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6.16. miR-3977 NANOPARCACIKLARIN 1IN ViVO TERAPOTIK
OLARAK UYGULANMASI, INSAN MEME KANSERI KSENOGREFLERI
ILE ORTOTOPIK UCLU NEGATIF MEME KANSERI FARE
MODELLERINDE TUMOR BUYUMESINi ENGELLER.

Uglii negatif meme kanseri tiimdr olusumunda miR-3977 ekspresyonunun in vivo
etkilerini ve bu miRNA'nin terap6tik potansiyelini incelemek i¢in, ortotopik MDA-
MB-231 ksenogref fare modellerinde sistemik olarak miR-3977 uygulamasi
(intravendz olarak) yaptik. Ksenograft tiimorlerinin hacimleri, 4 haftalik tedavi
stiresince her hafta 6l¢iildii. Tedavinin 4 haftas1 boyunca, farelerin davranis ve yeme
aligkanliklarinda herhangi bir degisiklik saptanmadi, bu da miR-3977 tabanli gen
iletiminin hicbir yan etki yaratmadigini gosterdi. PLL/Alb-Ser NPs-miR-3977 ile
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tedavi edilen farelerde, kontrol farelerinden 6nemli 6l¢iide daha az timdr biiyiimesi

(p*<0.05, p**<0.01) goriildii (Tablo 6.16.1).

Tablo 6.16.1: PLL/Alb-Ser NPs-miR-3977 ve kontrol miRNA uygulamalar1 sonucu

olusan tiimor hacimleri.

3000+
-0~ miR control

- PLL/Alb-Ser NPs-miR 3977

N
o
=3
o
1

1000

Tumor volumes mm®

6.17. miR-3977 NANOPARCACIKLARININ iIN VivO TERAPOTIK
OLARAK UYGULANMASINDA, TUMORLERDEKI EEF2K, FOXM1 VE
PD-L1 PROTEIN SEVIYELERI AZALDI.

Son uygulamadan ii¢ giin sonra tiimdrler toplandi ve immunoblotlama analizi ile
hedef genlerin ekspresyonu, hiicre dongiisii ilerlemesi, istila, gé¢ ve apoptoz
belirtegleri i¢in analiz edildi. Immunoblotlama analizi sonucunda miR-3977
uygulanan tiimdrlerde miR-3977°nin hedef genleri olan EF2K, FOXMI1 ve PD-LI1
protein seviyelerinin diistiigii goriildii. Ayrica bu tiimorlerde metastaz ile iligkili p-
FAK ve invazyon ile iliskili p-Src protein seviyelerinin azaldigi, G1/S hiicre dongiisii
kontrol proteini Siklin D1 ve apoptoz belirleyicisi yikilmis Kaspas 9 protein

seviyelerinin arttig1 goriildii (Resim 6.17.1).
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miR-Control miR-3977

EF2K
p_EFz(ThrSG)

EF2

p-F AK (Y397)

FAK

Caspase 9

B-Actin

miR-Control miR-3977

FOXM1

PD-L1

Cyclin D1

p_SRc(Tyr416)

SRC

GapDH

Resim 6.17.1: PLL/Alb-Ser NPs-miR-3977 ve kontrol miRNA uygulamalar1 sonucu

olusan tiimorlerde protein ekspresyon seviyeleri.

6.18. hsa-miR-3977 UCLU NEGATIF MEME KANSERi HUCRELERININ
NK ARACILIKLI IMMUNYANIT iLE YIKIMINI ARTTIRMISTIR.

Immiin sistem yamtinda herhangi bir degisikligin meydana gelip gelmediginin
incelenmesi i¢in kanser hiicrelerinin dogal bagisik sistemine ait kordon bagindan elde
edilmis dogal 6ldiiriicli hiicreler veya NK-92 dogal oldiiriicii hiicre hatt1 ile birlikte
farkli Hedef : Efektor oranlarinda (T:E) kiiltiirlenmesi gerceklestirilmistir. NK
hiicrelerinin sitotoksisitesi Cr’' hiicre canlilig1 testi ile analiz edilmistir. Tablo
6.18.1’de gosterildigi gibi, 6 gilin Kkiiltiirlenmis kordon kani dogal oldiiriicti

hiicrelerinin {iglii negatif meme kanseri hiicrelerine karsi daha agresif hale geldigi ve
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dogal oldiiriicii hiicrelerinin miR-3977 ile transfekte edilmis MDA-MB-231, MDA-
MB-436 ve BT-20 iizerinde 6nemli 6lgiide daha yiiksek sitotoksik etki gosterdigi
bulunmustur (p<0.001) (Tablo 6.18.1).

Tablo 6.18.1: miR-3977 ve kontrol miRNA uygulamalarindan sonra farkli
konsantrasyonlarda ko-kiiltiir ¢alismalarinda olusan kordon kani dogal oldiiriicii

hiicrelerinin sitotoksisite degisimleri.

MDA-MB-231
cr’! Assay
60 )

_ mm miR-Control
> = miR-3977
S 40-

x
2
2
>
O 20
) ] ﬂ I
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1:1 1:5 1:10 1:20
T:E (CBNK) Ratio
MDA-MB-436
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60
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> = miR-3977
S 401
x
2
o
=
O 20
) ﬂ I I
O‘jl' T T
1:1 1:5 1:10 1:20
T:E (CBNK) Ratio
BT-20
cr’! Assay
40- ,
mm miR-Control
/= miR-3977

% Cytotoxicity
S
1

10_] I
0 T T

1:1 1:5 1:10 1:20
T:E (CBNK) Ratio

Kordon kani dogal dldiiriicii hiicreleri gibi NK-92 dogal 6ldiiriicii hiicre hattinin
yanitindaki degismeler de benzer sekilde incelendi. NK-92 hiicrelerinin de kordon
kan1 dogal oldiiriicii hiicreleri gibi miR-3977 ile transfekte edilmis MDA-MB-231,
MDA-MB-436 ve BT-20 ti¢lii negatif meme kanseri hiicre hatti hiicrelerine kars1 daha
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agresif hale geldigi ve sitotoksik aktivitelerinin dnemli 6l¢iide arttig1 goriildii (p<0.01;
p<0.001) (Tablo 6.18.2).

Tablo 6.18.2: miR-3977 ve kontrol miRNA wuygulamalarindan sonra farkl
konsantrasyonlarda ko-kiiltiir ¢alismalarinda olusan NK-92 dogal 6ldiirticii hiicre
hatlarinin sitotoksisite degisimleri.
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6.19. EEF2K, FOXM1 VE PD-L1 SUSTURULMASI UCLU NEGATIF
MEME KANSERiI HUCRELERININ NK ARACILIKLI IMMUNYANIT iLE
YIKIMINI ARTTIRMISTIR.

miR-3977°nin neden oldugu NK tabanli sitotoksik etkinin hangi hedef gen veya
genlerden kaynaklandiginin arastirilmasi i¢in miR-3977 ile yapilan Cr’! hiicre
canlilig1 testinin bir tekrar1 hedef genlerin siRNA uygulamalari ile gergeklestirilmistir.
6 giin kiltirlenmis kordon kani dogal oldiiriicii hiicrelerinin {iglii negatif meme
kanseri hiicrelerine kars1 daha agresif hale geldigi ve kani dogal 6ldiiriicii hiicrelerinin
siR-EF2K, siR-FOXMI1 ve siR-PDL1 ile ayr1 ayr transfekte edilmis MDA-MB-231,
MDA-MB-436 ve BT-20 iizerinde kontrol grubuna gore 6nemli dl¢lide daha yiiksek
sitotoksik etki gosterdigi anlasilmistir (p<0.01; p<0.001; p<0.0001) (Tablo 6.19.1).

Tablo 6.19.1: SsiR-EF2K, siR-FOXM1, siR-PDL1 ve kontrol siRNA
uygulamalarindan sonra farkli konsantrasyonlarda ko-kiiltiir ¢calismalarinda olusan
kordon kan1 dogal 6ldiiriicii hiicrelerinin sitotoksisite degisimleri.
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BT-20
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siR-Control
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NK-92 dogal o6ldiiriicii hiicre hatti ile de benzer denemeler gerceklestirildiginde
kordon kani dogal oldiiriicii hiicreleri gibi NK-92 hiicrelerinin de hedef genleri
baskilanmus ticlii negatif meme kanseri hiicrelerine karsi daha agresif hale geldigi ve
siR-EF2K, siR-FOXM1 ve siR-PDL1 ile transfekte edilmis MDA-MB-231, MDA-
MB-436 ve BT-20 hiicreleri iizerinde 6nemli Ol¢lide daha yiiksek sitotoksik etki
gosterdigi bulundu (p<0.01; p<0.001) (Tablo 6.19.2).

Tablo 6.19.2: siR-EF2K, siR-FOXM1, siR-PDL1 ve kontrol siRNA
uygulamalarindan sonra farkli konsantrasyonlarda ko-kiiltiir ¢alismalarinda olusan

NK-92 dogal 6ldiiriicii hiicre hatlarinin sitotoksisite degisimleri.
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7. TARTISMA

Cok heterojen ve birkag molekiiler alt tiire sahip oldugu bilinen ti¢lii negatif
meme kanseri, ER, PR ve HER2 ifade eksikligi nedeni ile tamoksifen ve trastuzumab
gibi hormon bagimli tedavilere cevap vermemekte, tek tedavi segenegi olarak
kemoterapi kullanilan tek biiylik meme timori alt tipi olarak ifade edilmektedir.
(Bayraktar ve ark. 2017; Chin ve ark. 2013; Liu ve ark. 2014; Sun ve ark. 2016). Uclii
negatif meme kanseri (TNBC), yiiksek invazyon kapasitesi ve hedefe yonelik tedavi
eksikligi nedeniyle yiiksek riskli bir malignitedir (Liu ve ark. 2018).

Yapilan calismalar Okaryotik uzama faktorii 2 kinazin (eEF2K), hiicredeki
kaynaklar smirlandiginda protein sentezini negatif olarak diizenleyerek timor
sagkalimini ve biiyiimesini destekledigini gdstermistir (Wang ve ark. 2017). Bilindigi
tizere eEF2K'nin aktivitesi, rapamisin kompleksi 1'in (mTORC1) ve adenosin
monofosfatla aktive edilen protein kinazin (AMPK) memeli hedefi gibi besin
algilayici yollar ile siki bir sekilde diizenlenir. mMTORCI1, farkli inhibitér bolgelerinde
kinaz1 fosforile ederek eEF2K'nin aktivitesini negatif olarak diizenler (Moore ve ark.
2017; Wang ve ark 2014). Dikkat ¢ekici bir sekilde, hem AMPK hem de mTORC1
otofajinin diizenlenmesinde islev goriir. mTORCI, otofaji yolunu ULK1'1 fosforile
ederek ve inhibe ederek baskilar, AMPK ise mTORC1'i ve fosforile ederek ULK1'i
aktiflestirerek otofajiyi tesvik eder (Kim ve ark. 2011). Besin yoklugu gibi stres
kosullar1 altinda, ¢ekirdek hiicresel enerji sensorii AMPK, mTORC1'in aktivitesini
fosforile eder ve inhibe eder ve sonu¢ olarak mTORCI aracili eEF2K inhibisyonunu
baskilar (Moore ve ark. 2017; Agarwai ve ark. 2015). Eszamanli olarak, AMPK
eEF2K'y1 fosforile eder ve aktive eder ve bu, daha sonra eEF2K asagi akim hedefinin,
Okaryotik uzama faktorii 2'nin (eEF2) fosforilasyonu ve inhibisyonu ile sonuglanir
(Moore ve ark. 2017; Johanns ve ark. 2017). Sonug¢ olarak eEF2'nin fosforilasyonu,
uzama sirasinda yeni protein zincirlerinin ribozom boyunca eEF2 aracili
translokasyonunu inhibe ederek protein sentezini hafifletir ve amino asitler ve ATP
(adenosin-5'-trifosfat) gibi hiicresel kaynaklar1 korur. Bu sekilde, eEF2K'nin enerji

tasarrufundaki rolii kanserler tarafindan yiiksek enerji ve metabolik taleplerini

80



kargilamak i¢in kullanilabilir (Ho ve Gorski 2019). Diger bir deyisle, kanser ve / veya
stres etkeni tliriine bagli olarak, eEF2K, stres kosullar1 altinda sagkalimi arttirmak igin
otofajiyi farkli sekilde diizenler (Ho ve Gorski 2019; Wang 2017).

Cok 6nemli ve iyi tanimlanmis onkojenik transkripsiyon faktorii olarak FOXM1,
TNBC'de de c¢esitli insan kanserlerinde oldugu gibi asir1 seviyede eksprese
edilmektedir (Liu ve ark.2006; Wonsey ve Follettie, 2005; Bayraktar ve ark.2017;
Bayraktar ve ark.2018). Upregiilasyon ekspresyonunun, bazal ve TNBC tipi meme
kanseri de dahil olmak {izere ¢esitli malignitelerde TP53 mutasyonlarinin bir sonucu
oldugu ve hiicre proliferasyonunu, migrasyonunu, tiimor hiicrelerinin istilasini, ileri
tiimor evresiyle iliskili anjiyogenezi indiikledigi bildirilmistir (Curtis ve ark.2012;
Halasi ve Gartel, 2013; Katoh ve ark.2013; Liu ve ark.2006; Barsotti 2009; Song ve
ark.2017; Yang ve ark.2018; Fei ve ark. 2017; Ahmad ve ark. 2016; Bayraktar ve
ark.2018; Narrandes ve ark.2018; Lu ve ark.2018; Hamurcu ve ark.2019). Ek olarak,
FOXM1 nin eEF2K promotoriine baglandigi ve TNBC'de kanser hiicresi ¢cogalmast,
hayatta kalmasi, istilas1 ve ila¢ direncini destekleyen ifadesini diizenledigi
bildirilmistir (Hamurcu ve ark. 2017; Bayraktar ve ark. 2017). Bu nedenle, FOXM1
aracili ve/veya direk eEF2K sinyal eksenini hedeflemenin, TNBC tedavisi i¢in iyi bir
yaklagim oldugu diisiiniilebilinir (Bayraktar ve ark. 2017, Bayraktar ve ark. 2018;
Kabil ve ark. 2018).

Kanser immiinoterapisi alanindaki en heyecan verici gelismelerden biri ise,
sitotoksik T-lenfosit iligkili protein 4 (CTLA4), programlanmis hiicre 6liim proteini 1
(PD1) ve programlanmis hiicre 6liimii 1 ligand1 (PD-L1) ile immiin kontrol noktasi
molekiillerinin bloke edilmesi olmustur (Liu ve ark. 2018; Chen ve Han 2015;
Topalian ve ark. 2015; Disis and Stanton 2015). FDA kisa siire once ipilimumab (anti-
CTLA4), nivolumab ve pembrolizumab (anti-PD1) ve atezolizumab ve avelumab
(anti-PD-L1) gibi bagisiklik kontrol noktasi inhibit6rlerini melanom, bdbrek hiicresi
kanseri, Hodgkin lenfoma, mesane kanseri ve bas ve boyun kanseri, NSCLC gibi
cesitli gelismis malignitelerin tedavisi i¢in onaylamistir. Bununla birlikte, sadece bir
hasta alt grubu bu tedaviden yararlanabilir, baz1 hastalar sinirli bir yanit alir veya bu
tedaviye tamamen yanit vermez (Disis and Stanton 2015; Liu ve ark. 2018; Braun ve
ark. 2016). Bu nedenle, kanser immiinoterapisine yanit verenleri tahmin etmek i¢in

molekiiler biyobelirtecgleri tanimlamak ¢ok énemlidir (Liu ve ark. 2018).
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Simdiye kadar, kemoterapi TNBC i¢in adjuvan veya metastatik ortamda miimkiin
olan tek terapotik stratejidir (Wang ve Guda 2016). Uclii negatif meme kanserine
alternatif tedavi yontemi olarak VEGF, EGFR, mTOR, PARP1, FGFR, AR, NOTCH,
HDAC, CDK, PI3K, MET ve TROP2 gibi farkli molekiiler yolaklar1 hedefleyen bir
seri kiiciik molekiil ¢alismalar1 yapilmistir (Bardia ve ark. 2016; Bayraktar ve Gluck
2013; Mayer ve ark. 2014; Traina ve ark 2015). Ancak umut vaat eden in vitro
sonuclara ragmen TNBC hedefli tedavilerin ¢ogunun klinik arastirma etkinlikleri
belirsizligini korumaktadir (Liu ve ark. 2018). Ayrica, su ana kadar klinik deneme
caligmalar1 ge¢ip FDA tarafindan onay almis bir miRNA da bulunmamaktadir.
Dahasi, molekiiler farklilagsmasinin yani sira iiglii negatif meme kanseri diger kati
tiimorler gibi sert yapis1 ve mikro ¢evresinde bulunan kimyasal kompozisyonu nedeni
ile indiiklenmemis dogal ve kazanilmig immiin sistem elemanlarindan kagmay1
basarmaktadir (Disis and Stanton 2015). Bununla birlikte, yapilan yeni ¢aligmalar
TNBC i¢in mevcut olan smirli terapotik secenekler gbz Oniine alindiginda
immiinoterapinin TNBC i¢in umut verici bir strateji olabilecegini gdstermektedir (Liu
ve ark. 2018).

Liu ve ark. yaptig1 ¢alismada, 2 biiyiik 6lgekli meme kanseri (BC) genomik
verilerine dayanarak TNBC'de immiinojenik imzalarin kapsamli bir analizini
gerceklestirilmis, TNBC, TNBC olmayan ve normal doku arasindaki ve farkli
genotipik veya fenotipik 6zelliklere sahip TNBC'ler igindeki 26 bagisiklik hiicresi
aktivitesinin ve yollarinin zenginlestirme seviyelerini karsilastirilmistir. Sonug olarak
analiz edilen bagisiklik aktivitelerinin ve yollarinin neredeyse hepsinin TNBC'de
TNBC olmayanlara gére 6nemli Olciide daha yiiksek zenginlestirme seviyelerine
sahip oldugunu bulunmustur (Liu ve ark. 2018). TNBC c¢esitli nedenlerle
immiinojenik olabilir. TNBC'nin alt tipleri 6nemli sayida genetik mutasyona sahiptir
ve bagisiklik sistemi, bu mutasyonlar tarafindan kodlanan anormal proteinleri yabanci
olarak gorebilir. Ayrica TNBC, B hiicrelerini de igeren bir prognostik gen imzasi ile
iligkilidir. B hiicreleri tarafindan salgilanan antikorlar, timdr antijenlerine baglanabilir
ve tiimdrde halihazirda baslatilmis olan adaptif bagisiklik tepkisini yiikseltebilir (Disis
and Stanton 2015). Bu ¢alismalar TNBC'nin BC alt tipleri arasinda muhtemelen en
giicli. immiinojenikligi sergiledigini ve dolayisiyla TNBC i¢in immiinoterapdtik

tedavinin miimkiin olabilecegini gdstermektedir.
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Ek olarak, birka¢ ¢alisma TNBC'ye kars1 immiinoterapi kullanimini arastirmistir.
Ornegin, Nanda ve ark. PD1'e kars1 oldukga segici bir monoklonal IgG4-k antikoru
olan pembrolizumabin, gelismis TNBC tedavisinde umut verici olabilecegini gosteren
on kanitlar saglamistir (Nanda ve ark. 2016). Emens ve dig. MPDL3280A tarafindan
PD-L1'in inhibisyonunun, agir sekilde onceden tedavi edilmis metastatik TNBC
hastalarinda klinik aktiviteyi tesvik ettigini gostermistir (Emens ve ark. 2015). Ek
olarak, Hartman ve ark. IL-6 ve IL-8'in birlikte inhibe edilmesinin TNBC igin etkili
bir tedavi stratejisi olabilecegini gostermislerdir (Hartman ve ark. 2013). Tiim bu
gelismelere ragmen immiin ve kanser hiicresi ayrimi1 yapmaksizin PD-1"e baglanmak
icin diger PD-L1 antikorlar1 ile molekiiler yarisa dayali etki etmesi beklenen bu
antikor uygulamalarinin, genin mikroRNA’lar aracilikli post-transkripsiyonel
seviyede susturulmasina kiyasla oldukga yetersiz ve etkisiz kalacagi soylenebilir. Bu
nedenle miRNA uygulamalar1 ile yapilacak c¢alismalarin daha kesin ve gercegi
yansitan sonuglar verecegine inanilmaktadir.

Sonug olarak, gen regiilasyonunda énemli ve giiclii bir ara¢ olmalart miRNA'lar1
potansiyel terapotik hedef yapmaktadir. Ancak unutulmamalidir ki bir mikroRNA
farkli kanser tiirleri icin farkli onkolojenik 6zellikler gosterebildigi icin mikroRNA
seciliminde incelenecek kanser tiiriine gore degerlendirmelerde bulunmak biiyiik
Onem tasimaktadir.

Tiim bu litaretiir bilgilerine ve yaptigimiz 6n aragtirmalar dayanarak ¢alismamiza
temel olusturan arastirma sorusunu ‘liglii negatif meme kanseri hiicre dizilerinde
yiiksek miktarlarda eksprese edilerek karsinogenezi destekledigi bilinen eEF2K,
FOXM1 ve PD-L1’in iicilinii bir hedefleyen tek bir miRNA ile post-transkripsiyon
diizeyinde susturulmasinin, kanser hiicrelerinin biyolojik fonksiyonlar1 (metabolizma,
migrasyon ve invazyon yetenegi gibi) iizerindeki etkilerinin neler oldugu’ seklinde
kurmus bulunmaktay1z. Calismamizda bu etkinin 6nemini daha iyi anlayabilmek i¢in,
‘Gergeklestirilecek gen susturmalar ile iiclii negatif meme kanseri hiicrelerinin
programlanmis 6lim yolaklar1 indiiklenebilir ve/veya bu hiicreler dogal 6ldiiriicii
hiicre tabanli immiinoterapi i¢in hedef haline getirilebilir mi? Bdylelikle
kemoterapinin yan etkileri olmadan tiimor dokularinda yikim saglanabilir mi? Ayrica
klinik caligmalarda kisiye Ozgli tedavi yontemi olarak uygulanirsa, ameliyat

edilemeyecek ve/veya ilag uygulamasi yapilamayacak bolgelerde tiimor dokusuna
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sahip hastalara yeni bir tedavi metodolojisi gelistirilmesine temel olugturabilir mi?’
gibi temel aragtirma sorumuzu destekler nitelikteki sorulara da cevap aranmustir.

(Caligmamizda torapetik bir tedavi yontemi gelistirmek {izere, ti¢lii negatif meme
kanseri lizerinde tiimdr siipresor olarak degerlendirilen EF2K ve FOXM1 molekiiler
yolaklarint miRNA kiigiik molekiilii kullanilarak hedeflemekteyiz. Ayrica kanser
hiicrelerinin immiin sistem elemanlarindan ka¢gmasina yardimei oldugu bilinen ve
iclii negatif meme kanseri hiicrelerinde ifade seviyesi artmis PD-L1 molekiilii de
hedeflenerek PD-1/ PD-L1 eslesmesini ortadan kaldirarak immiin sistem yanitinin bu
kanser tiirli i¢in bir tedavi segenegi haline gelmesini amaglamis bulunmaktayiz.
Immiin sistem yanmtinin degerlendirilmesi, kimerik antijen reseptdr (CAR) gibi
molekiiler degisiklikleri hedefleyerek immiin sistem aktivasyonunu arttirmaya
yonelik en giincel yontemlerle calismaya imkan veren ve allojenik 6zelligi ile bireyler
arasi transferi miimkiin olan dogal o6ldiiriicii (NK) hiicrelerle gerceklestirilmistir.
Yukarida ayrintili sekilde belirtildigi lizere projemizde sonuglarin netligini arttirmak
adina birbiriyle korele pek ¢ok molekiiler yontem bir arada kullanilmistir. Boylece
elde edilen verilerin teknik veya c¢evre kosullarina bagli olusabilecek yaniltict
degiskenlerden etkilenmesi engellenmistir.

Yapilan hedef gen ve miRNA eslesme arastirmalar1 sonucunda miR-3977°nin
eEF2K, FOXM1 ve PD-L1 hedef genlerine biyoinformatik algoritmalar iizerinde
baglandig1 bulunmustur. Ayrica nblast analizi ile bu baglanmalarin 7’serli oldugu ve
hedef genlerin 3’UTR bolgelerinde bulunmustur. Bu sonu¢ bu baglanmalarin
fonksiyonel olarak karsilik bulabilecegi hipotezini giiclendirmistir. Bu algoritmik
verilerin biyolojik olarak karsiliginin arastirilmasi i¢in miR-3977 ifadesi arttirilmis
licli negatif meme kanseri hiicre hatlarinda eEF2K, FOXM1 ve PD-L1 hedef
genlerinin ifade seviyelerindeki degisiklikler qRT-PCR yontemi ile incelenmistir.
Elde edilen veriler, artan miR-3977 ekspresyonun eEF2K, FOXM1 ve PD-L1 hedef
gen ifadelerini baskiladigini gostermistir. Burada hedef genlerdeki baskilanmanin
kontrolii olarak siRNA transfeksiyon yontemi kullanilmistir.

miR-3977 ile ilgili klinik verilerin analizi surecinde ise TNBC hastalarina ait
TCGA datalarinin analizi gergeklestirilmis ve miR-3977 nin yiiksek ekspresyonun bu
hastalarda anlamli derecede daha uzun hasta sagkalimu ile iliskili oldugu goriilmiistiir.
Hasta verilerinin deneysel olarak incelenmesi i¢in ise miR-3977’nin ii¢lii negatif

meme kanserindeki bazal ekspresyon seviyesi incelenmistir. Uclii negatif ve iiclii
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negatif olmayan meme kanseri hiicre hatlar1 ile normal meme epitel hiicre hatlarinda
gRT-PCR analizi sonucu miR-3977 nin {i¢lii negatif meme kanseri hiicre hatlarindaki
ekspresyon seviyesinin normal meme epitel hiicre hatlarina kiyasla anlamli derecede
olduke¢a diisiik oldugu bulunmustur. Kontrol olarak siRNA’lar ile transfekte edilen
hiicrelerin yanitlar1 degerlendirilmistir. Bu mRNA seviyesindeki diisiisiin protein
seviyesindeki karsiliginin anlasilmasi i¢in Western Blot analizi yapilmis ve qRT-PCR
verilerini destekler sekilde miR-3977 seviyesi artmis {i¢lii negatif meme kanseri hiicre
hatlarinda eEF2K, FOXM1 ve PD-L1 hedef genlerinin protein seviyelerinin de
baskilandig1 goriilmiistiir. Kontrol olarak yine siRNA transfeksiyon yontemi
kullanilmistir. Tiim bu veriler 1s18inda ¢alismamizda TNBC’de tiimor slipresor
davraniga sahip olabilecegine inanilan ve daha 6nce calisilmamis bu miRNA’nin
molekiiler mekanizmasinin aydinlatilmasi amaglanmustir.

Ucglii negatif meme kanserinde hiicre proliferasyonu iizerindeki prognoztik etkisi
bilinen hedef genlerin baskilanmasini saglayan miR-3977’un etkisinin incelenmesi
icin klonojenik analiz yapilmistir. Sonugta hedef genlerin susturulmasi ile koordineli
olarak artan miR-3977 ekspresyonunun hiicre proliferasyonunu anlamli sekilde
baskiladigr bulunmustur. Bu proliferasyon inhibisyonunun apoptoz aracilikli hiicre
6limiinden kaynaklanip kaynaklanmadigini incelemek iizere yapilan Annexin V/ PI
analizi sonucu miR-3977’nin icli negatif meme kanseri hiicrelerinde apoptozu
tetikledigi anlagilmistir. Ayrica bu hiicrelerin G1/S hiicre dongiisii kontrol noktasinda
tutuldugu ve S fazina gecisinin engelledigi de goriilmiistiir.

miR-3977°nin molekiiler etkilerini daha fazla incelemek adina migrasyon ve
invazyon denemeleri ile caligmalar devam etmistir. Buradaki sonuglar da hedef
genlerin siRNA aracilikli veya miR-3977 ekspresyon artisi ile susturulmasinin tiglii
negatif meme kanseri hiicrelerinin migrasyon ve invazyon yeteneklerini anlamli
sekilde baskiladigin1 gostermistir.

In vitro da elde edilen bu sonuglarin in vivo da benzer etkileri olusturup
olusturmadiginin incelenmesi i¢in ortotopik MDA-MB-231 ksenogref fare
modellerinde calismalar siirdiiriilmiistiir. Sonugta in vivo verilerin onceki verileri
destekledigi bulunmustur. Sistemik olarak miR-3977 uygulamasi (intravendz olarak)
yapilan farelerde davranis ve yeme aliskanliklarinda herhangi bir degisikligin
olmadigi, ayrica olusan tiimor hacimlerinin kontrol gruplarina gére anlamh sekilde

kiigiik oldugu saptanmistir. Dahasi, bu tiimorlerle yapilan Western Blot
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calismalarinda eEF2K, FOXM1 ve PD-L1 hedef genlerin ekspresyon seviyelerinin
kontrol grubuna gore azaldigi, G1/S hiicre dongiisii kontrol molekiillerinden biri olan
Siklin D1’in ekspresyonun bir miktar artti§1, migrasyon ve invazyon tani molekiilleri
olan p-FAK ve p-Src’nin ifadesinin bir miktar azaldigi ve apoptoz yolaginda yer alan
Caspase 9’un parcalanmasinin arttig1 goriilmiistiir. Bu veriler miR-3977°nin eEF2K,
FOXMI1 ve PD-L1 genlerini baskilayarak ortotopik TNBC fare modellerinde timor
biiylimesini, invazyonu ve migrasyonu inhibe ettigini gostermektedir.

Kati tiimorlerde immiinoterapi yaklasimi istenilen diizeyde basariya sahip
degildir. Her ne kadar spesifik antijen hedefleme yontemleri (KAR gibi gelistirilen
yeni teknolojiler) ile 16semi gibi kati olmayan tiimorler lizerinde umut vaat edici
sonuglara ulasildiysa da, kati tiimdrler i¢in hala gelistirilmeye ihtiya¢ duymaktadirlar.
Bu nedenle, arastirmamizin son asamasinda miR-3977'nin, li¢li negatif meme
kanserindeki tiimor baskilayict 6zelliginin yani sira PD-L1'in veya diger hedefledigi
genleri baskilanmasina bagli olarak NK aracilikli bagisiklik sistemi iizerindeki etkileri
de arastirilmistir. Bunun i¢in kanser hiicrelerinin dogal bagisik sistemine ait kordon
bagindan elde edilmis dogal dldiiriicii hiicreler veya NK-92 dogal dldiiriicii hiicre hatti
ile birlikte kiiltiirlenmesi gerceklestirilmistir. Hiicrelerdeki 6liim miktar1 diger bir
degisle dogal oldiiriicii hiicrelerin sitotoksik aktivitelerinin tespiti Krominyum 51
analizi ile degerlendirilmistir. Sonu¢ olarak ii¢lii negatif meme kanseri hiicre
hatlarinda artan miR-3977 ifadesinin hem kordon bagindan izole edilen dogal
oldiiriicti hiicrelerin hem de NK-92 dogal 6ldiiriicii hiicre hatt1 hiicrelerinin sitotoksik
aktivitelerini artti@i bulunmustur. Bu etkinin PD-L1 inhibisyonu aracilikli olup
olmadiginin degerlendirilmesi i¢in yaptigimiz siR-EF2K, siR-FOXM1 ve siR-PDLI1
testleri sonucunda ise dogal oOldiiriicii hiicrelerinin sitotoksik aktivite artisinin
beklendigi lizere sadece PD-L1 baskilanmasindan kaynaklanmadigi, EF2K veya
FOXMI1 genlerinin susturulmasinin da dogal oldiiriici hiicrelerinin sitotoksik
aktivitelerini arttigina dair ilk kanitlara ulagilmistir.

Sonug¢ olarak caligmamizda kanser hiicrelerinin siklikla kargilagtigi besin ve
oksijen yoklugu gibi stres kosullarinda, hiicrelerdeki programlanmig hiicre 6liim
mekanizmalarinin aktivasyonunu engelleyerek karsinogenez siirecinin ilerlemesine
destek verdigi bilinen eEF2K’nin ve EF2K’ nin yukar regiilasyonunda yer alan ve
yiiksek onkojenik 6zellige sahip oldugu bilinen FOXM1 transkripsiyon faktoriiniin

post-transkripsiyonel seviyede baskilanmasi sonucu kanser hiicrelerdeki apoptoz
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mekanizmalariin tekrar aktive edildigi, kanser hiicrelerinin migrasyon ve invazyon
yeteneginin azaldig1 gosterilmistir. Ayrica PD-L1 ekspresyonu sayesinde immiin
bagisiklik sistemi hiicrelerinden kagmay1 basaran bu meme kanseri hiicrelerinde PD-
L1 gen ekspresyonunun baskilanmasi sonucu kanser hiicrelerinin dogal dldiiriicii
hiicreler tarafindan taninmasinin ve fagolitik yikim ile ortadan kaldirilmasi da
miimkiin kilinmistir. Tiim bu veriler birlikte degerlendirildiginde miR-3977 tabanl
gen susturulmasinin TNBC'ye karsi potansiyel bir tedavi stratejisi olabilecegine
inanilmaktadir.

Dahasi, daha Once iiclii negatif meme kanseri hiicreleriyle yapilan higbir
calismada miR-3977’nin islevi gosterilmemis, miR-3977°nin eEF2K, PD-L1 ve
FOXM1 regiilasyonundaki rolii daha d6nce arastirilmamistir. Ayrica daha 6nce miR-
3977 ile tglii negatif meme kanserinde NK hiicresi aracili sitotoksisiteye dair bir
arastirma da gerceklestirilmemistir. Dahasi ¢alismamiz eEF2K, PD-L1 ve FOXM1
baskilanmasinin immiin yanit aktivasyonuna neden olabildigini gosteren ilk calisma
olma 0Ozelligini tasimaktadir. Bu agidan projemizin yiiksek o6zgiin degere sahip
olduguna ve literatlirdeki biiylik bir eksikligi doldurarak gelecek caligmalara temel

olusturacagina inanilmaktadir.
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8. SONUCLAR

Calismamiz, hem kanser hiicrelerinde programlanmig hiicre Oliim
mekanizmalarinin yeniden aktivasyonunu hem de NK araciliklt immiin yanit1 aktive
ederek karsinogenez siirecinin durdurulmasini ve var olan tiimor hiicrelerinin yikimin
saglanmasint miRNA aracilikli ncRNA terapi ile birlikte yiiriiten ilk ¢alisma olma
ozelligini tasimaktadir.

Bulgularimiz eEF2K, FOXM1 ve PD-L1 sinyal yollarinin ti¢lii hedeflenmesiyle
miR-3977'nin tiimor baskilayici rolii hakkinda ilk bilgileri saglamaktadir. Kanser
hiicrelerinin metabolik stres ortamlarina adaptasyonunu ve ilerlemesini katalizleyen
eEF2K ve oldukg¢a giiclii bir onkogen olan FOXMI1 molekiillerinin miR-3977
aktivasyonu ile baskilanmasi, T{¢li negatif meme kanseri hiicrelerinin
proliferasyonunu, migrasyonunu ve inzasyonunu baskilayarak tiimor gelisimini
azaltmistir. miR-3977 yiiksek ekspresyonu ayrica tglii negatif meme kanseri
hiicrelerinin immiin sistem elemanlarindan saklanmasini saglayan PD-L1 sentezini de
baskilayarak diger hedef genlerin de inhibisyonu ile birlikte NK-92 ve CBNK
hiicrelerinin sitotoksik etkisini arttirmaktadir. Diger bir soyleyis ile miR-3977
uygulmasi, TNBC'de tiimor biiylimesini azaltan ve ayrica NK aracili immiin yanit
aktivitesini indiikleyen potansiyel bir terapdtik stratejidir. Tek tedavi yontemi olarak
kemoterapi kullanilan ve en agresif meme kanseri tiirlerinden biri olan {i¢lii negatif
meme kanseri i¢cin kemoterapinin yan etkilerini tasimayan yeni ve etkin bir terapotik
strateji olarak miR-3977 bazli gen terapisinin yararli olabilecegine inanilmaktadir.

Ayrica elde ettigimiz verilerin {iglii negatif meme kanseri basta olmak iizere
eEF2K, FOXM1 ve PD-L 1’1 yiiksek seviyede eksprese eden ¢esitli doku hastaliklarina
kars1 yeni tan1 ve tedavi yontemlerinin gelistirilmesine, yeni molekiiler hedeflerin
tanimlanmasina, biyolojik molekiil temelli tedavi yoOntemlerinin gelistirilmesine
(RNAI, oligoniikleotidler, peptidler gibi), hedef spesifik yeni ila¢ molekiillerinin
tasarlanip elde edilmesine katkida bulunacagina inanilmaktadir. Ozellikle kanser
tedavilerinde yeni metodoloji olarak benimsenen kisiye 6zgii tedavi uygulamalarinin

gelistirilmesiyle ilgili yiiriitiilen ¢aligmalar i¢in sonu¢larimizin temel olusturacagina
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inanmaktayiz. Boylelikle miR-3977 ile ulasilan c¢oklu etkinin yalniz veya genis
uygulama alanlar1 olan diger terapdtik ajanlarla korele olarak kullanilmasinin klinik
uygulamalarda oldukca efektif sonuclar doguracagi diisiiniilmektedir. Bunlara ek
olarak bu regiilasyon ve iliskilendirme yaklasimi ¢ercevesinde gerceklestirilecek yeni
projeler ile sadece ti¢lii negatif meme kanseri iizerinde degil, ayn1 zamanda hormon
bagimsiz gelisim gosteren diger kanser tiirlerinin tedavi yontemlerinin arastirilmasina
da yardimci olunacagi, boylece birgok kanser tiirii icin gelistirilmeye c¢aligilan yeni

terapotik yaklagimlarin tasarlanmasinda temel teskil edecegi diisiiniilmektedir.
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