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KISALTMA VE SEMBOLLER 

 

3’-UTR: mRNA’nın 3’-tercüme edilmemiş bölgesi 

4-1BB: Sindekan-1 

5’-UTR: mRNA’nın 5’-tercüme edilmemiş bölgesi 

ACT: Kabul ve kararlılık terapisi 

AIDS: İnsan immün yetmezlik virüsü 

AKT: RAC-alfa serin / treonin-protein kinaz 

Alb: Albumin 

AMPK: 5 'AMP ile aktive edilen protein kinaz 

Atg8: Otofajiye bağlı protein 8 

Bcl-XL: B hücreli lenfoma-ekstra büyük 

BT-20: Üçlü negatif meme kanseri hattı 

CBNK: Kordon bağından geliştirilen doğal öldürücü hücreleri 

CD: Farklılaşma kümesi 

Cdk: Sikline bağımlı kinaz 

c-FLIPL: FLICE benzeri inhibitör protein 

c-Myc: BHLH transkripsiyon faktörü 

Cr51: Kromiyum 51 

EF2: Uzama faktörü 2 

eEF2K: Uzama faktörü 2 Kinaz 

ER: Östrojen reseptör  

FAK: Fokal yapışma kinaz 

FITC: Floresin 

FOXM1: Forkhead box proteini M1 

HANK-1: Ankyrin 

Her2: İnsan epidermal büyüme faktörü reseptörü 2 

HSTC: Hematopoetik kök hücre nakli 

IDO1: İndoleamin 2,3-dioksijenaz 

IL: İnterlökin 

INF- γ: İnterferon gama 

JNK: c-Jun N-terminal kinazları 

KHYG-1: Doğal öldürücü hücre hattı 
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Let-2: Öldürücü-2 

MCF-7: İnsan meme kanseri hücre hattı 

MDA-MB-231: Üçlü negatif meme kanseri hattı 

MDA-MB-436: Üçlü negatif meme kanseri hattı 

MAPK: Mitojenle aktifleştirilen protein kinaz 

MEK: MAP2K 

MHC: Başlıca histouyumluluk kompleksi 

miRNA: Mikro ribonükleik asit 

m-RNA: Mesajcı ribonükleik asit 

mTOR: Rapamisinin memeli hedefi 

mTORC1: Rapamisin kompleksinin memeli hedefi 1 

NH125: 1-Benzil-3-setil-2-metilimidazolium İyodür 

NK: Doğal öldürücü hücre 

NK-92: Doğal öldürücü hücre hattı 

NKG2: C-tipi lektin benzeri reseptörler 

NKL: Doğal öldürücü hücre hattı 

NK-YS: Doğal öldürücü hücre hattı 

NPs: Nanopartiküller 

OX40: Tümör nekroz faktörü reseptörü süper aile üyesi 4 

p53: Protein 53 

p70S6K: Ribozomal protein S6 kinaz beta-1 

PD-1: Programlanmış hücre ölümü proteini 1 

PD-L1: Programlanmış hücre ölüm protein ligandı 1 

p-EF2 Fosfo-uzama faktörü 2 

p-FAK: Fosfo-fokal yapışma kinaz 

PI3K: Fosfoinositid-3 Kinaz 

PKB: Protein kinaz B 

PLL: Poli-L-lizin 

PR: Progesteron reseptörü 

p-Src: Fosfo-sarcoma 

PTEN: Protein tirozin fosfataz ve tensin homoloğu 

Rb: Retinoblastoma   

RNA: Ribonükleik asit  
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RT-qPCR: Gerçek zamanlı polimeraz zincir reaksiyonu 

S6K1: Ribozomal protein S6 kinaz 1 

Ser: Serisin 

siRNA: Susturucu RNA 

SHP: Küçük heterodimer ortağı 

Src: Sarcoma 

T47D: İnsan meme kanseri hücre hattı 

T98G: Glioblastoma hücre hattı 

TGF-β1: Dönüştürücü büyüme faktörü beta 1 

Thr: Threonine 

TNBC: Üçlü negatif meme kanseri 

TNF-: Tümör nekroz faktörü alfa 

TRAIL: TNF ile ilişkili apoptozu indükleyen ligand 

TX-1918: hücre geçirgen triptostin türevi 

XIAP: X'e bağlı apoptoz proteini inhibitörü 

YT: Doğal öldürücü hücre hattı 
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1. ÖZET 

 

 

Amaç: Çalışmamızda üçlü negatif meme kanseri (TNBC) hücrelerinde miR-3977 

ile eEF2K, PD-L1 ve FOXM1 üçlü baskılanmasının tümörigenez üzerindeki etkisinin 

yanısıra, bu hücrelerdeki doğal öldürücü hücre (NK) aracılıklı immün yanıt etkisinin 

belirlenmesi amaçlanmıştır.  

Gereç ve Yöntem: Üçlü negatif meme kanseri hücreleri olarak MDA-MB-436, 

MDA-MB-231, BT-20 hücre hatları ve doğal öldürücü hücreler olarak kordon kanı 

doğal öldürücü hücreleri ve NK-92 hücre hattı grubu olarak kullanılacaktır. 

Tümörogenez çalışmaları için koloni oluşum analizleri, miRNA ve siRNA mimik 

transfeksiyonu, RNA ekstraksiyonu, miRNA ve mRNA ters transkripsiyonu, RT-

qPCR analizi, protein ekstraksiyonu ve immünoblotlama analizi, hücre hareketliliği, 

migrasyon ve invazyon testleri, akım sitometri testi, miRNA nanoparçacıklarının 

hazırlanması, ortotopik ksenogreft tümör modeli ve istatistiksel analiz metotları 

kullanılacaktır. NK ayrıcalıklı immünoyanıtın belirlenmesi çalışmaları için ise Ko-

kültür yöntemi uygulanarak Kromiyum (Cr51) analiz metotları kullanılacaktır. 

Bulgular: Çalışmamızda miR-3977'nin rolü araştırılmış ve miR-3977'nin 

TNBC'de anlamlı derecede daha uzun hasta sağkalımı ile ilişkili olduğu ve anlamlı 

derecede daha kısa genel hasta sağkalımı ile ilişkili olan proto-onkojenik eEF2K 

seviyeleri ile ters korelasyonlu olduğu bulunmuştur. Sonuçlarımız miR-3977'nin 

eEF2K, PD-L1 ve FOXM1 mRNA'ların 3’-tercüme edilmemiş bölgesine (3’-UTR) 

doğrudan bağlandığını ve bu genlerin ekspresyonlarını baskılayarak TNBC’de hücre 

proliferasyonunu, motilitesini ve invazyonunu inhibe ettiğini göstermiştir. Ayrıca, 

miR-3977 nanopartiküllerinin sistemik intraperitoneal uygulama ile in vivo terapötik 



  

2 

olarak verilmesi, eEF2K, PD-L1 and FOXM1 sinyal yolaklarını, intratümöral 

proliferasyonu ve anjiyogenezi inhibe ederek ve apoptozu indükleyerek ortotopik 

TNBC tümör ksenograft modelinde tümör büyümesini geciktirmiştir. Önemli bir 

şekilde, çalışmamızda ilk kez, eEF2K, PD-L1 veya FOXM1 inhibisyonunun NK-92 

ve CBNK hücrelerinin sitotoksisitesini indüklediği, miR-3977 veya siRNA 

tedavilerinin NK aracılıklı immün sistem yanını arttırmada etkili olabileceği 

gösterilmiştir. 

Sonuçlar: Çalışmamız, üçlü negatif meme kanseri hücrelerinde miR-3977 gen 

terapisi ile hem EF2K hem FOXM1 hem de programlanmış hücre ölüm (PD-L1) 

mekanizmalarının yeniden aktivasyonunu hem de bu hücrelere karşı aktive olmuş NK 

aracılıklı immün yanıt ile karsinogenez sürecinin durdurulmasını ve tümör hücrelerinin 

yıkımını birlikte yürüten ilk çalışma olması nedeniyle yüksek bir özgün değere 

sahiptir. Dahası, miR-3977’nin eEF2K ve FOXM1 sinyal yolaklarının çift 

hedeflenmesiyle TNBC’de tümör baskılayıcı rolü olduğu ve miR-3977 tabanlı gen 

terapisinin TNBC'de potansiyel bir terapötik strateji olabileceği düşünülmektedir. 

Anahtar Sözcükler: Üçlü Negatif Meme Kanseri, MikroRNA, miR-3977, Doğal 

Öldürücü Hücreler, İmmünoterapi 
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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 FOXM1, intratumoral 

proliferation and angiogenesis, and inducing apoptosis. Importantly in our study it has 
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been shown at the first time, with either miR-3977 or siRNA treatments of each 

eEF2K, CD274 or FOXM1 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 
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3. GİRİŞ 

 

 

Meme kanseri (Breast Cancer, BC), kadınlarda en yaygın görülen malignite ve 

dünyadaki kansere bağlı ölümlerin ikinci en önemli nedenidir. Sadece Amerika Birleşik 

Devletleri'nde her yıl yaklaşık 232.000 invaziv meme kanseri vakası teşhisi konmakta, 

bunlardan sadece 65.000 tanesi invaziv olmayan veya pre-invaziv meme kanseri olarak 

kabul edilmekte ve 40.000'den fazla kadın meme kanserinde ölmektedir (DeSantis ve 

ark. 2014). BC, farklı biyolojik ve klinik davranışlara sahip oldukça kompleks ve 

heterojen bir hastalık olarak tanımlanmaktadır (Bayraktar ve ark. 2017). 

Bir meme kanseri alt türü olan üçlü negatif meme kanseri (Triple Negative Breast 

Cancer, TNBC), tüm meme kanseri olgularının yaklaşık %10 ile %20'sini 

oluşturmakta ve östrojen reseptörü (ER), progesteron reseptörü (PR) ve insan 

epidermal büyüme faktörü reseptörü 2 (HER2) de dahil olmak üzere henüz 

tanımlanmış moleküler hedeflerin yokluğu ile karakterize edilmektedir (Bayraktar ve 

ark. 2017). Amerikan Kanser Derneği'ne göre, TNBC için 5 yıllık sağkalım oranı %77 

iken diğer meme kanseri türleri için bu oran %91'tür (American Cancer Society 2019). 

Hormon bağımsız gelişim ve ilerlemeden kaynaklı olarak oldukça agresif klinik 

davranış, ER ve HER2’ı (eERB2 olarak da bilinir) hedef alan terapiler (sırasıyla ticari 

adı ile tamoksifen ve trastuzumab) TNBC'ye karşı etkisiz kalmaktadır (Foulkes ve ark. 

2010). Ayrıca TNBC'nin diğer önemli özellikleri arasında erken nüksler ve metastaz 

ve konvansiyonel tedavilere duyarlılığın azalması yer almaktadır. Zayıf klinik sonuç 

ve kısa genel hasta sağ kalımı ağırlıklı olarak intratümöral heterojenite ve TNBC 

olgularının %84'ünde saptanan mutasyona uğramış TP53'e atfedilmekle birlikte, yeni 

terapötik hedefleri belirlemek ve iyileşen hasta sonuçları için oldukça etkin hedefli 

tedaviler geliştirmek için TNBC biyolojisinin ve altta yatan moleküler 

mekanizmaların daha iyi anlaşılması gerekmektedir (Bayraktar ve ark. 2017; Chin ve 

ark. 2013; Dua ve Tan 2017; Wang ve ark. 2012).  

Son yıllarda ortaya çıkan kanıtlar, ökaryotik uzatma faktörü 2 kinaz (eEF2K)’ın 

pankreas, beyin ve göğüs kanseri gibi birçok kanserde potansiyel bir moleküler 

indükleyici ajan olduğunu ortaya koymaktadır. eEF2K, α-kinaz ailesinin tek 
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kalsiyum/kalmodulin ile aktive edilmiş üyesidir ve katalitik alanı geleneksel protein 

kinazların yapısal olarak benzer olmadığı için atipik bir kinaz olarak 

adlandırılmaktadır (Ashour ve ark. 2014; Bayraktar ve ark. 2017; Cheng ve ark. 2013). 

eEF2K aktivitesi, transfer RNA (tRNA) üzerindeki ribozomun A sitesinden P 

bölgesine hareket etmesine aracılık eden eEF2'yi treonin 56'da fosforilasyon ile 

inaktive ederek protein zincirinin uzamasını kontrol etmek için çoklu mekanizmalarla 

düzenlenmektedir (Bayraktar ve ark. 2017; Gismondi ve ark. 2014). Ayrıca 

eEF2K’nin hücredeki translasyon oranını düzenleyerek besin yoksunluğu ve hipoksi 

gibi metabolik stres koşullarında hücrenin sağ kalımı ile siklin D1, c-myc, PI3K/Akt, 

Src/Fak ve insülin benzeri büyüme faktör reseptörü (IGFR) sinyallerini düzenlenerek 

hücre döngüsünü modüle ettiği, dolayısıyla hücrenin G1/S geçişini destekleğini 

gösteren, hücre çoğalması, hücre göçü, invazyon, epitelyal mezenkimal geçiş (EMT) 

ve TNBC tümörogenezi gibi olaylara aracılık ettiğini bildiren birçok çalışma 

yapılmıştır (Ashour ve ark. 2014; Fu ve ark. 2014; Tekedereli ve ark. 2012). Bu bilgiler 

ışığında, eEF2K'nın meme kanseri progresyonu için kritik bir faktör olduğu ve eEF2K 

aktivitesini baskılamayı amaçlayan stratejilerin TNBC için yeni tedavi rejimlerinin 

geliştirilmesine yardımcı olabileceği düşünülebilmektedir (Bayraktar ve ark. 2017; Fu 

ve ark. 2014). 

Programlanmış hücre ölüm proteini-1 (PD-1)'in bir ligandı ve immün yanıt 

önleyici molekül olan PD-L1, kanser hücreleri, tümör sızdıran inflamatuvar hücreler 

ve bağışıklık hücreleri üzerinde eksprese edilmektedir (Dua ve Tan 2017; Sun ve ark. 

2016). Tümör ve viral enfekte olmuş hücrelerin, T ve NK hücrelerinin immün 

gözetiminden kaçmalarında etkili önemli bir bağışıklık önleme mekanizması PD-

1/PD-L1 eşleşmesi yoluyla gerçekleşmektedir (McArthur 2016). PD-1'in hücre 

içindeki kısmı, protein tirozin fosfatazları olan SHP-1 ve SHP-2'yi düzenleyen 

bağışıklık koruyucu tirozin esaslı önleyici motifler (ITIM) içerdiği için PD-1/PD-L1 

etkileşimi inhibitör sinyal iletimini dönüştürmektedir. Böylece PI3K/AKT ile Ras 

sinyalizasyonunun aktivasyonu engellenmekte, dolayısıyla NK hücrelerinin 

etkinlikleri bozulmaktadır. PD-1/PD-L1'in anti-PD-1/anti-PD-L1 monoklonal 

antikorları ile etkileşiminin engellenmesi, negatif sinyalin bloklanmasına, dolayısıyla 

aktif NK hücreleri tarafından sitokin üretimine ve sitotoksisitenin arttırılmasına neden 

olmaktadır (James ve ark. 2013).   
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PD-L1'i eksprese eden kanserlerde PD-L1 blokajı, anti-tümör immün yanıtları 

indüklemede ve kişiye özel terapi planlamasında önemli bir rol oynayan, aktif bir 

araştırma alanınıdır (Drake ve ark. 2014; Sun ve ark. 2016; Dua ve Tan 2017; 

Mittendorf ve ark. 2014; James ve ark. 2013).  

Forkman Box M1 (FOXM1), p53 ile düzenlenmiş (bastırılmış), çeşitli insan 

kanserlerinde aşırı eksprese edilen ve iyi tanımlanmış önemli bir onkojenik 

transkripsiyon faktörlerinden biridir (Narrandes ve ark. 2018; Lu ve ark. 2018; Kanser 

Genom Atlas Ağı 2018). FOXM1'in aşırı ekspresyonu, tümör hücrelerinin hücre 

çoğalmasında, yayılmasında ve çeşitli insan kanserlerinde anjiyogenezde önemli bir 

rol oynar (Song ve ark.2017; Yang ve ark.2018; Yang ve ark.2018; Fei ve ark.2017; 

Ahmad ve ark. 2016). Ayrıca TNBC'de tümör oluşumuna, ilerlemesine ve ilaç 

direncine de katkıda bulunur. Meme kanseri hastalarından alınan gen ekspresyon 

verilerinin meta-analizi, FOXM1 ve hedef geni eEF2K'nın hastaların hayatta 

kalmalarını etkileyen kritik genler olduğunu göstermektedir (Abba ve ark.2010; Lu ve 

ark.2018; Hamurcu ve ark.2016). Önceki çalışmalar ayrıca TNBC tümör modellerinde 

hücre proliferasyonu, motilite, invazyon ve tümör büyümesini indüklemede 

FOXM1'in onkojenik rolünü göstermiştir (Hamurcu ve ark. 2016). Ayrıca, son 

çalışmalar TNBC hücrelerinde, FOXM1'in otofaji indüksiyonu sırasında yukarı regüle 

edildiğini ve FOXM1'in LC3 ve Beclin-1'i translasyon seviyesinde düzenlediğini 

göstermiştir (Hamurcu ve ark.2019). FOXM1 onkojenik transkripsiyon faktörünü 

hedeflemenin ve bunu immünoterapi çalışmaları ile birleştirmenin, TNBC için yeni 

bir tedavi sürecinin geliştirilmesine yardımcı olacağına inanılmaktadır (Tan ve ark. 

2019). 

mikroRNA'lar (miRNA) gibi kodlamayan RNA'lar, hücre döngüsü düzenlemesi, 

farklılaşma, metabolizma ve yaşlanma da dahil olmak üzere çeşitli biyolojik 

süreçlerde gen ifadesinin yeni düzenleyicileri olarak ortaya çıkmıştır (Ames ve ark. 

2009). Çeşitli kanserlerde anormal şekilde eksprese edildiğinde onkojenik ve tümör 

baskılayıcı olarak işlev yapan çeşitli miRNA'lar tanımlanmıştır (Esquela-Kerscher ve 

Slack 2006). Ayrıca, bir miRNA farklı kanser türleri için farklı onkojenik özellik 

gösterebilmektedir. Günümüzde miRNA'lar, çok çeşitli insan kanserlerini belirli 

işaretlerle sınıflandırmak ve insan kanserlerinin moleküler yapısını tanımlamak için 

kullanılmanın yanı sıra, kardiyovasküler ve nörodejeneratif hastalıklar gibi birçok 

hastalıkta ve aynı zamanda insan kanserlerinin patogenezinde ve klinik uygulamalarda 
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terapötik 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'ların meme kanseri progresyonu, invazyonu, anjiyojenezi ve 

metastazında önemli bir rol oynadığını da gösterilmiştir (Ames ve ark. 2009). Bazı 

miRNA'lar fonksiyonel olarak Src ve MAPK gibi birkaç önemli hücre çoğalma 

yolunda yer alırlar ve bu miRNA'ların anormal ekspresyonu, meme kanseri 

hücrelerinde inhibörlerden kaçınmada ve proliferatif sinyal vermeyi sürdürmede etkili 

olmaktadır (Hwang ve ark. 2013; Tanic ve ark. 2017). 

Diğer yandan modern çağda kanser immünoterapisi, bağışıklık kontrol noktası 

blokörleri, kanser aşıları ve adoptif hücresel terapiler olarak üç ana başlık altında 

toplanmaktadır (Bodduluru ve ark. 2015). Yalnız doğal öldürücü hücreler ile ya da 

moleküler antikorlarla kombine edilen adoptif hücre tedavisinin, nöroblastoma da 

dahil olmak üzere çok çeşitli insan maligniteleri için terapötik potansiyele sahip 

olduğu gösterilmiştir (Liu ve ark. 2013).  

Doğal öldürücü hücreler (NK), doğal bağışıklık sisteminin bir parçası olarak tüm 

bağışıklık sistemi elemanlarından en agresif olanlardır, enfeksiyondan yaklaşık 3 gün 

sonra tümör oluşumuna tepki verdikleri bilinmektedir. NK hücreleri toksinlerini 

salgılamadan, viral enfekte ve kanser hücrelerini yok etmeden önce belirli bir antijeni 

tanımaya ihtiyaç duymazlar (Thornthwaite 2001; Vivier ve ark. 2011). Tümör 

hücreleri iltihaplanmaya yol açmamaları durumunda T hücre yanıtını indüklemezler, 

bunun yerine NK tarafından interferon gama (IFNγ), interlökin (IL-10) ve tümör 

nekroz faktörü (TNF) gibi bir dizi sitokin üreterek makrofajların, dendritik 

hücrelerin, nötrofillerin ve antijen spesifik T ve B hücrelerin tepkileri sağlanır 

(Castriconi ve ark. 2003). 

Meme tümörlerinin immünojenisitesine bakıldığında ise birçok tümörde sık 

rastlanılan şekilde, NK hücre ligandlarının protein ve mRNA profillerinin sağlıklı 

meme dokularında görülen profillerden farklı olduğu bulunmuştur.  Bu profillerin 

heterojenliği, tanıdaki tümör hücrelerinin fenotipinin, az çok başarılı bir immüno-

düzenlemenin sonucu olduğunu düşündürmektedir (Mamassier ve ark. 2011). Üçlü 

negatif meme kanseri hastalarında yapılmış bir çalışmada, meme kanserine karşı 

yüksek risk grubunda yer alan bireylerde NK aktiviteleri, kontrol gruplarına göre 

anlamlı derecede yüksek bulunmuştur (Hamilton ve ark. 1988). Ayrıca NK hücresi 

sitotoksik aktivitesini modüle eden veya tümör hücrelerini NK hücresi aracılı 
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sitotoksisiteye duyarlı hale getiren çeşitli siRNA, miRNA gibi kodlanmayan küçük 

RNA molekülleri ile farmakolojik ajanların bulunması, kombinasyonel hücre aktarım 

çalışmaları, immünostimülatör ve tümör hücresi ölüm hassaslaştırıcı tedavi 

çalışmalarına imkan sağlamaktadır (Bodduluru ve ark. 2015). Sonuç olarak, invaziv 

meme tümörlerinin kontrolünde NK hücrelerinin rolünü vurgulamanın ve ameliyattan 

sonra NK hücrelerinin antitümör verimliliğinin preaktive veya aktif NK hücreleri ile 

birlikte restore etmenin, diğer malignitelerde gösterildiği gibi artık tümör hücrelerinin 

temizlemesine yardımcı olabileceği düşünülmektedir. Bu nedenle invaziv meme 

tümörü rekürrensini önlemek için etkili bir şekilde NK hücre sitotoksisitesini 

geliştirecek çalışmaların yapılması oldukça önemlidir (Mamassier ve ark. 2011).  

Bu sebepler ile çalışmamızda üçlü negatif meme kanseri hücrelerinde ökaryotik 

uzama faktörü-2 kinaz (eEF2K), programlanmış ölüm ligandı-1 (PD-L1) ve 

FOXM1’ın miR-3977 aracılıklı susturulması ile tümörojeniz’in baskılanması ve 

kanser hücrelerinde programlanmış hücre ölüm yolaklarının aktivasyonunun 

sağlanması çalışılmıştır. Ek olarak doğal öldürücü hücre (NK) aracılıklı 

immünoterapinin kombine etkisine dikkat çekilmek istenmiştir. 
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4. GENEL BİLGİLER 

 

 

4.1. MEME DOKUSUNDA KARSİNOGENEZ 

 

4.1.1 Tanım ve İnsidans 

Karsinogenez, normal hücrelerin büyümesini ve hayatta kalmasını regüle eden genetik 

ve epigenetik mekanizmalarda meydana gelen değişiklikler sonucu oluşan çok aşamalı 

bir süreçtir. Karsinogenez sonucu dönüşüme uğramış hücreler apoptoza dirençli, 

büyümeden bağımsız doku oluşturma yeteneği gibi bazı özellikler kazanabilirler 

(Yang, Lee ve Ben-David 2011).  Meme kanseri farklı biyolojik ve klinik davranışlara 

sahip, oldukça kompleks ve heterojen bir hastalık olarak tanımlanmaktadır (Bayraktar 

ve ark. 2017; Hamilton ve ark. 1988; Mamassier ve ark. 2011; Mittendorf ve ark. 

2014). Meme kanserinin moleküler alt tiplerine özgü patojenezi ve histolojisi Şekil 

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

copy/, Erişim: 01.01.2020). 

 

Şekil 4.1.1.1: Meme kanseri moleküler alt tiplerinin patojenezi ve histolojisi 

(http://www.pathophys.org/breast-cancer/breastcancer-copy/, Erişim: 01.01.2020). 

http://www.pathophys.org/breast-cancer/breastcancer-copy/
http://www.pathophys.org/breast-cancer/breastcancer-copy/
http://www.pathophys.org/breast-cancer/breastcancer-copy/
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Meme kanseri kadınlar arasında en sık rastlanılan kanser türüdür (Chin ve ark. 

2013; Mamassier ve ark. 2011). Sadece Amerika Birleşik Devletleri'nde her yıl 

yaklaşık 232.000 invaziv meme kanseri teşhisi konulmakta ve 40.000'den fazla kadın 

meme kanserinden ölmektedir (DeSantis ve ark. 2014). Meme kanserindeki genetik 

değişiklikler ile tedaviye yanıtı arasındaki bağlantıyı anlamak, hastalığa yeni tedavi 

yöntemlerinin geliştirilmesinde oldukça önemlidir (Liu ve ark. 2014). 

 

4.1.2 Üçlü Negatif Meme Kanseri (TNBC) ve Mevcut Tedavi Yöntemleri 
Üçlü negatif meme kanseri (TNBC), tüm meme kanseri olgularının yaklaşık %10 

ila %20'sini oluşturan, yüksek cerrahi ve adjuvan kemoterapiye rağmen yüksek relaps 

ve uzak metastaz oranlarına sahip agresif bir meme kanseri alt tipidir (Bayraktar ve 

ark. 2017; Ferlay ve ark. 2013). Bu hastalığın klinik tanısı, normal insan epidermal 

büyüme faktörü reseptör tip 2 (HER2) gen kopya sayısı ve ifadesi ile östrojen 

reseptörü (ER) ve progesteron reseptörü (PR) ekspresyonu bulunmayan göğüs 

tümörleri şeklinde yapılmaktadır (Bayraktar ve ark. 2017; Dua ve Tan 2017; Finn ve 

ark. 2007). Çok heterojen ve birkaç moleküler alt türe sahip olduğu bilinen TNBC, 

kemoterapi haricinde östrojen reseptörünü hedef alan tamoksifen ve HER2'yi hedef 

alan trastuzumab gibi hormonal tedavilere cevap vermediğinden şu anda etkin bir 

tedavisi olmayan tek büyük meme tümörü alt tipi olarak ifade edilmektedir (Bayraktar 

ve ark. 2017; Chin ve ark. 2013; Liu ve ark.  2014; Sun ve ark. 2016). Genelde kötü 

bir sonuca sahip olan TNBC için etkili tedavi stratejileri geliştirmek üzere, kanser 

hücrelerinin biyolojik davranışının incelenmesinde çok çaba harcanmıştır (Wang ve 

ark. 2012). Buna rağmen günümüzde kemoterapi, erken evre ve metastatik TNBC'nin 

standart tedavisini oluşturmaktadır (Bayraktar ve ark.  2017; Dua ve Tan 2017; Sun 

ve ark. 2016). Ancak standart kemoterapi rejimlerinin bu tümörlere karşı aktivitesi 

olmasına rağmen zayıf sonuçlar ortaya koyduğu bilinmektedir. Neoadjuvan ortamda 

kemoterapiyi değerlendiren çalışmalar, TNBC'nin diğer tümör tiplerine göre göreceli 

olarak daha yüksek patolojik değerlere sahip olduğunu bildirmekle birlikte, 

progresyon ve genel sağ kalım oranlarında paradoksal bir düşüş göstermektedir 

(Mittendorf ve ark.  2014). Bu nedenle, TNBC hastalarını tedavisi için yeni terapötik 

hedefleri tanımlamak acil bir klinik gereksinimdir (Chin ve ark. 2013; Liu ve ark. 

2014; Mittendorf ve ark. 2014).  
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Yeni terapötik hedefleri belirlemek ve iyileşen hasta sonuçları ile ilişkili etkin 

tedaviler geliştirmek üzere TNBC biyolojisinin ve altta yatan moleküler 

mekanizmaların daha iyi anlaşılması gerekmektedir (Brenton ve ark. 2005; Zardavas 

ve ark. 2013). Üçlü negatif meme kanserinde rol oynayan sinyal yolakları Şekil 

4.1.2.1’de görülmektedir (Wu ve ark. 2018).  

 

Şekil 4.1.2.1: Üçlü negatif meme kanserinde rol oynayan sinyal yolakları (Wu ve ark. 

2018).  

 

TNBC'de yeni terapötik hedefleri belirlemek için, yaygın olarak meme kanserinde 

çoğaltılan ve aşırı eksprese olan protein kinazlar için kısa kodlamayan RNA (shRNA) 

bloklaması kullanılmaktadır (Chin ve ark. 2013). Gelecekte, üçlü negatif meme 

tümörlerinin (bazal benzeri veya bazal olmayanlar gibi) genetik yapısı hakkında 

ayrıntılı bilgilerin kişiye özgü tedavi seçeneklerine izin verebileceği öngörülmektedir 

(Bayraktar ve ark. 2017). Diğer yandan bağışıklık kontrol noktalarının aktivasyonu ile 

immünoterapi stratejilerinin antitümör bağışıklığın arttırılmasında etkili olacağı ve 

TNBC için yeni terapötik seçenekler sağlayacağı umut edilmektedir. Bu amaçla şu 

anda çok sayıda immünoterapötik ajan test edilmektedir (Mittendorf ve ark. 2014; 

McArthur 2016). TNBC'de bağışıklık kontrol noktası inhibitörleri ile yapılan erken 

faz I çalışmaları, dayanıklı klinik yanıtlar ve tolere edilebilir bir güvenlik profili ile 
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%19'a kadar genel bir yanıt oranı bildirmektedir (Dua ve Tan 2017). CTLA-4 ve PD-

1/PD-L1 gibi bağışıklık baskılayıcı hedefleri inhibe eden antikorların yanı sıra, 

OX40'ı ve 4-1BB'yi hedef alan antikorlar da dahil olmak üzere T hücre aktivasyonunu 

arttırarak çalışan T hücre agonistleri üzerine de çalışmalar yapılmaktadır (McArthur 

2016). Bu bakış açısı ile meme kanserinde araştırılan mühendislik T hücreleri veya 

kimerik antijen reseptörü (KAR)-T hücreleri ile adoptif T hücre tedavisinde, bir 

kişinin T hücreleri lökaferez yoluyla izole edilmekte ve yeniden enfüzyon öncesinde 

spesifik bir tümör antijenini tanımak üzere tasarlanmaktadır. TNBC’nin yaklaşık üçte 

birinde aşırı eksprese edilen mezotelyal antijenleri hedefleyen KAR-T hücrelerinin 

üretildiği duyurulmuştur (McArthur 2016). Benzer yaklaşım ile KAR-NK 

hücrelerinin üretilmesi de çalışılmıştır. Günümüzde TNBC üzerine T hücreleri ile 

yürütülen yaklaşık 7 ve NK’lar ile yürütülen yaklaşık 5 farklı klinik çalışma 

bulunmaktadır.  

(https://clinicaltrials.gov/ct2/results?cond=Triple+Negative+Breast+Cancer&term=T

+cells&cntry=&state=&city=&dist= Erişim: 25.01.2020). Klinik çalışmalarda 

kullanılan otolog ve allojenik doğal öldürücü hücre transferi şematik olarak  Şekil 
4.1.2.2’de gösterilmektedir (Guillerey ve ark. 2016). 

 

c 

Şekil 4.1.2.2: Otolog ve Allojenik NK hücre transferi (Guillerey ve ark. 2016). 

 

https://clinicaltrials.gov/ct2/results?cond=Triple+Negative+Breast+Cancer&term=T+cells&cntry=&state=&city=&dist=
https://clinicaltrials.gov/ct2/results?cond=Triple+Negative+Breast+Cancer&term=T+cells&cntry=&state=&city=&dist=
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Son birkaç yılda yapılan çalışmalar, meme kanserinde tümör veya tümör 

stromasında bağışıklık unsurlarının varlığının prognostik ve prediktif değere sahip 

olduğunu düşündürmektedir. Birçok çalışma, tümör sızdıran lenfositler (TIL) olarak 

adlandırılan özel beyaz kan hücrelerinin varlığının meme kanserinde daha olumlu bir 

doğal geçmişi işaret ettiğini göstermiştir. Örneğin, yoğun tümör sızdıran lenfosit 

popülasyonları meme kanserlerinde üçlü negatif veya insan epidermal büyüme 

reseptörü 2 (HER2) için pozitif olanlarda daha sık gözlenmiş ve iyileştirilmiş 

sonuçlarla ilişkilendirilmiştir (McArthur 2016). Loi ve meslektaşları CD8+ 

intratümöral lenfositlere özel olarak bakan büyük prospektif bir klinik araştırmada 

TNBC'de tümör sızdıran lenfositlerin prognostik rolünü bildirmiş, TNBC'nin CD8+ T 

hücre infiltrasyonu, TIL’leri bağımsız şekilde olumlu prognostik faktör olarak 

tanımlanmıştır. Ayrıca gen ekspresyon profillerini analiz eden bir çalışmada, 

bağışıklık hücresi sinyalleri, sitokin sinyalleri, antijen işleme ve sunumu ve bağışıklık 

sinyali transdüksiyon yolakları yoluyla sinyalleme dahil olmak üzere bağışıklık 

sistemi süreçlerinde rol alan genler için zenginleştirilmiş immünomodülatör alt tipi 

olan altı TNBC alt türü tanımlanmıştır (Lehmann ve ark. 2011). Birlikte ele 

alındığında, bu veriler immünoterapinin TNBC hastalarının yönetiminde rol 

oynayabileceğini düşündürmektedir (Mittendorf ve ark. 2014). Yaşam kalitesi 

açısından sitotoksik kemoterapiyle karşılaştırıldığında nispeten az sayıda önemli yan 

etkiye sahip olan ve daha iyi şekilde cevap veren kontrol noktası inhibitörlerinin meme 

kanserinde son derece umut verici olduğunu, bu nedenle TNBC tedavisinde bağışıklık 

kontrol noktası inhibitörleri üzerine daha fazla çalışma yapmanın gerekliliği ortaya 

çıkmaktadır (Dua ve Tan 2017; McArthur 2016). 

 

4.2. DOĞAL ÖLDÜRÜCÜ HÜCRELER (NK CELLS) 

 

4.2.1 Tanım ve Genel Bilgi 
Doğal öldürücü hücreler (NK) temel olarak, tümör hücrelerine ve viral olarak 

enfekte olmuş hücrelere karşı sitotoksisiteye aracılık edebilen ve doğuştan gelen 

bağışıklık sisteminin önemli bir bileşenini oluşturan lenfositlerin bir alt kümesidir 

(Ames ve ark. 2009; Ames ve Murphy 2014; Cheng ve ark. 2013; Malmberg ve ark. 

2008).  
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Doğal immün hücreleri, doğal olarak normal hücreleri değişen kanser 

hücrelerinden ayırt etme yeteneğine sahiptirler (Mamassier ve ark. 2011; Vivier ve 

ark. 2011). Doğal öldürücü hücrelere ‘katil hücreler’ denmesinin nedeni, toksinlerini 

salgılamadan, viral enfekte ve kanser hücrelerini yok etmeden önce belirli bir antijeni 

tanımaya ihtiyaç duymamalarıdır (Vivier ve ark. 2011; Thornthwaite 2001).  Tüm 

bağışıklık sistemi elemanlarından doğal öldürücü hücreler en agresif olanlardır ve 

enfeksiyondan yaklaşık 3 gün sonra tümör oluşumuna tepki verdikleri bilinmektedir. 

Doğal öldürücü hücreler toplam dolaşımdaki lenfositlerin yaklaşık %5 ila %15’ini 

oluştururlar. NK hücrelerinin kemik iliği, lenf düğümleri, dalak, bademcikler ve 

timusta ayrıştığı ve olgunlaştığı ve dolaşıma katıldığı bilinmektedir (Vivier ve ark. 

2011). Doğal öldürücü hücrelerin gelişimi süreci ve etkili olan transkripsiyon 

faktörleri Şekil 4.2.1.1’de görülmektedir (Geiger and Sun 2016). 

 

 

Şekil 4.2.1.1: NK hücre gelişimi (Geiger and Sun 2016). 

 

Hem farelerde hem de insanlarda, doğal öldürücü hücrelerin, yüzey adhezyon 

molekülleri ve antijenik peptidlerin yokluğunda bile, sitolitik efektör lenfositleri gibi 

davranarak tümör hücrelerinin ölümünü doğrudan indüklediği, böylece tümör 

immünosüpervizyonunda rol oynadığı görülmüştür (Vivier ve ark. 2011). Ancak NK 

hücreleri doğal bağışıklığın yanı sıra adaptif immün yanıtta da rol oynamaktadır 

(Arina ve ark. 2007). Aynı antijenle sekonder enfeksiyonlara cevap vermek için temel 

olan antijen spesifik immünolojik belleği formüle ederek, çevresine hızlı ve kolay 

uyum sağlama yeteneklerini gösteren çok sayıda deney yapılmıştır. Tipik olarak, 

immün hücreler enfekte hücre yüzeylerinde sunulan majör histokompatibilite 

kompleksini (MHC) tespit ederek aktive edildiğinde, NK hücreleri hedefini diğer 
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efektörleri baskılayarak/veya etkinleştiren sitotoksik enzimlerin (perforin 1, 

granzimler, granülizin) ve/veya çözünebilir faktörlerin (kemokinler ve inflamatuvar 

sitokinler) salınması yoluyla ortadan kaldırır (Ames ve ark. 2009; Mamassier ve ark. 

2011; Vivier ve ark. 2011). Doğal öldürücü hücrelerin genel aktivasyon 

mekanizmaları ve öldürme yolakları Şekil 4.2.1.2’de görülmektedir (Gonzalez-

Rodriguez ve ark. 2019). 

 

 

 

Şekil 4.2.1.2: NK hücrelerinin aktivasyon mekanizmaları ve öldürme yolakları 

(Gonzalez-Rodriguez ve ark. 2019). 

 

Bir başka deyişle doğal öldürücü hücreler, hedef hücreleri öldürmek için çeşitli 

öldürme yolları repertuarına sahiptirler; sitotoksik granüllerin salınmasını, bağışıklık 

tepkisini indükleyebilen sitokinlerin üretimini ve hedef hücrelerin yüzeyinde ölüm 

reseptörlerini etkileme kabiliyetlerini içerirler (Ames ve ark. 2009). Ayrıca bağışıklık 

sisteminin baskılandığı durumlarda, bağışıklık sisteminin genel sağlığını etkileyen 

olguların düzenlenmesinde de NK’nın rolü oldukça önemlidir (Thornthwaite 2001). 

Bu nedenle kanser için kemoterapi gören bağışıklığı baskılanmış hastalarda, AIDS 

veya kuş gribi gibi herhangi bir viral hastalıkta, doğal öldürücü hücre aktivitesini 

uyarmak için doğal ürünlerin geliştirmesinin ve özellikle NK hücresi aracılıklı 

tedavinin arttırılmasının sağlanması immünoterapi çalışmaları için cazip bir strateji 

olarak dikkat çekmektedir (Malmberg ve ark. 2008; Mamassier ve ark. 2011; 

Shenouda ve ark. 2017; Thornthwaite 2001).  
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NK hücrelerine atfedilen baskın öldürme yolunun, perforin ve granzimler 

(sitotoksik granüller) yoluyla granüle aracılıklı öldürme olduğu bilinmektedir (Cheng 

ve ark. 2013). Kısa vadeli öldürme analizlerinde, ölüm ligandlarının apoptotik etkilere 

aracılık etmek için yeterli zamana sahip olmadığı, bu yüzden granül ekzositoz ile NK 

hücrelerinin öldürme görevini yaptığı sonucuna ulaşılmıştır (Ames ve ark. 2009). 

Yapılan bu kısa vadeli analizler, ölüm ligandlarının tümör hedeflerine etkisini tam 

olarak yansıtmamaktadır. Bu nedenle, NK hücrelerinin öldürme yollarını tam 

anlamıyla çalışılabilecek uzun vadeli analizler yapmak daha bilgilendirici olacaktır. 

Böylece NK hücrelerinin in vivo işlevde ne kadar etkili olduğuna dair daha net bilgiler 

elde edilebilecektir (Shenouda ve ark. 2017).  

Moleküler yapısına bakılacak olursa, enfekte hücrelerin bağışıklık hücreleri 

tarafından tespit edilmesinde rutin olarak enfekte hücrelerin antikorlarla opsonize 

edilmesi söz konusudur. NK hücreleri, makrofajlar ve birkaç başka hücre tipi ile 

birlikte, antikorların Fc kısmına bağlanan, aktive edici bir biyokimyasal reseptör olan 

Fc reseptör (FcR) molekülünü (FcRγRIII(CD16)) ifade eder. Antijenleri bağlayan 

antikorlar, NK hücrelerinde eksprese edilen FcRgamaRIII (CD16) reseptörleri 

tarafından tanınabilir, bu da NK aktivasyonu ile oluşan hümoral yanıt (sıvısal 

bağışıklık yanıtının) sonucu sitolitik granüllerin salınmasına, dolayısıyla antikora 

bağımlı hücresel toksisite ile enfekte hücrelerin parçalamasına izin verir. Bu, 

rituximab ve ofatumumab gibi bazı monoklonal antikorların önemli bir öldürme 

mekanizmasıdır. Bu tepkinin seviyesi, antikorun veya IgG'nin Fc kısmı için yüksek, 

orta ve düşük afinite gösterebilen NK hücreleri üzerinde eksprese edilen Fc 

reseptörünün yapısına bağlıdır. Bu afinite, fenilalanin (F alel) veya valine (V alel) 

kodlayabilen genin 158 pozisyonundaki nükleotid durumu tarafından belirlenir. 

Yüksek afiniteli FcRγRIII (158 V/V alel) sahip bireyler, antikor tedavisine daha iyi 

cevap verirler. Antikor bağımlı hücre aracılı sitotoksisitenin tümör hücresi 

öldürmesine katkısı, yüksek afiniteli bir FcR ile transfekte edilmiş NK-92'yi kullanan 

spesifik bir test ile ölçülebilmektedir (Smyth ve ark. 2002). Bu afinite oranı rituximab 

moleküler antikoru olan Rituxan tedavisi gören lenfoma hastaları için gösterilmiştir. 

Diğer yandan tümör hücreleri, aktive edici reseptörlerin aşağı yönlü regülasyonunu ve 

lenfosit inhibe edici reseptörlerin yukarı yönlü regülasyonunu indükleyerek antitümör 

bağışıklık için görünmez hale gelebilir (Mamassier ve ark. 2011). Bu sorunu 

aydınlatmaya yönelik yapılmış araştırmalar, hem oto-kontrolü hem de NK hücre 
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aktivitesini sürdürmek gibi önemli fonksiyonları bulunan hem aktive edici hem de 

inhibitör NK hücre reseptörleri hakkında bilgiler sunmuştur (Bodduluru ve ark. 2015; 

Malmberg ve ark. 2008; Vivier ve ark. 2011). Bunlar; sitokinler, 

immünomodülatörler, kemoterapötik ilaçlar, proteazom inhibitörleri, histon deasetilaz 

(HDAC) inhibitörleri, HSP-90 inhibitörleri, glikojen sentaz kinaz-3 (GSK-3) 

inhibitörleri, metalloproteinaz inhibitörleri ve öldrücü hücre benzeri immünoglobulin 

reseptörler (KIRs), programlanmış ölüm 1 (PD-1), programlanmış ölüm ligandı 1 

(PD-L1), CD137 ve glukokortikoid kaynaklı tümör nekroz faktör reseptörü (GITR) 

karşı monoklonal antikorlardır (Bodduluru ve ark. 2015). NK hücrelerinde bulunan 

aktive edici ve inhibe edici reseptörler hedef hücre tanıma sırasında tetiklenir ve 

pozitif veya negatif hücre sinyal yolağını oluştururlar. Bu zıt sinyallerin integrasyonu 

NK hücrelerinin 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 hücrelerinin olgunlaşmasında, aktivasyonunda ve sağkalımında rol 

oynayan önemli faktörlerdir (Nahta 2013). Diğer taraftan NK hücreleri, her ikisi de 

hedef hücrelerde apoptozu tetikleyebilen TRAIL ve Fas ligandına (FasL) sahiptir. 

Tümörlerin bortezomib proteozom inhibitörü gibi yardımcı moleküler ajanlar ile ön 

tedavisinin, TRAIL aracılıklı NK hücre aktivitesine karşı duyarlılığı arttırdığı, fakat 

FasL aracılıklı sitotoksisitede herhangi bir artışa neden olmadığı bildirilmiştir 

(Lundqvist ve ark. 2006).  

Ames E. ve arkadaşları, insan meme kanseri hücrelerine bortezomib 

uygulamasının, insan NK hücre hattı olan NK-92 tarafından öldürülmesine 

duyarlılaştırıp duyarlılaştırmadığını araştırmak için bir çalışma planı yürütmüşlerdir 

(Ames ve ark. 2009). MDA-231 meme kanseri hücrelerine bortezomib uygulamasının 

in vitro NK-92 hücrelerine karşı oldukça sitotoksik iken, ksenojenik bir fare modeli 

olan CB-17 SCID farelerine insan meme kanseri hücreleri enjekte edilerek yapılan in 

vivo çalışmalarda bortezomib tedavisinin NK-92 fonksiyonunu azaltmadığı sonucuna 

ulaşılmıştır. Ancak bortezomib eklenmesi tümör taşıyan farelerde akciğer metastazı 

sayısını azaltmamıştır. Bununla birlikte bortezomib, bu hücrelerin hücre yüzeyindeki 

apoptozla ilişkili mRNA'ların yanı sıra ölüm reseptörlerinin de yukarı yönlü regüle 

edilmesine neden olarak apoptozu tetiklemiştir. Bunun da alternatif dozajlama veya 

zamanlama ile tek başına herhangi bir tedaviden daha fazla anti-tümör etkisine neden 

olabileceği beyan edilmektedir (Ames ve ark. 2009). Bununla birlikte, Shi ve 
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arkadaşları MHC-I’deki azalmanın, kısa vadeli kromiyum51 salınım analizlerinde NK 

hücresi aracılı sitolizde bir artış ile korelasyona sahip olduğunu gözlemlemiştir (Shi 

ve ark. 2008). Dolayısıyla, NK hücreleri ile yapılacak çalışmaların in vitro ortamların 

yanı sıra in vivo koşullarda da gerçekleştirilmesinin oldukça gerekli olduğu 

görülmektedir. Bu bilgiler ışığında NK hücrelerinin ya tek başına ya da diğer 

tedavilerle kombinasyon halinde kullanılmasının birçok kanser türü üzerinde tedavi 

rolünün olabileceği düşünülmektedir (Malmberg ve ark. 2008). 

Günümüzdeki NK hücre kullanan tedavileri, ya NK uyarıcı/hedefleyici ajanları 

kullanarak endojen, ya da HSTC (Hematopoetik kök hücreler) veya ACT (Adoptif 

hücre tedavisi) modelleri vasıtasıyla eksojen NK yanıtlar oluşturan şekilde 

sınıflandırılabilir. ACT tedavisi, bağışıklık sisteminin biyolojik fonksiyonunun otolog 

veya allojenik hücreler vasıtasıyla değiştirilmesi, onarılması veya arttırılmasını 

amaçlayan bir strateji olarak düşünülebilir. ACT tedavisi, çeşitli hücre 

popülasyonlarının çıkarılması veya zenginleştirilmesi, hematopoietik hücre alt 

gruplarının genişlemesi, immünoterapi için NK hücrelerinin aktivasyonu ve bu 

hücrelerin genetik modifikasyonunu içermektedir (DeSantis ve ark. 2014).  

NK hücrelerinin diğer kaynağı, NK-92, YT, NKL, HANK-1, KHYG-1, NK-YS 

ve NKG gibi malign NK hücre dizilerinin kullanılmasıdır (Bodduluru ve ark. 2015). 

NK hücrelerinin elde edilmesine yönelik ilk yaklaşım, insan donörlerinden elde edilen 

çok sayıda periferik kan lemfositesinin lökoferez ile hasat edilmesi, allojenik T 

hücrelerinin tükenmesi ve kalan NK hücrelerinin yeniden ilaveden önce IL-2 ile 

etkinleştirilmesidir (Liu ve ark. 2013). Ancak bu yöntemin stabilizasyonu ile ilgili 

oldukça fazla çalışma yapılmasına rağmen işlemin zorluğu ve uzunluğu nedeniyle 

istenilen sonuçlara ulaşılamamıştır. Protokollerin standardizasyonu, farklı denemeler 

arasındaki karşılaştırmalara olanak sağlamak için gereklidir (Malmberg ve ark. 2008). 

Bu yöntemlerin oturtulmasının ardından sadece birkaç mililitre periferik kandan 

milyarlarca aktive edilmiş NK hücresine genişletmek mümkün hale gelmiştir 

(Shenouda ve ark. 2017). Şu anda ikinci bir yöntem olan ex vivo NK hücrelerinin 

büyütülmesi işlemi yaygın olarak ön klinik testleri için kullanılmaktadır (Liu ve ark. 

2013; Malmberg ve ark. 2008). Bunu destekler şekilde, ex-vivo olarak üretilmiş NK 

hücreleri, meme kanseri hücre çizgilerine ve hem otolog hem de allojenik hastadan 

türeyen tümör hücrelerine karşı yüksek düzeyde in vitro sitotoksisite göstermektedir. 

Bununla birlikte, genişletilmiş NK hücrelerinin hasta kaynaklı tümör hücrelerini in 
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vivo tedavi etme kabiliyeti hakkında veri sağlamak için daha fazla araştırmaya ihtiyaç 

vardır (Shenouda ve ark. 2017). Bu amaçla, yüksek sitotoksik aktivitesi ve uzun vadeli 

büyüme potansiyeline sahip NK-92 hücre hattı, insan NK hücrelerinin fonksiyonunu 

incelemek için cazip bir model olmaktadır (Ames ve ark. 2009). Klinik araştırmalara 

giren ve NK hücresine dayalı tümör immünoterapisini incelemek için bir platform 

görevi görebilen tek NK hücre dizisidir (Aria ve ark. 2008). NK-92, ilk kez 1994 

yılında saldırgan bir NK hücreli lenfomalı 50 yaşındaki bir erkek hastadan elde edilen 

bir insan NK hücre dizisidir. NK-92 hücreleri CD3, CD4 ve CD8 T hücre yüzey 

markörleri için negatiftir ve lenf düğümlerinde ortaya çıkan insan NK hücrelerinde en 

bol bulunan CD56bright fenotipini (yapışma/adhezyon molekülü) ifade ederler. NK-92 

hücreleri primer NK hücreleriyle karşılaştırıldığında, genel olarak öldürücü hücre 

inhibe edici immünoglobulin benzeri reseptörleri (KIR) ifade etmemektedir, bu 

hücrelerdeki yüksek sitotoksik aktiviteyi açıklamaktadır (Finn ve ark. 2007). NK-92 

hücre hattı, sitokin IL-2'ye oldukça bağımlıdır ve bu hücrelerin in vivo'da dahil 

edildiği terapilerde süper fizyolojik miktarlarda IL-2'yi gerektirir. Bununla birlikte, 

NK92 ile hemen hemen aynı hücre dizisine sahip olduğu gösterilen, IL-2 bağımsız 

hücre dizisi NK-92MI’nin klinik terapiler için daha uygun bir seçenek olabileceği 

tartışılmaktadır (Mamassier ve ark. 2011). Ancak IL-2’nin kullanılan düşük 

dozlarında toksisite gözlemlenmemesi nedeniyle, sıçan in vivo çalışmalarında NK-92 

hücre hattı kullanımı yaygınlığını korumaktadır (Ames ve ark. 2009; Aria ve ark. 

2008).  

 

4.2.2 NK Temelli İmmünoterapik Yaklaşımlar  
Bağışıklık sistemi tarafından takibi yapılmasına rağmen, malignant hücreler 

bağışıklık sisteminden kaçma ve çoğalma yolları bulabilirler (Sutlu ve Alici 2009). 

AIDS de dahil olmak üzere çeşitli bağışıklık yetmezliği hastalıklarında NK hücre 

fonksiyonu anormal olduğundan virüslerin insan hücreleri içinde çoğalması da 

mümkün hale gelmektedir. Yakın tarihli araştırmalarda, kanserlerin moleküler 

hedeflerinin, kanserleri başka immünoterapi yöntemlere yatkınlaştırma kapasitesi 

çalışılmıştır (Ames ve ark. 2009; Shenouda ve ark. 2017). Tümör hücrelerinin 

bağışıklık sistemi hücrelerinden saklanmasındaki genel mekanizmalar, tümörün hızlı 

büyümesiyle bağışıklık sisteminin geride kalması, bozuk vaskülarizasyona bağlı 

olarak tümöre erişilememesi kaynaklı Fas veya perforin aracılı apoptoza karşı direnç 
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geliştirmesidir (Sutlu ve Alici 2009). Son yapılan çalışmalarda kanserli hastalarda 

hastalık progresyonuyla korele olduğu bildirilen, T hücreleri ve NK hücreleri 

tarafından defektif ifade aktivasyon reseptörleri ve çeşitli hücre içi sinyal molekülleri 

bulunmuştur. Ayrıca malign hücrelerin, T ve NK hücre çoğalmasını inhibe eden 

immün baskılayıcı faktörleri salgıladığı da gösterilmiştir (Sutlu ve Alici 2009). 

Özellikle yeni tümör hücreleri NK sitotoksisitesine karşı nispeten dirençlidir. Bunun 

yanında spontan ve normal hücre popülasyonlarının NK duyarlılığı, normal hücre 

proliferasyonunun düzenlenmesinde NK hücrelerinin de rol oynadığını ortaya 

koymaktadır (Hamilton ve ark. 1988). Mamassier ve arkadaşlarının çalışmalarında 

daha önce IFN-γ sinyali veren veya antitümör immün hücrelerdeki kusurlu farelerin 

primer tümörler geliştirme olasılığının daha yüksek olduğu, özellikle hastalık evresi 

ilerledikçe NK hücre aktivitesinin, özellikle de IFN-γ üretiminin invaziv meme 

tümörlerinde güçlü bir şekilde bozulduğu gözlenmiştir (Mamasier ve ark. 2011).  

Yakın tarihli çalışmalar, IDO1 ve TGF-β1 gibi tümör mikro ortamında sıklıkla 

bulunan inhibe edici faktörler ile NKG2D çözünür ligandları gibi birkaç molekülün 

NK hücrelerinin fenotipini ve fonksiyonlarını keskin bir şekilde bozabileceğini 

göstermiştir (Catriconi ve ark. 2003; Della Chiesa ve ark. 2006; Vivier ve ark. 2011). 

Çözünür NKG2D ligandları NK hücresi NKG2D reseptörlerine bağlanmakta, sahte 

bir NK tepkisini aktive ederek sonuçta reseptör bölgesi için rekabet yaratmaktadır 

(Vivier ve ark. 2011). Buna ek olarak, MHC-I sınıf moleküllerinin ekspresyonunu 

indirgeme yeteneğine sahip olan kanser hücreleri CD8+ hücre tanımasından da 

kaçabilmektedir (Bodduluru ve ark. 2015). Bu bilgileri destekler şekilde invaziv 

meme tümörlerinin, diğer toksik tümör mikro ortamlarına benzer olarak, NK 

hücrelerinde oto-toleransı indükleyen, zayıflatılmış hücre immünojenisitesinin ortaya 

çıkmasına, NK hücrelerinin sitotoksisitesini körelten ve nihai olgunlaşma sürecininin 

engellenmesine neden olan çok yönlü bir immünosüpresif mikro çevre yarattığı 

bilinmektedir (Barsoum ve ark. 2011; Mamassier ve ark. 2011; Pasero ve ark. 2015; 

Shenouda ve ark. 2017). Yine yapılan çalışmalarda, periferik kandaki sağlıklı 

vericilerle karşılaştırıldığında kanserli hastaların daha az sayıda NK hücreleri 

içerdiklerini saptamıştırlar (Mamassier ve ark. 2011). Bununla birlikte kanser 

hastalarındaki NK hücrelerinin, öldürücü hücre immünoglobulin benzeri reseptörler 

(KIR'ler) ve NKG2A gibi inhibe edici belirteçlerin artmış bir ifadesi ve esasen 

NKG2D ve doğal sitotoksisite reseptörleri (NCR'ler) gibi aktive edici belirteçlerin 
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azaltılmış ifadesi ile karakterize bir inhibitör fenotip sergiledikleri keşfedilmiştir 

(Gillgrass ve Ashkar 2011; Shenouda ve ark. 2017). Bu da düşük immün yanıt ile 

ilişkilidir. Bu bilgileri destekler şekilde bir başka çalışmada meme tümörlerinin 

immünojenisitesine bakıldığında birçok tümörde sık rastlanılan şekilde, NK hücre 

ligandlarının protein ve mRNA profillerinin sağlıklı meme dokularında görülen 

profillerden farklı olduğu görülmüştür. Tanıdaki tümör hücre profillerin 

heterojenliğinin, yine başarılı olarak çalışmayan immün sisteminin bir sonucu 

oluştuğu düşünülebilinir (Mamassier ve ark. 2011). Yapılan bir başka çalışmada, 

meme kanserine karşı yüksek risk grubunda yer alan bireylerde NK aktiviteleri kontrol 

gruplarına göre anlamlı derecede yüksek bulunmuştur (Hamilton ve ark. 1988). Diğer 

taraftan Shenouda ve arkadaşlarının çalışmalarında, meme kanseri hastalarından gelen 

NK hücreleri, sağlıklı donörlerden benzer şekilde üretilebileceği belirtilmektedir. 

Meme kanseri hastalarıyla yapılan çalışmalarda, hastadan türetilen NK hücrelerinin 

tümör hücrelerine karşı yüksek sitotoksik etkiye sahip olduğunu gösterilmiştir.  Bu 

veriler kanserli hastalarda NK hücre fonksiyonunu düzeltmek için mevcut kanser 

tedavileri ile uyumlu olduğundan oldukça önemlidir (Shenouda ve ark. 2017). NK 

ayrıcalıklı immünoterapiyi destekler şekilde, kanser hastalarına büyük dozlarda NK 

hücrelerinin infüzyonunun, hastalarda herhangi bir ciddi yan etki oluşturmadığı, bu 

sebeple güvenli olduğu, dahası kanser hastalarında üretilmiş bu NK hücrelerinin in 

vivo olarak haftalarca ve aylarca hayatta kaldıkları gösterilmiştir (Parkhurst ve ark. 

2011). Sakamoto ve arkadaşları, stabil bir hastalık durumu gösteren hastalara NK 

hücre infüzyonundan 14 gün sonra NK hücre sitotoksisitesinde yaklaşık üç kat artış 

gözlemlemiştir (Sakamoto ve ark. 2015). Bu bağlamda invaziv meme tümörlerinin 

kontrolünde NK hücrelerinin rolünü vurgulamanın ve ameliyattan sonra NK 

hücrelerinin antitümör verimliliğinin preaktive veya aktif NK hücreleri ile birlikte 

restore etmenin, diğer malignitelerde gösterildiği gibi artık tümör hücrelerinin 

temizlemesine yardımcı olabileceği düşünülmektedir. Bu nedenle invaziv meme 

tümörü rekürrensini önlemek için etkili bir şekilde NK hücre sitotoksisitesini 

geliştirecek çalışmaların yapılması oldukça önemlidir (Mamassier ve ark. 2011). NK 

hücresinin sitotoksik aktivitesini modüle eden veya tümör hücrelerini NK hücresi 

aracılı sitotoksisiteye duyarlı hale getiren çeşitli farmakolojik maddeler mevcut 

olduğundan, kombinasyonel hücre aktarım çalışmalarının, immünostimülatör ve 
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tümör hücresi ölüm hassaslaştırıcı tedavilerin tasarımlarının uygulanabilirliğine özel 

bir vurgu yapılmalıdır (Bodduluru ve ark. 2015). 

 

4.3. eEF2K SİNYAL YOLAĞI 

 

4.3.1 Tanım ve Genel Bilgi 
Ökaryotik uzama faktörü 2 kinaz (eEF2K), bir kalsiyum/kalmodulin-bağımlı 

serin/treonin kinazdır. eEF2K, katalitik alanı geleneksel protein kinazlara yapısal 

olarak benzemediği için atipik bir kinaz olarak ifade edilir. Bilinen tek substratı peptid 

zincirinin uzama hızını azaltan ökaryotik uzama faktörü 2 (eEF2)’dir (Bayraktar ve 

ark. 2017; Tavares ve ark. 2012). eEF2K geni, memeliler arasında oldukça 

korunmuştur. Dolayısıyla, eEF2'nin eEF2K tarafından düzenlenme mekanizması da 

evrimsel olarak korunmuş olmaktadır (Fu ve ark. 2014). eEF2K aktivitesi, transfer 

RNA (tRNA) üzerindeki ribozomun A sitesinden P bölgesine hareketine aracılık eden 

eEF2'yi (treonin 56'da) fosforile/defosforile ederek protein zincirinin uzamasını 

kontrol etmek için çoklu mekanizmalarla düzenlenir (Bayraktar ve ark. 2017; Brenton 

ve ark. 2005; Finn ve ark. 2007; Fu ve ark. 2014; Liu ve ark. 2014). 

Yapılan yeni çalışmalar ışığında 1-Benzil-3-setil-2-metilimidazolyum iyodid 

(NH125), mTOR ve AMPK gibi regülatörlerde yer alan çoklu yolları modüle ederek 

eEF2 fosforilasyonunun indüklenmesi, farklı kanser hücrelerine karşı etkin bir anti-

proliferasyon ajan olabileceğini düşündürmektedir (Chen ve ark. 2011). Ayrıca 

eEF2’nin eEF2K tarafından fosforilasyonu küresel protein sentezini engellediğinden, 

TNBC tümörigenezinin ilerlemesini ve ilaç direncini teşvik eden potansiyel yeni bir 

moleküler hedef olarak nitelendirilmesine olanak sağlamaktadır (Bayraktar ve ark. 

2017; Liu ve ark. 2014; Tavares ve ark. 2012). Ancak bugüne kadar, eEF2K'nın 

fizyolojik işlevlerini anlama ve bunu uygun bir terapötik hedef olarak 

değerlendirmede kaydedilen ilerleme, eEF2K'yi hedef alan güçlü spesifik 

moleküllerin olmaması nedeniyle engellenmiş, bu yüzden eEF2K otofosforilasyon 

mekanizması tam olarak aydınlatılamamıştır (Ashour ve ark. 2014; Bayraktar ve ark. 

2017; Tavares ve ark. 2012). Tavares ve arkadaşları, çalışmalarında eEF2K için beş 

büyük otofosforilasyon bölgesi (Thr-348, Thr-353, Ser-445, Ser-474 ve Ser-500) 

belirlemişlerdir (Tavares ve ark.  2012). eEF2K’in fosforilasyon bölgeleri Şekil 
4.3.1.1’de görülmektedir (Liu ve ark. 2016).  
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Şekil 4.3.1.1: eEF2K’in fosforilasyon bölgeleri (Liu ve ark. 2016). 

 

Ca2
+/calmodilin (CaM) varlığında, Thr-348'in sağlam fosforilasyonunun birkaç 

saniye içinde MgATP ilavesiyle oluştuğu, mutajenez çalışmaları ile de eEF2 

fosforilasyonu için Thr-348'in fosforilasyonunun gerekli olduğu önerilmektedir. Ser-

500'ün fosforilasyonunun Thr-348'in fosforilasyonunun gerisinde kaldığı ve 

eEF2K'nin Ca2
+ bağımsız aktivitesi ile ilişkilendirildiği belirtilmektedir. Ser-500'ün 

Ala yerine Asp aminoasitine dönüşmesi, eEF2K’yi Ca2
+ bağımsız hale getirmektedir. 

Ancak Ca2
+’a bağlı olmayan bu aktivite, calmodilin (CaM)'nin varlığını 

gerektirmektedir (Tavares ve ark. 2012). Bunun yanında Ser-595 ve Thr-56 

bölgelerinin çoklu fosforilasyonları ile de eEF2 inaktive hale gelmektedir (Şekil 
4.3.1.2) (Hizli ve ark. 2012).  

 

 

Şekil 4.3.1.2: Çoklu fosforilasyonlar ile eEF2 inaktivasyonu (Hizli ve ark. 2012). 
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4.3.2 Karsinogenezde eEF2K’in Rolü ve Güncel Çalışmalar  
Literatüre göre mRNA translasyon uzamasının aktivasyonuna yol açan eEF2K ve 

eEF2, mTORC1'in aşağı akış yönünde yer alan S6K1 tarafından fosforile edilip aktive 

edilmektedir. eEF2K ayrıca ERK ve AMPK da dahil olmak üzere diğer sinyal yolları 

tarafından da gözlemlenebilmektedir. eEF2K ve JNK inhibitörleri, Pten/p53'ten 

yoksun TNBC'nin ksenograft fare çalışmalarında tümör büyümesini baskılamaktadır. 

Ayrıca eEF2K inhibitörlerine altı adet insan TNBC hücre hattının (BT-549, HCC-38, 

HCC-1937, MDA-MB-157, MDA-MB-436, MDA-MB-468) duyarlılığının, Gatza ve 

arkadaşları tarafından tanımlanan 18 yol işaretinin herhangi biriyle orantılı olup 

olmadığı da çalışılmış, dikkat çekici şekilde TNBC hücrelerinin TX-1918 ve NH125'e 

duyarlılığının yalnızca AKT sinyal yolağı ile korelasyonu olduğu bildirilmiştir (Gatza 

ve ark. 2010; Liu ve ark. 2014). 

Son zamanlarda, eEF2K'nin hücre çoğalmasını, hücre göçünü, invazyonu, 

epitelyal mezenkimal geçişini (EMT) ve TNBC tümöregenleşmesini, siklin D1, c-

myc, PI3K/Akt, Src/Fak ve insülin benzeri büyüme faktörü reseptörü (IGFR) 

sinyallerini düzenlenerek hücre döngüsünü kontrol ettiği, böylece G1/S geçişini 

desteklediği gösterilen birçok çalışma yapılmıştır (Bayraktar ve ark. 2017). Bu 

çalışmalardan bir tanesinde miR-603 küçük molekülü eEF2K inhibitörü olarak 

kullanılmış ve eEF2K ile ilişkili düzenleyici yolaklar şematize edilmiştir (Şekil 
4.3.2.1) (Bayraktar ve ark. 2016).  

 

 

 

Şekil 4.3.2.1: Üçlü negatif meme kanserinde eEF2K içeren düzenleyici yolların 

şematik modeli (Bayraktar ve ark. 2016). 
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Dahası eEF2K, kanser hücrelerinin apoptozis ve otofaji arasındaki çapraz 

geçişinde önemli bir rol oynamaktadır. Tümörogenezde EF2K apoptozu inhibe etmek 

için XIAP, c-FLIPL, Bcl-XL, PI3KCI ve p70S6K gibi bazı apoptotik proteinlerin 

ekspresyonunu modüle edebilmektedir. Apoptozun tetiklendiği durumlarda, çevredeki 

dokulara zarar vermeden tümörlerin dağılması sağlanır. eEF2K'nın TNF'e bağlı 

apoptozu indükleyen ligand (TRAIL) ayrıcalıklı indüklenen apoptoz üzerindeki etkisi, 

modüle edici Bcl-XL ekspresyonu vasıtasıyla sağlanabilir. Bcl-XL'in aşırı 

ekspresyonu, eEF2K hedefli siRNA'nın TRAIL aracılıklı indüklenen apoptoz 

üzerindeki duyarlılaştırıcı etkisini ortadan kaldırabilir (Zhang ve ark. 2011).  

eEF2K ayrıca, endoplazmik retikulum (ER) stresine ve ribozomal strese yanıt 

olarak aktive edildiği için ER ve ribozomal stres indükleyici ajanlar, anti kanser 

ajanlar olarak test edilmekte ve geliştirilmektedir (Cheng ve ark. 2013; Gismond ve 

ark. 2014). Ribozomal stres, eEF2K/eEF2 yolağını aktive ederek protein 

translasyonunu yavaşlatır. Ribozomal stres koşullarında ribozomal proteinleri ve 

çeviri faktörlerini kodlayan terminal oligopirimidin (TOP) mRNA'larının diğer 

proteinlere kıyasla polisomlar üzerinde tekrar dolaşarak TOP mRNA’sı ile kodlanmış, 

yapısal haberciler olarak tanınan proteinlerin sentezinde de nispi bir artış meydana 

gelir. Dolayısıyla ribozomal strese tepki olarak, hücrede yeterli seviyede ribozomun 

geri kazanılmasına yardımcı olacak bir değişiklik olurken, hücre aynı zamanda protein 

sentezini yavaşlatarak sağ kalım şansını arttırmaktadır (Gismond ve ark. 2014). 

eEF2K ekspresyonunun ER stres kaynaklı otofaji üzerindeki etkisi ise, insan meme 

kanseri hücre serileri MCF-7 ve T47D'de gösterilmiştir. Bu deneyler, ER stresine 

otofajik yanıtta eEF2K’nin düzenleyici rol oynadığını vurgulamaktadır (Cheng ve ark. 

2013). eEF2K, mTORC1, AMPK ve Atg8 molekülleri aracalıklı otofaji 

mekanizmasının düzenlenmesinde etkili olmaktadır (Fu ve ark. 2014; Liu ve ark. 

2014). Ancak Liu ve arkadaşları eEF2K'nın inhibisyonunun açlık çekmeyen koşullar 

altında otofajiyi etkilemediğini belirtmişlerdir. Diğer yandan besin yoksunluğu gibi 

tümör hücrelerinin sıklıkla maruz kaldığı koşullarda eEF2K'nın inhibisyonunun, 

proteinin translasyonunu sürdürülemez oranda arttırarak hücre ölümüne yol açtığı 

düşünülmektedir (Liu ve ark. 2014). Ancak akut besin yokluğu durumunda eEF2K 

aktivitesi, tümör hücresinin metabolik strese adaptasyonunu sağlayabilir. Bu yaklaşım 

çeşitli malignitelerde yüksek seviyede bulunan eEF2K ifadesi ile desteklemektedir 

(Fu ve ark. 2014). MCF-7 meme kanseri ve T98G glioma hücreleri ile yapılan besin 
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yoksunluğu çalışmalarında, eEF2K’nin hızla aktivite olarak eEF2 fosforilasyonunu 

gerçekleştirdiği görülmüştür. eEF2K, translasyon oranını düzenleyerek besin 

yoksunluğu, hipoksi ve metabolik stres koşullarında hücre sağkalımı desteklemektedir 

(Bayraktar ve ark. 2017). Dahası, farklı kanser türlerinde bazı küçük moleküllü 

bileşiklerin spesifik substrat eEF2'yi hedef aldığı rapor edilmiştir (Fu ve ark. 2014). 

Tüm bu bilgiler ışığında eEF2K'nın yapısı, modifikasyonları ve biyolojik fonksiyonu 

hakkında daha fazla araştırma yapmak, eEF2K'nin kanser hücreleri üzerindeki 

apoptoz ve/veya otofaji etkisindeki sağkalım rolünü ve potansiyel anti-kanser hedefi 

olarak kullanımının önemini anlamamıza yardımcı olacaktır (Fu ve ark. 2014; Liu ve 

ark. 2014). 

 

4.4 PD-1 / PD-L1 KONTROL NOKTASI  

 

4.4.1 Tanım ve Genel Bilgi 
Programlanmış hücre ölüm proteini-1 (PD-1), aktifleştirilmiş T hücreleri, NK 

hücreleri, B hücreleri, Dentrit hücreleri ve monositlerde yukarı regüle edilen ortak 

sinyal iletim reseptörü olan B7 ailesine dahil, dokulardaki T ve doğal öldürücü 

hücreler gibi çeşitli immün hücrelerin efektör fonksiyonunu sınırlayan bağışıklık 

kontrol noktası reseptörüdür (Bodduluru ve ark. 2015; Zardavas ve ark. 2013). PD-1, 

çeşitli tümör tiplerinde eksprese edildiği bilinen, farklı tanımlama profillerine sahip, 

iki liganda (PD-L1 ve PD-L2) sahiptir (Bayraktar ve ark. 2017; Mittendorf ve ark. 

2014). PD-1'in bir ligandı ve immün yanıt önleyici molekül olan PD-L1, kanser 

hücreleri, tümör sızdıran inflamatuvar hücreler ve bağışıklık hücreleri üzerinde 

eksprese edilir (Dua ve Tan 2017; Sun ve ark. 2016).   

PD-L1 ve PD-L2 ligandlarının ekspresyonlarının baskılanması birçok tümör 

tipinin immünoterapi tabanlı tedavisine olanak sağlamaktadır. Kontrol noktası abluka 

antikorları, sitotoksik T lenfosit ve doğal öldürücü hücrelerle ilişkilendirilen antijen 4 

(CTLA-4) veya programlanmış ölüm-1/programlanmış ölüm ligandı-1 (PD-1/PD-L1) 

yolunu hedefleyerek engelleyici sinyalleri kaldırarak sağlam bağışıklık yanıtlarına 

izin verebilirler (McArthur 2016). PD-L1 düzenlemesinin bir mekanizması, IFN-gama 

(IFNγ)'ya yanıt olarak PD-L1'in tümör hücre yüzey ekspresyonunun indüksiyonudur. 

Bunun muhtemelen tümör hücrelerinin anti-tümör immün tepkisini terk ettiği bir 

mekanizma olduğu düşünülmektedir. İkinci bir mekanizma, kanserojen sinyal ile 
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yapılmaktadır (Mittendorf ve ark. 2014). Onkogen kaynaklı PD-L1 ifadesi ile 

inflamasyona dayalı PD-L1 ifadesi arasında farklar vardır. Onkogen kaynaklı PD-L1 

ekspresyonu yapısal ve değişken olsa da inflamasyona dayalı PD-L1 ekspresyonu, 

IFNγ aracılıklı immünolojik saldırı alanları ile sınırlıdır. Buna ek olarak, inflamasyona 

dayalı PD-L1 ekspresyonu bağışıklık sızıntılarıyla ilişkili iken, onkojen kaynaklı PD-

L1 ekspresyonu değildir (Sun ve ark. 2016). Ek olarak fosfataz ve tensin homolog 

(PTEN) protein kaybı, PD-L1 ekspresyonunu düzenleyen bir başka mekanizma 

olduğundan, PI3K yolağını hedefleyen ajanlar anti-tümör adaptif immün yanıtları 

artırabilir (Mittendorf ve ark. 2014). 

 

4.4.2 Karsinogenezde PD-L1’in Rolü ve Güncel Çalışmalar  

Tümör ve viral olarak enfekte olmuş hücrelerin bağışıklık önleme 

mekanizmalarından bir tanesi PD-L1 (gene known as CD274) ve PD-L2 ligandlarının 

ekspresyonu yoluyla gerçekleşmektedir (McArthur 2016). Akciğer kanseri, mesane 

kanseri, malign melanom ve yumurtalık kanseri çalışmalarında PD-L1 

ekspresyonunun %20 ila %70 oranında olduğu gösterilmiştir (Sun ve ark. 2016).  

NK hücrelerinde PD-1'in hücre içindeki kısmı protein tirozin fosfatazları olan 

SHP-1 ve SHP-2'yi düzenleyen bağışıklık koruyucu tirozin esaslı önleyici motifler 

(ITIM) içerdiği için PD-1/PD-L1 etkileşimi inhibitör sinyal iletimini dönüştürür ve 

böylece PI3K/AKT ve Ras sinyalizasyonunun aktivasyonunu ortadan kaldırır. Bu 

durum immün hücrelerinin bozulmuş 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 antikorları ile etkileşiminin engellenmesi, 

negatif sinyali inhibe eder ve immün hücrelerinden NK hücreleri sitokin üretimini ve 

sitotoksisiteyi arttırarak anti-tümör efektör yanıtlarının artmasına ve tümör 

regresyonuna (baskılanmasına) neden olur (James ve ark. 2013).  

Mittendorf ve arkadaşları tarafından yapılan çalışmada çoğunlukla TNBC olan bazal 

benzeri tümörlerin PI3K yol aktivasyonu ile korelasyon gösterdikleri, yapılan diğer 

bir çalışmada tümörlerin %35'inde PTEN kaybı görüldüğü ve ER/PR negatif 

tümörlerde PTEN korelasyonunun desteklendiği bulgularına ulaşılmıştır. İlave olarak 

PTEN geninin susturulmasının, transkripsiyonel regülasyonu modüle ederek, hücre 

yüzeyinde PD-L1 transkriptlerinin ekspresyonunu önemli ölçüde arttırdığı 



  

29 

gösterilmiştir. Bulgular PTEN kaybıyla indüklenen tümör hücreleri tarafından artmış 

PD-L1 hücre yüzeyi ekspresyonunun azalmış T hücre proliferasyonuna yol açtığı 

yönündedir (Mittendorf ve ark. 2014). Şekil 4.4.2.1’de PD-1'in T hücrelerinin majör 

sinyal yollarına ve sinyalin oluşmasının ardından aktive olan yeniden metabolik 

programlamaya etkisi gösterilmektedir (Bardhan ve ark. 2016). 

 

 

Şekil 4.4.2.1: PD-1'in T hücrelerinde majör sinyal yollarına ve sinyalin ardından 

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

 

Sonuç olarak tümör hücrelerinde eksprese edilen PD-L1’in T hücre yüzeyinde 

bulunan PD-1 ile etkileşiminin, tümörün bağışıklık sistemi elemanlarından 

kaçmasında önemli bir mekanizması olduğu görülmektedir (Dua ve Tan 2017). 

Literatürde aşırı PD-L1 ekspresyonu gösteren ve PD-L1 gen ifadesi içermeyen 

bazı hastaların, PD-L1 baskılanmasına yanıt vermediğini belirten yayınlar da 

mevcuttur (O’Donnell et al. 2016; Nowicki et al. 2018; Ren et al. 2020). Mittal ve 

arkadaşlarının yaptığı bir çalışmada tümör mikro çevresinde CD38 kaynaklı 

adenosine bağlı anti-PD-1 / PD-L1 direncinin geliştiği belirtilmiştir (Şekil 4.4.2.2) 

(Mittal ve ark. 2018). 
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Şekil 4.4.2.2: Tümör mikro çevresinde CD38 kaynaklı adenosine bağlı anti-PD-1 / 

PD-L1 direnci (Mittal ve ark. 2018). 

 

Dahası, ER veya HER2'den farklı olarak, tümör PD-L1 ifadesi dinamiktir ve 

ekspresyon seviyeleri spesifik maruz kalmalara yanıt olarak değişmektedir. Örneğin, 

T hücresi infiltrasyonu PD-L1'in tümör ekspresyonunu yukarı yönde regüle eden 

IFNγ'nın salınmasına neden olur. Başka bir deyişle, test edilen doku, dokunun 

toplanma koşulları ve etkili diğer parametrelerin hepsi de PD-L1 ekspresyon 

sonuçlarını etkileyebilmektedir. Dolayısıyla, PD-L1 ekspresyonunun varlığı koşullara 

bağlı olarak zenginleşebilir ancak bu durum yanlış pozitif olarak ifade edilen, 

hikâyenin tamamını anlatmayan bir olgudur (McArthur 2016). Bununla birlikte bu 

verilerin, PD-L1 ekspresyonunu tanımlamak için farklı kriterlere ve PD-L1 

ekspresyonunu ölçmek için farklı deney uygulamalarına sahip küçük çalışmalardan 

elde edildiğini unutmamak önemlidir. Tüm tümör alt türleri üzerinde daha büyük 

çalışmalar sürdürerek bu alanı daha da bilgilendirmek olasıdır (McArthur 2016). 

Ayrıca, PD-L1 değerlendirmesi hem kanser hücresi hem de immün hücrelerde 

yapılmalıdır (Sun ve ark. 2016). Formalin ile fikse edilmiş ve parafine gömülmüş 

(FFPE) örneklerde monoklonal bir PD-L1 antikoru ile immünohistokimya (IHC) 

kullanılarak kolayca değerlendirilebilinmektedir (Bayraktar ve ark. 2017; Sun ve ark. 

2016). Young Sun ve arkadaşlarının raporlarında TNBC'deki PD-L1'in 

immünhistokimyasal ifadesini değerlendirmek için aynı şartlar altında üç farklı 

antikor klonları kullanıldığı ve hem tümör hücrelerinde hem de bağışıklık hücrelerinde 

PD-L1 ekspresyonunda farklılıklar bulunduğunu ve antikor klonuna bağlı olarak 

kanser hücrelerinin ve bağışıklık hücrelerinin %19.3 ile %37.6'sında PD-L1 ifadesi 

görüldüğünü bildirmişlerdir (Sun ve ark. 2016). Mittendorf ve arkadaşlarının elde 
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ettiği sonuçlar da, TNBC'deki PD-L1'in hormon reseptörüne (HR) sahip meme 

kanserlerine kıyasla daha yüksek ekspresyonu olduğu yönündedir (Mittendorf ve ark. 

2014). Doku mikro dizileri üzerine yapılan analiz, 105 primer TNBC örneğinin 

%19'unun PD-L1 pozitif olduğunu göstermiştir. Buna ek olarak, Tung ve arkadaşları, 

biyolojik belirteç olarak PD-L1'in rolünün belirsiz olmasına rağmen, primer TNBC 

hücrelerinin %26'sının (193'te 51 tanesinin) yüzeylerinde PD-L1 ifade ettiklerini 

keşfetmiştir (Dua ve Tan 2017). 

Dahası PD-1 ile ligandı PD-L1 arasındaki etkileşimin aracılık ettiği bu önemli 

kontrol noktası birçok klinik çalışmanın merkezinde yer almaktadır (James ve ark. 

2013). PD-L1'i eksprese eden kanserlerde PD-L1 blokajı, anti-tümör immün yanıtları 

indüklemede ve kişiye özel terapi planlamasında önemli bir rol oynamakta, böylece 

birçok katı tümörün tedavi şeklini değiştirmektedir (Drake ve ark. 2014; Sun ve ark. 

2016). Tümör hücrelerinde PD-L1 pozitifliği prognozla ilişkili olduğundan PD-L1, 

TNBC için etkin immünoterapötik ajanların işaretleyicisi olarak potansiyel 

sunmaktadır (Dua ve Tan 2017; Mittendorf ve ark. 2014; Sun ve ark. 2016). Bu 

doğrultuda birçok tümörde pre-klinik ve klinik çalışmalarda BMS-936559 ve 

MPDL3280A gibi anti-PD-L1 antikorları ile PD-L1 hedefli tedaviler araştırılmış, elde 

edilen sonuçlar doğrultusunda 28-8 klonu, 22C3 klonu, klon SP142 ve klon E1L3N 

gibi çoklu monoklonal PD-L1 antikorları ticari olarak geliştirilmiştir (Sun ve ark. 

2016).  

 

4.5 FOXM1 SİNYAL YOLAĞI 

 

4.5.1 Tanım ve Genel Bilgi 
Memeli transkripsiyon faktörü Forkhead Box M1 (FOXM1), 100 amino asit 

uzunluğunda kanatlı sarmal DNA bağlanma alanını paylaşan Forkhead ailesi 

proteinlerinin üyelerinden biridir (Laoukili ve ark. 2007). FOXM1 transkripsiyon 

faktörü, esasen hücre proliferasyonu, farklılaşması ve transformasyonunda rol 

oynayan hücre döngüsü genlerinin ekspresyonunun düzenlenmesinde önemli bir rol 

oynar (Halasi ve Gartel 2013). Dört FOXM1 izoformu vardır: alternatif birleştirme ile 

üretilen FOXM1A, B, C ve D proteinleri mevcuttur. FOXM1 geninin ifadesi sırasında 

genin promotör bölgesine çeşitli moleküller bağlanarak FOXM1 geninin ifadesini 
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değiştirebilmektedir. (Yeşil: aktivatör, kırmızı: baskılayıcı elemanlar) (Şekil 4.5.1.1) 
(Liao ve ark. 2018).  

 

 

Şekil 4.5.1.1: FOXM1 genindeki genomik yapı ve kodlama izoformları ve FOXM1 

promotör bölgesindeki transkripsiyon faktörü bağlanma sahaları (Liao ve ark. 2018). 

 

Çoğu insan kanserinde, FOXM1 aşırı eksprese edilir ve bu, kanser hastaları için 

kötü bir prognoza işaret eder (Liao ve ark. 2018). FOXM1 ayrıca Hanahan ve 

Weinberg tarafından tanımlanan tüm kanser belirtilerinde rol oynar (Gartel 2017). 

2010 yılında Yılın Molekülü olarak adlandırılmıştır (Liao ve ark. 2018). FOXM1A 

sitoplazmada yerleşen transkripsiyonel bir baskılayıcıdır. FOXM1B’nin insan 

kanserlerinde diğer izoformların baskın olarak fazla ifade edilmediği durumlarda 

antikanser ilaçları için çekici bir hedefi olduğuna inanılmaktadır. FOXM1C, bazı 

tümörlerde aşırı eksprese edilen transkripsiyon aktivatörüdür. FOXM1D ise ağırlıklı 

olarak sitoplazmada bulunur ve metastazı teşvik edebilir. FOXM1'in onkojenik 

potansiyelinin, kanser gelişiminin farklı aşamalarında yer alan hedef genleri trans-

aktive etme kapasitesi ile belirlendiği varsayılmıştır (Gartel 2017). Kanser 

biyolojisinde  FOXM1’ın  etkilediği mekanizmalar Şekil 4.5.1.2’de gösterilmektedir 

(Koo ve ark. 2012).  
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Şekil 4.5.1.2: Kanser Biyolojisinde FOXM1’ın rolleri (Koo ve ark. 2012). 

 

4.5.2 Karsinogenezde FOXM1’in Rolü ve Güncel Çalışmalar  

FOXM1'in aşırı ekspresyonu, çok çeşitli kanser türlerinde tespit edilmiştir 

(Laoukili ve ark. 2007; Halasi ve Gardel 2013; Gartel 2017). Son zamanlarda, 

FOXM1'in kanserdeki önemli rolünü doğrulayan 18.000 kanser vakası incelenmiş ve 

sadece 39 insan tümöründe negatif sonuçlar elde edilmiştir (Gentles ve ark. 2015). 

FOXM1'in onkojenik aktivitesini insan hücrelerinde nasıl uyguladığı ile ilgili birkaç 

mekanizma üzerinde durulmaktadır. Bir mekanizma, gelişmiş hücre proliferasyonu da 

dahil olmak üzere birçok öncül tümörjenik etkiye yol açan FOXM1 hedeflerinin 

transkripsiyonel aktivasyonu ile bağlantılıdır (Halasi ve Gardel 2013). Alternatif 

olarak ikinci mekanizmada, FOXM1’ın diğer proteinlerle etkileşime girerek onkojen 

olarak işlev gösterdiği ve farklı onkojenik yolları destekleyebildiğidir. Buna örnek 

olarak, FOXM1 onkogenik WNT ve TGF-y sinyal yollarını indüklemek için beta-

katenin veya SMAD3 gibi diğer proteinlerle etkileşime girerek onkojenik bir rol 

oynayabilmektedir (Şekil 4.5.2.1) (Gartel 2017).  
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Şekil 4.5.2.1: Kanserde FOXM1 etkileşimlerinin farklı örnekleri (Gartel 2017).  

 

Ayrıca yapılan çalışmalar sonucunda p53 mutasyonu sonrası p53 seviyesinin 

azalması ile FOXM1 ekspresyonunun ters orantılı olarak arttığını gösterilmiştir 

(Pandit ve ark. 2009; Barsotti ve Prives 2009). Bu da insan tümörlerinde p53 

inaktivasyonunun yaygınlığı dolayısıyla FOXM1'in aşırı ekspresyonunu destekler 

niteliktedir. Dolayısıyla FOXM1, kanser hücrelerinin genomik instabilitesini ve 

apoptoza karşı direncini de arttırmaktadır (Halasi ve Gardel 2013). Fonksiyonel olarak 

FOXM1 eksik serviks kanser hücrelerinde (C33A) yapılan bir çalışmada, 

FOXM1c'nin zorunlu ekspresyonunun hücre proliferasyonunu ve başlangıç 

bölgesinden bağımsız büyüme kabiliyetini önemli ölçüde arttırdığı bulunmuştur. 

Bunun tersine, FOXM1 eksprese eden rahim ağzı kanseri hücreleri (SiHa) üzerinde 

RNA ile FOXM1’in baskılanmasının ise siklin B1, siklinD1 ve cdc25B'nin azalmasına 

ve p27Kipl ve p21Cipl'in artmasına sebep olduğu, böylece hücre çoğalmasında ve 

migrasyonda önemli ölçüde inhibisyona yol açtığı görülmüştür  (Chan 2008). 

Yapılan başka bir çalışmada ise, Kanser Genom Atlasından alınan meme 

karsinomu gen ekspresyon verileri kullanılarak, bazal benzeri meme kanseri alt tipinde 

FOXM1 ekspresyonunun diğer meme kanseri alt tiplerine kıyasla arttığı tespit 
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edilmiştir. Thiostrepton kullanılarak FOXM1'in baskılanmasının, MDA‑MB‑231 üçlü 

negatif meme kanseri hücrelerinin proliferasyonunu ve siklin A2, siklin B2, kontrol 

noktası kinaz 1, sentrozomal protein 55 ve polo benzeri kinaz 1 dahil olmak üzere 

hücre döngüsü ile ilişkili genlerin ekspresyonunu inhibe ettiğini belirlenmiştir (Tan ve 

ark. 2019). Farklı Cdk/siklin komplekslerinin Rb/E2F ve FOXM1 aracılı 

transkripsiyon ve  hücre döngüsü ilerleyişi üzerine etkileri Şekil 4.5.2.2’de 

gösterilmektedir (Lim ve Kaldis 2013).  

 

 

Şekil 4.5.2.2: Farklı Cdk/siklin kompleksleri, Rb/E2F ve FOXM1 aracılı 

transkripsiyon ve  hücre döngüsü ilerleyişi (Lim ve Kaldis 2013). 

 

Tüm bu veriler ışığında, RNA etkileşimi ile tümör hücrelerinde FOXM1'in 

baskılanması ile tümör hücrelerinde hücre proliferasyonunun, metastazın, invazyonun 

ve anjiyogenezin önüne geçilebileceğine inanılmaktadır (Gartel 2017).  

 

4.6 MİKRORNA’LAR 

 

4.6.1. Mikrorna’ların Oluşumu ve İşlevleri 
İlk mikroRNA olarak kabul edilen lin-4, 1993 yılında Ambros ve Ruvkun ve 

arkadaşları tarafından Caenorhabditis elegans'ta keşfedilmeştir. (Lee ve Ambros 

2001; Wightman ve ark. 1993) Devam eden çalışmalarda miRNA'ların tüm hayvan 

modeli sistemlerinde tespiti yapılmış, bazı miRNA'ların türler arasında yüksek oranda 
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korunduğu bulunmuştur (Davis-Dusenbery ve Hata 2010; Friedländer ve ark. 2014; 

Li ve ark. 2010; Pasquinelli ve ark. 2000). 

miRNA'lar, mRNA'ların stabilitesini ve translasyonunu etkileyerek çok hücreli 

organizmalarda gen ekspresyonunun post-transkripsiyonel seviyede regüle eden 18-

25 nükleotid uzunluğunda, güçlü sekonder yapı motifleri içeren tek iplikli 

kodlanmayan RNA transkriptleridir (Uwatoko ve ark. 2019). 

Genel miRNA biyogenezi ve efektör yolları Şekil 4.6.1.1’de gösterilmektedir 

(Alberti ve Cochella 2017). miRNA biyogenezi, RNA polimeraz II/III 

transkriptlerinin post-transkripsiyonel veya ko-transkripsiyonel olarak işlenmesiyle 

başlamaktadır (Ha ve Kim 2014). Genel olarak protein kodlayan veya kodlamayan uç 

bölgesi poliadenilatlanmış birincil transkriptlerin (pri-miRNA'lar) parçası olarak RNA 

polimeraz II tarafından kopyalanır. Birincil transkript, yaklaşık 70 nükleotid 

uzunluğunda stem loop öncüsü miRNA (pre-miRNA) üretmek için Drosha 

ribonükleaz III enzimi tarafından parçalanır ve bu da sonra olgun miRNA ve antisens 

miRNA ürünlerini üretmek için sitoplazmik Dicer ribonükleaz tarafından daha da 

kesilir. Daha sonra oluşan bu olgun miRNA, miRNA ile baz eşleştirmesi yoluyla hedef 

mRNA'ları tanıyan ve en yaygın olarak hedef mRNA'nın translasyonel inhibisyona 

veya yıkımına sebep olan, RNA ile indüklenen bir susturma kompleksine (RISC) dahil 

edilir  (https://www.genecards.org/cgi-bin/carddisp.pl?gene=MIR3977, Erişim; 

26.01.2020) 

https://www.genecards.org/cgi-bin/carddisp.pl?gene=MIR3977
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Şekil 4.6.1.1: miRNA biyogenezi ve efektör yollarına genel bakış (Alberti ve Cochella 

2017). 

 

Hali hazırda tanımlanmış tüm miRNA'ların yaklaşık yarısı intrageniktir (aynı gen 

üzerinde) ve çoğunlukla intronlardan ve nispeten az sayıda protein kodlayan gen 

ekzonundan işlenirken, diğerleri intergeniktir (kromozom üzerinde başka gende), bir 

host geninden bağımsız olarak kopyalanır ve kendi promotörleri tarafından 

düzenlenirler (De Rie ve ark. 2017; Kim ve Kim 2007). 

Hücre proliferasyonu, hücre ölümü, yağ metabolizması, nöronal modelleme, 

hematopoetik farklılaşma ve bağışıklık sistemi gelişiminin kontrolü gibi çeşitli 

işlemlerde işlevleri olan bir dizi miRNA bilinmektedir (He ve Hannon 2004). 

miRNA'lar tarafından düzenlenen genleri bulmak için hesaplama teknikleri ve 

biyoinformatik algoritmalar toplam miRNA sisteminin çok azını temsil etmektedir. 

miRNA'ların, memelilerdeki belirli süreçlerin düzenlenmesinde kilit rolleri 

bulunmaktadır (Vasudevan 2012, Makarova ve ark. 2017). 

miRNA'lar, hedef genlerin sentezlenmesini, hedef mRNA'ların genellikle 3'-UTR 

bölgelerinde bulunan ve çevirinin inhibisyonu ve/veya mRNA parçalanması ile 

sonuçlanan tamamlayıcı sekanslarla etkileşim kurarak post-transkripsiyonel seviyede 

düzenlerler (Bartel 2004; Chen ve ark. 2013). Çoğu durumda, miRNA'lar ekspresyonu 
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baskılamak için hedef mRNA'ların 3′-UTR'si ile etkileşime girerler (Ha ve Kim 2014; 

Zhou ve ark. 2017). Bununla birlikte, miRNA'ların 5′-UTR, kodlama dizisi ve gen 

promotörleri dahil diğer bölgelerle etkileşimi de rapor edilmiştir (Broughton ve ark. 

2016). Ayrıca, miRNA'ların belirli koşullar altında gen ekspresyonunu aktive ettiği 

gösterilmiştir (Vasudevan 2012). Son dönemlerde yapılan çalışmalar, miRNA'ların, 

translasyon oranını ve hatta transkripsiyonu kontrol etmek için farklı alt hücre 

kompartmanları arasında gidip-geldiğini göstermiştir (Makarova ve ark. 2017).  

 

4.6.2. Kanser Tedavisinde Mikrorna’ların Kullanımı 
miRNA’lar, kardiyovasküler ve nörodejeneratif hastalıklar gibi birçok hastalıkta 

ve aynı zamanda insan kanserlerinin patogenezinde ve klinik uygulamalarda terapötik 

olarak hayati bir rol oynarlar (Chen ve ark. 2013; Ferlay ve ark. 2013; Zhang ve ark. 

2007). miRNA'lar, çok çeşitli insan kanserlerini belirli işaretlerle sınıflandırmak ve 

insan kanserlerinin moleküler yapısını tanımlamak için kullanılabilir (Calin ve Croce 

2006; Volinia ve ark. 2006; Zhang ve ark. 2007).  

Çeşitli kanserlerde anormal şekilde eksprese edildiğinde çeşitli onkojenik veya 

tümör baskılayıcı miRNA'lar tümör oluşumunun ve büyümesinin duzenleyici olarak 

görev alabilirler. miRNA'ların kanserdeki rolü ve kanserde miRNA tabanlı tedaviler 

ile ilgili genel bir şema Şekil 4.6.2.1’de gösterilmektedir (Balacescu ve ark. 2018).  

 

Şekil 4.6.2.1: miRNA'ların kanserdeki rolü ve kanserde miRNA tabanlı tedaviler 

(Balacescu ve ark. 2018). 
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miRNA-21, miRNA-17-92, miRNA-155 ve miRNA-372 dahil olmak üzere 

onkojenik miRNA’lar kanser dokularında aşırı eksprese edilirken, miRNA-34 ve 

miRNA-15a ve miRNA-16 gibi Let-7 aile üyeleri tümör baskılayıcı olarak düşünülür 

ve kanser dokularında ekspresyonları genellikle azdır (Esquela-Kerscher ve Slack 

2006). 

Yıllar süren çalışmalar sonucunda artan kanıtlar, miRNA'ların meme kanseri 

progresyonu, invazyonu, anjiyojenezi ve metastazında önemli roller oynadığını 

göstermiştir (Ames ve ark. 2009). Görünüşe göre, bazı miRNA'lar fonksiyonel olarak 

Src ve MAPK gibi birkaç önemli hücre çoğalma yolunda yer almaktadırlar ve meme 

kanseri hücrelerinde bu miRNA'ların anormal ekspresyonu, tümör inhibörlerinden 

saklanmada ve proliferatif sinyali sürdürmede etkili olmaktadır (Hwang ve ark. 2013; 

Tanic ve ark. 2012). Bu veriler sonucunda TNBC’nin genetik yapısının 

incelenmesinde kullanılabilecek mikroRNA'lar gibi kodlamayan RNA'ların, hücre 

döngüsü düzenlemesi, farklılaşma, metabolizma ve yaşlanma da dahil olmak üzere 

çeşitli biyolojik süreçlerde gen ifadesinin yeni düzenleyicileri olarak kullanılabileceği 

düşünülmektedir (Ames ve ark. 2009). 

 

4.6.3 hsa-miR-3977 Ailesi 

5q14.2 kromozomu üzerinde yer alan (Şekil 4.6.3.1) ve post-translasyonel 

seviyede düzenlenmeyen hsa-miR-3977 (MIMAT0019362) tek iplikli RNA 

transkripti insana özgü bir dizilime sahiptir 

(https://rnacentral.org/rna/URS000075BDA6/9606, Erişim:01.01.2020). 23 nükleotid 

uzunluğundaki olgun miR-3977’nin nükleotid sekansı: “gugcuucaucguaauuaaccuua” 

şeklindedir (https://www.genecards.org/cgi-bin/carddisp.pl?gene=MIR3977, Erişim; 

26.01.2020).  

 

Şekil 4.6.3.1: Prekürsör ve olgun hsa-miR-3977’nin genom konumu 

(https://rnacentral.org/rna/URS000075BDA6/9606, Erişim:01.01.2020). 

https://rnacentral.org/rna/URS000075BDA6/9606
https://www.genecards.org/cgi-bin/carddisp.pl?gene=MIR3977
https://rnacentral.org/rna/URS000075BDA6/9606
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hsa-miR-3977, AKT/PKB ve MEK/MAPK gibi bazı önemli sinyal yolaklarını 

hedefleyerek kanser hücresinin invazyonunu ve metastazını önemli ölçüde etkileyen 

bir molekül olduğuna inanılmaktadır (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, Erişim: 16.01.2020). Bu proteinlerin ekspresyon 

seviyeleri, birçok kanser türünde kötü prognozla ilişkilidir (Steelman ve ark. 2011). 

Dolayısıyla bu çalışmada miR-3977 seviyesinin TNBC’de incelenmesi ve miR-

3977’nin tümörojenez ile yakın ilişkilisi ile potansiyel prognostik belirteç veya 

terapötik hedef olarak çalışılması amaçlanmıştır.  

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
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
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
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5. GEREÇ VE YÖNTEM 

 

 

Bu tez çalışması TÜBİTAK 2214-A Yurt Dışı Doktora Sırası Araştırma Burs 

Programı (2017 II. Dönem) ile desteklenerek Manisa Celal Bayar Üniversitesi Tıp 

Fakültesi Sağlık Bilimleri Etik Kurulu’nun 16/10/2019 tarih ve 20.478.486 karar 

numaralı onayı ile 2. Tez Danışmanı Doç. Dr. Bülent ÖZPOLAT gözetiminde Texas 

Üniversitesi, MD Anderson Kanser Merkezi, Deneysel Tedaviler Departmanı’nda 

(Houston, Texas, ABD) gerçekleştirilmiştir.  

 

5.1. HÜCRE HATLARI VE HÜCRE KÜLTÜRÜ 

 

Kanser hücrelerinde moleküler çalışmaların gerçekleştirilmesini amaçlayan 

projemizde ilk basamak olarak, belirlenen hücre hatlarının uygun hücre kültür ortamı 

ve koşullarında üretilmesi gerçekleştirilmiştir. Yapılan literatür taramasına ve 

Amerikan Tip Kültür Koleksiyonu (ATCC)’den alınan referanslara dayanarak, 

projemizde üçlü negatif meme kanseri hücre modeli olarak MDA-MB-436, MDA-

MB-231, BT-20 insan üçlü negatif meme kanseri hücre hatları kullanılmıştır. MDA-

MB-436, MDA-MB-231, BT-20 hücre hatlarının hiçbiri ER, PR ve HER2 yüzey 

reseptörlerini eksprese etmemektedir. MDA-MB-231 ve MDA-MB-436 hücre hatları 

plevral effüzyon metastatik meme bezi kaynaklı kötü diferansiye hücrelerdir ve 

MDA-MB-231 hücre hattı p53 ve KRAS mutasyonuna, MDA-MB-436 hücre hattı ise 

BRCA1ve RB1 mutasyonuna sahiptir. BT-20 hücre hattı ise birincil meme kaynaklı 

kötü diferansiye hücrelerdir ve p53 ile PIK3 gen mutasyonlarına sahiptir. Bu üç hücre 

hattı üçlü negatif meme kanseri modelinde genellikle kullanılan, morfolojik ve genetik 

karakteristikleri iyi çalışılmış hücreler olmaları sebebi ile seçilmişlerdir.  

Bu hücre hatlarından MDA-MB-436 ve MDA-MB-231, Texas Üniversitesi MD 

Anderson Kanser Merkezi Hücre Hattı Merkezi, ABD’den, BT-20 (HTB-19) 

Amerikan Tip Kültür Koleksiyonu (ATCC), ABD’den ticari olarak temin edilmiştir. 

Tüm üçlü negatif meme kanseri hücre hatları %10 Fetal Bovin Serumu (FBS) 

(35016CV, Corning, ABD) ve 100 IU/ml Penisilin/Streptomisin (30002CL, Corning, 
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ABD) içeren Dulbecco's modified Eagle's medium (DMEM/F12) (10090CV, 

Corning, ABD) besi ortamı içerisinde 37°C sıcaklık, %95 nem ve %5CO2 koşullarını 

sağlayan inkübatör (3010, Thermo Scientific, ABD) ile çoğaltılmışlardır. 

Doğal öldürücü hücre (Natural Killer Cell) tabanlı immünoterapi çalışmaları için 

ise, insan NK hücrelerinin fonksiyonunu incelemek için uygun bir model olan NK-92 

(CRL-2407) doğal öldürücü hücre hattı Amerikan Tip Kültür Koleksiyonu 

(ATCC)’den ticari olarak temin edilerek kullanılmıştır. NK-92 hücreleri %12.5 FBS 

(35016CV, Corning, ABD), %12.5 Horse Serumu (16050122, ThermoFisher, ABD), 

1.5 g/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) içeren Alpha MEM 

(12000-063, ThermoFisher, ABD) besi ortamında 37°C sıcaklık, %95 nem ve %5CO2 

koşullarını sağlayan inkübatör (3010, Thermo Scientific, ABD) ile çoğaltılmışlardır. 

Ayrıca deneylerde kullanılan kordon kanından elde edilmis doğal öldürücü hücreler 

(CBNK) Teksas Üniversitesi MD Anderson Kanser Merkezi Kök Hücre Nakli ve 

Hücresel Terapi Anabilim Dalı, ABD’den temin edilmiştir.  

 

5.2. MİRNA VE SİRNA TRANSFEKSİYON DENEYİ 

 

Hücreler, 6 kuyucuklu steril hücre kültürü plakalarına (1x105 hücre/kuyucuk) 

ekildikten 24 saat sonra, 100 uM siRNA-FOXM1 (SASI-Hs01-00243985, Sigma-

Aldrich, Almanya), siRNA-eEF2K (WD07813156, 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 ajanı ile (9 ul/kuyucuk) FBS ve penisilin/streptomisin içermeyen 

DMEM/F12 besiyeri içerisinde oda sıcaklığında 20 dakika  karışıma bırakılmış 

ardından hücreler transfekte edilmiştir. 6 saatlik inkübasyondan sonra, transfeksiyon 

besiyeri normal besi yeri ile değiştirilmiştir. Hücreler 72 veya 96 saat inkübe edilmiş 

ve Western Blot, RT-qPCR, RPPA analizleri için toplanmışlardır.  
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5.3. MİGRASYON ANALİZİ 

 

Hücre hareketliliği ve göçü (migrasyon) kapasitesindeki değişimi ölçebilmek için 

in-vitro yara iyileşmesi deneyi kurgulanmıştır. Bunun için 6-kuyucuklu steril hücre 

kültürü plaklarına ekilen hücrelerin (7x104 hücre/kuyucuk) siRNA ve miRNA’lar ile 

transfeksiyonunun tamamlanmasının ardından hücrelerin kapladığı flask tabanı 200 

ul’lik steril pipet ucu ile düz bir çizgi halinde boydan boya çizilmiştir (0. saat). 

Ardından yüzen hücreleri ortamdan uzaklaştırmak için besiyeri bir kez değiştirilmiş 

ve hücreler 37°C sıcaklık, %95 nem ve %5CO2 koşullarında inkübasyona 

bırakılmıştır. Kontrol uygulamasındaki kapanma miktarı dikkate alınarak 0. ve 36. 

saatlerinde çizilen alanların fotoğrafı Faz-Kontrast Mikroskobu (Nikon Eclipse TE-

200-U, Japonya) kullanılarak çekilmiştir. Migrasyon miktarı, belirlenen zaman 

sürecinde (0. ve 36. saatler) oluşan ilerlemenin, ilk yara genişliği ile farkının ImageJ 

yazılımı (NIH, Bethesda, ABD) ile ölçülmesiyle hesaplanmıştır. Her deney için en az 

5 rastgele örtüşmeyen fotoğraf çekilmiş ve deneyler 3 tekrarlı olarak yapılmıştır.  

 

5.4. İNVAZYON ANALİZİ 

 

İnvazyon analizi matrijel (0,7 mg/mL; 356234, BD Biosciences, ABD) ile 

kaplanmış geçirgen membranlı transwell insert sistemi (8 µm por boyutlu; 353097, 

Fisher Scientific, ABD) kullanılarak gerçekleştirilmiştir. 6-kuyucuklu steril hücre 

kültürü plaklarına ekilen hücrelerin (7x104 hücre/kuyucuk) siRNA ve miRNA’lar ile 

72 saatlik transfeksiyonunun tamamlanmasının ardından hücreler toplanarak 

transwell sistemindeki üst kuyucuklara serum içermeyen besiyerinde (8x10
4
 

hücre/100ul) ekilmiş, alt bölgeye de %10 FBS içeren ortam konulmuş ve hücreler 

37°C sıcaklık, %95 nem ve %5CO2 koşullarında inkübasyona bırakılmıştır. 24 saatin 

sonunda invaze olarak alt tarafa geçen hücreler fikse edilerek Hema3 Boyama Kiti 

(22-122911, Fisher Scientific, ABD) ile boyanmıştır. Altta kalıp invaze olmayan 

hücreler pamuklu çubuk yardımıyla silinerek uzaklaştırılmışlardır. İnvaze olan 

hücreler ışık mikroskobu kullanılarak en az 5 farklı alanda sayım gerçekleştirilmiştir. 

Her bir hücre grubundaki invazyon özellikleri muamele yapılmamış kontrol 

hücrelerine oranlanarak belirlenmiş ve transfeksiyonlara göre değerlendirilmiştir. 
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Görüntüler ImageJ yazılımı (NIH, Bethesda, ABD) kullanılarak test edilmiş ve 

ölçülmüştür. Deneyler 3 tekrarlı olarak yapılmıştır. 

 

5.5. TÜMÖR OLUŞTURMA KABİLİYETİ ANALİZİ 

 

Tümör oluşumu üzerine mikroRNA ve siRNA’lerin etkisini belirlemek için 

klonojenik analiz yapılmıştır. Hücrelerin 6-kuyucuklu steril hücre kültürü plaklarına 

tek tek düşmelerini sağlamak için iyice süspansiyonu ve ardından ekimi (1x103 

hücre/kuyucuk) yapılmıştır. Hücreler ekildikten 24 saat sonra 50 uM siRNA ve 

miRNA’ler ile 6 saat transfeksiyona bırakılmıştır. Ardından transfeksiyon besiyeri 

%10 FBS içeren ortam ile değiştirilmiş ve hücreler koloni oluşturmaları için 10-14 

gün boyunca 37°C sıcaklık, %95 nem ve %5CO2 koşullarında inkübasyona 

bırakılmıştır. Oluşan koloniler %10’luk kristal violet ile boyanıp en az 50 hücre içeren 

tümör küreleri ImageJ yazılımı (NIH, Bethesda, ABD) kullanarak sayılmıştır. 

Deneyler 3 tekrarlı olarak yapılmıştır.  

 

5.6. PROTEİN EKSTRAKSİYONU VE İMMUNOBLOTLAMA 
(WESTERN BLOTTİNG) ANALİZİ 

 

miRNA ve siRNA’ler ile transfeksiyonu gerçekleştirilmiş hücreler 6 kuyucuklu 

steril hücre kültürü plakalarından tripsin kullanılarak toplanmıştır. Ardından hücreler 

4°C’de 5 dakika 1.100×g’de santrifujlenmiş ve bir kez 4°C’de PBS ile yıkaması 

yapılmıştır. 4°C’de tutulan pelletler üzerine %1 proteaz inhibitör kokteyli (P8340, 

Sigma Aldrich Biotechnology, ABD), %1 fosfataz inhibitör kokteyli (P2850, Sigma 

Aldrich Biotechnology, ABD) ve % 0,4 sodyum florür eklenen ripa tamponu (89900, 

Thermo Scientific, ABD) ilave edilmiş ve hücreler buz üzerinde 45 dakika inkubasyona 

bırakılmıştır. Bu süre içerisinde her 5 dakikada bir vortekslenerek homojenite 

sağlanmıştır.  İnkübasyonun sonrası örnekler 4°C’de 10 dakika 12.000×g’de 

santrifüjlenmiş ve üstteki süpernatant başka bir tüpe alınarak örneklerden protein 

ekstraksiyonu gerçekleştirilmiştir. Elde edilen protein lizatlarındaki toplam protein 

konsantrasyonu her örnek için BCA protein ölçüm kiti (23225, Thermo Scientific, 

ABD) kullanılarak 570nm dalga boyunda ölçülmüştür. Hesaplamaların ardından 

50ug/20ul protein miktarına sahip örnekler, laemmli-SDS tamponu (BP-111NR, 
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BioPlus, ABD) ile karıştırılarak 100°C’de 5 dakika denatüre edilmiştir. Örnekler 

soğumalarının ardından %10’luk hazır poliakrilamid jelde (4561033, Bio-Rad, ABD) 

50V’ta 180 dk. yürütülmüşlerdir. Ardından metanol ile 1 dakika aktive edilmiş PVDF 

(polivinilden florit) (IPVH00010, Merck-Millipore, Almanya) membranlar 

kullanılarak proteinlerin jellerden membranlara transferi 4°C’de 23V’luk güçte 20 

saat boyunca sağlanmıştır.  Membranlar sonra 10 dakika boyunca TBS-T (% 2 Triton 

X-100 içeren Tris tampon salin) ile yıkanmış ve %5’lik süt tozu (1706404, Bio-Rad 

Laboratories, ABD) ile hazırlanan bloklama çözeltisi ile 1 saat inkübe edilmiş ve 

primer antikor ile gece boyunca muameleye bırakılmıştır.  Daha sonra 3 kez 10’ar 

dakika TBS-T ile yıkaması yapılmış membranlar HRP (horseradish peroksidaz 

enzimi) bağlı ikincil antikorla oda sıcaklığında 1 saat inkübe edilmiş ve protein 

seviyelerini oluşturan bantlar kemilüminesan belirleme kiti (NEL103001EA, Pelkin 

Elmer, ABD) kullanılarak Alpha Innotech Imager HP System’de (ProteinSimple, 

ABD) görüntülenmişlerdir. Bant yoğunlukları AlphaImager yazılımı ile 

nicelleştirilmiştir. 

 

Tablo 5.6.1: Immunoblotlamada kullanılan birincil ve ikincil antikorların listesi. 

Antikor  Katalog Numarası / Üretici Firma  Kullanılan Konsantrasyon 

EF2K  3692, Cell Signal, ABD 

 

1:1000 

p-EF2  2331S, Cell Signal, ABD 1:1000 

EF2  2332S, Cell Signal, ABD 1:1000 

FOXM1  Sc-271746, Santa Cruz, ABD 1:200 

  PD-L1    ab210931Abcam, ABD  1:1000 

  GAPDH    5174S, Cell Signal, ABD  1:1000 

  p-SRC    2101S, Cell Signal, ABD  1:1000 

  SRC    2108S, Cell Signal, ABD  1:1000 

  p-FAK    MAB4528, R&D Systems, ABD  1:1000 

  FAK    AF4467, R&D Systems, ABD  1:1000 

  Cyclin D1    2922S, Cell Signal, ABD  1:1000 

  Caspase 9    9502S, Cell Signal, ABD 

 

1:1000 

B-ACTIN  58169S, Cell Signal, ABD 1:10000 

IgG-HRP  7074S, Cell Signal, ABD 1:2000 

IgG-HRP  7076S, Cell Signal, ABD 1:2000 
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5.7. RNA İZOLASYONU VE RT-qPCR ANALİZİ 

 

Örneklerde miRNA ve siRNA uygulamalarının target genler üzerindeki etkisinin 

mRNA seviyesinde ölçülmesi için RT-qPCR yöntemi kullanılmıştır. Buz üzerine 

alınan 6 kuyucuklu steril hücre kültürü plakalarında bulunan örnekler TRIzol RNA 

izolasyon reaktifi (1000 ul/kuyucuk) (15596026, Thermo Scientific, ABD) ile 10 

dakika inkübasyonun ardından ependorf tüplerine alınmıştır. Daha sonra her örnek 

üzerine 200 ul kloroform eklenmiş ve 3’er dakika inkübasyonun ardından 

6500×rpm'de, 15 dakika boyunca santrifüj edilmişlerdir. Elde edilen kırmızı renkli 

fenol-kloroform, interfaz ve renksiz üst fazlarından renksiz faz alınarak yeni bir 

tüplere aktarılmıştır. Yeni tüpler üzerine 500 ul 2-izopropanol ilave edilmiş ve 10 

dakika inkübasyon sonrası 6500×rpm’de 10 dakika santrifüjlenerek total RNA’nin 

tüpün dibinde beyaz çökelmesi sağlanmıştır. Total RNA örnekleri 1 ml %75 etanol ile 

yıkanmıştır. Örneklerin hava ile kurutulmasının ardından 40 ul nükleaz içermeyen su 

içerisinde çözülmesi ve 55°C’de 15 dakika inkübasyon sonrası Nanodrop cihazı 

(Thermo Scientific, ABD) ile izolasyon kalitesi ve RNA miktarı ölçülmüştür. 

Örnekler kullanılmak üzere -20°C'de saklanmıştır. 

Örneklerdeki miRNA ekspresyon seviyelerini ölçmek için qScript mikroRNA 

cDNA Sentez Kiti (95107, Quanta Biosciences, ABD) kullanılarak 42°C'de 60 dakika, 

70°C'de 5 dakika tutularak tamamlayıcı DNA (cDNA) sentezlenmiştir. Gerçek 

zamanlı qPCR yöntemi ile miR-3977 primer seviyesi (Sigma-Aldrich, Almanya) BX-

384 RT-PCR tespit cihazında (Bio-Rad, ABD) ölçülmüş ve endojen kontrol olarak da 

U6 küçük nükleer RNA (RNU6) (Sigma-Aldrich, Almanya) kullanılmıştır. Hedef 

genlerin mRNA seviyelerinin tespiti için ise RNA'dan cDNA Sentez Kiti (95047, 

Quanta Biosciences, ABD) kullanılarak cDNA sentezlenmiştir. qRT-PCR, Sso 

Advanced Universal SYBR-Green SuperMix (Bio-Rad, ABD) kullanılarak BX-384 

RT-PCR tespit cihazında (Bio-Rad, ABD) yapılmıştır. Reaksiyonlar üç tekrarlı olarak 

gerçekleştirilmiştir. Hedef genlerin mRNA ekspresyon seviyeleri gliseraldehit 3-

fosfat dehidrojenaz (GAPDH) internal kontrol kullanılarak normalleştirilmiştir. Sens 

(Forward) ve anti-sens (Reverse) primerlerinin sekansları eEF2K, PD-L1 ve FOXM1 

için sırasıyla 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 sırasıyla 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 edilmiştir. 

İfadedeki göreceli farklılıklar, karşılaştırmalı eşik çevrim (2-ΔΔCt) yöntemi kullanılarak 

belirlenmiş, EEF-2K ve PD-L1 ve FOXM1 gen ifadeleri GAPDH transkripti ile 

normalize edilerek değerlendirilmiştir.  

 

5.8. FLOW SİTOMETRİ ANALİZİ 

 

miRNA ve siRNA’lar ile transfekte edilen hücreler apoptoz saptama kiti 

(BDB556547, BD Biosciences, ABD) kullanılarak üreticinin protokolüne göre FITC-

AnnexinV ve PI boyaması ile MD Anderson Kanser Merkezi Akış Sitometrisi ve 

Hücresel Görüntüleme Analizi Merkezi'nde bulunan FACS Calibur akış sitometresi 

(BD Biosciences, ABD) cihazı ile analiz edilmiştir. Apoptotik hücrelerin sayısını 

saptamak için CellQuest Pro yazılımı (BD Biosciences, ABD) kullanılmıştır. Hücre 

siklusu testi Propidium Iodide boyama ile değerlendirilmiştir. Deney üç tekrarlı olarak 

gerçekleştirilmiştir. 

 

5.9. TÜMÖR HÜCRELERİ İLE NK HÜCRELERİNİN KO-KÜLTÜRÜ 

 

Tümör hücreleri, 96 kuyucuklu steril hücre kültürü plakalarına (1x104 

hücre/kuyucuk) ekildikten 24 saat sonra, farklı dilüsyonlardaki Tümör Hücresi:Doğal 

Öldürücü Hücre oranları (1:1, 1:2, 1:4, 1:8, 1:16 oranları LDH sitotoksisite analizi 

için, 1:1, 1:5, 1:10, 1:20 oranları Cr51 Hücre canlılığı analiz testi için kullanılmıştır) 

NK hücreleri ile farklı sürelerde (6 ve 12 saat) inkübasyona bırakılarak optimizasyon 

çalışmaları yapılmıştır. Ko-kültür çalışmalarında kullanılan dilüsyon miktarlarına 

uygun oranda besiyeri kullanımıştır. Oluşan değişiklikler mikroksobi ve Cr51 

yöntemleri kullanılarak değerlendirilmiştir. Deney üç tekrarlı olarak 

gerçekleştirilmiştir.  
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5.10. CR51 (KROMİYUM51) HÜCRE CANLILIĞI ANALİZİ 

 

Cr51 analizi çalışmaları Teksas Üniversitesi MD Anderson Kanser Merkezi Kök 

Hücre Nakli ve Hücresel Terapi Anabilim Dalında gerçekleştirilmiştir. Toplam ekimi 

yapılacak tümör hücreleri 1000 ul içerisinde 100 ul Cr51 radyoaktif ajanı ile 2 saat 

normal inkübasyon koşullarında muamele edilmiştir. İnkubasyonun ardından 2 defa  

400×g’de 5 dakika PBS ile yıkanan hücreler kuyucuk başına 50 ul içerisinde (2.5x103 

hücre/kuyucuk) 96 kuyucuklu steril hücre kültürü plakalarına ekilmiş ve üzerlerine 

dilusyona uygun miktarlarda hazırlanan NK hücreleri kuyucuk başına 50 ul içerisinde 

eklenerek 6 saat normal büyüme ortamında inkübasyona bırakılmıştır. İnkübasyon 

sonrası 96 kuyucuklu kültür plakaları 400×g’de 5 dakika santrifüjlenerek 

süpernetanttan 50 ul alınmış ve yeni 96 kuyucuklu plakalara aktarılarak gece boyu oda 

sıcaklığında kurumaya bırakılmıştır. Buharlaşan süpernatant sonrası kuyucuklarda 

kalan Cr51 miktarları plaka okuyucu ile ölçülmüştür. Elde edilen değerler ile yüzde 

sitotoksisite aşağıdaki formül yardımı ile hesaplanmıştır. Sonuçların kantitatif 

değerlendirilmesi yapılırken bütün örneklerden arka plan değeri çıkartılmış, 

örneklerdeki ölüm oranı hücre parçalama solüsyonu (SDS) ile hücrelerin %100’ünün 

öldüğü kontrol grubuna göre normalleştirilerek bulunmuştur. Reaksiyonlar üç tekrarlı 

olarak gerçekleştirilmiştir. 

 (Test Örneği – Arka Plan Değeri) 

        Cytotoxicity (%) =                                                                x 100 

                                                      (Kontrol Grubu – Arka Plan Değeri)  

 

5.11. MİRNA NANOPARTİKÜLLERİNİN HAZIRLANMA 

ÇALIŞMALARI 

 

Ortotopik Ksenogreft Tümör Modeli Çalışmalarında Albumin-Serisin (2:1 w/w) 

Nanopartikülü kullanılmıştır.  0.027 gr HSA (İnsan Serum Albümini) (A-9511, 

Sigma-Aldrich, Almanya) ve 0.013 gr Serisin (Hacettepe Üniversitesi Biyokimya AB, 

Türkiye) molekülleri 1’er ml di-iyonize su içerisinde çözülmüştür. Ardından iki 

solüsyon 5 dakika boyunca karıştırılmış, üzerine renk bulanıklaşıncaya kadar damla 

damla desolvasyon ajanı %100 etanol (2ml) ve çapraz bağlayıcı %8’lik Gluteraldehit 

solüsyonu (G5882-25ul, Sigma-Aldrich, Almanya) eklenerek ve 2 saat boyunca 
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rotatörde sabit bir hızda mini santrifüj tüplerinde inkübasyona bırakılmıştır. Negatif 

yüke sahip olan miRNA’ların, negatif yüklü protein nanopartiküllere daha yüksek 

verimde bağlanabilmesi için partikül yüzeylerinin modifiye edilmesi için katyonik 

yüklü bir polimer olan Poli-L-lisin (PLL) (P4707, Sigma-Aldrich, Almanya) 

kullanılmıştır. Bunun için ayrı bir yerde toplam hacim 500 μl olacak şekilde %0.1’lik 

PLL solüsyonu ile miRNA (8ug/fare) oda sıcaklığında 2 saat inkübasyona 

bırakılmıştır. 2 saatin tamamlanmasından sonra PLL ile inkübe edilen miRNA 

solüsyonları manyetik karıştırıcıda 250×rpm’de karışmakta olan partikül 

süspansiyonunun içerisine damla damla eklenmiş, üzeri delinmiş alimünyum folya ile 

kapatılan mini santrifüj tüpleri gece boyu inkübasyona bırakılmıştır. Farelere 

yüklemeden önce solusyonlar ependorflara alınarak 12000×rpm’de 10 dakika 

santrifujlenmiş, 1 kez de RNAase free su ile yıkaması yapılmıştır. Elde edilen yüklü 

nanopartikül pelletleri fare başına 200ul olacak şekilde PBS içerisinde çözülmüştür. 

 

5.12. ORTOTOPİK KSENOGREFT TÜMÖR MODELİ ÇALIŞMALARI 

 

Dört haftalık atimik nude dişi fareler MD Anderson Kanser Merkezi Deneysel 

Radyasyon Onkolojisi Departmanından temin edilmiştir. Tüm çalışmalar MD 

Anderson Kurumsal Hayvan Bakımı ve Kullanım Komitesi tarafından onaylanmış 

deney protokolüne göre yürütülmüş ve bir hayvan grubu 5 dişi fareden 

oluşturulmuştur. TNBC modeli ve kontrol hücreleri, %20 matrigel içinde 2×106 hücre 

olacak şekilde her farenin meme yağ dokusuna enjekte edilmiştir. Enjeksiyondan 

yaklaşık iki hafta sonra tümör boyutları 3-5 mm'ye ulaştığında Albümin-Serisin- 

miRNA Nanopartikül tedavisine başlanmıştır. Tedavi grubundaki her bir fareye, deri 

altından 4 hafta süreyle haftada bir kez haftada bir kez (0.3 mg/kg eşdeğeri) 8ug/fare 

oranında miRNA uygulaması (toplam dört intraperitoneal enjeksiyon [ip]) yapılmıştır 

(Şekil 5.12.1). Son enjeksiyondan 3 gün sonra, fareler CO2 ile ötenazi edilmiştir. Daha 

sonra tümör dokuları çıkarılıp, immünblotlama analiz yönteminde çalışılmıştır. 

miRNA tedavi grubundan elde edilen sonuçlar, kontrol miRNA grubu ile 

karşılaştırılarak tedavi etkinliği değerlendirilmiştir. 
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Şekil 5.12.1: Uygulanan Ortotopik Ksenogreft Tümör Modeli. 

 

5.13. TÜMÖR BOYUTLARININ ÖLÇÜLMESİ ANALİZİ 

 

Tümör oluşumu belirginleşmeye başladıktan hemen sonra tümör boyutları 

ölçülerek miR-3977 enjeksiyonuna başlanmıştır. Uygulamanın gerçekleştiği 4 hafta 

boyunca enjeksiyonlar yapılmadan hemen önce tümörlerin boyutları ölçülerek 

zamana bağlı olarak gruplar arası tümör büyüme farklılıkları GraphPad Prism (sürüm 

8) yazılımı kullanılarak nicelleştirilmiştir. 

 

5.14. İSTATİSTİKSEL ANALİZ 

 

Kontrol ve tedavi gruplarını karşılaştırılması için tek yönlü varyans analizi ile iki 

grubun karşılaştırılması Student’s t testi ile ve kategorize değerlerin karşılaştırılması 

t2 testi ile analiz edilmiş, p-değerleri <0.05 olanlar anlamlı sayılmıştır. Sonuçlar, 

ortalama ± standart sapmalar (SD) olarak ifade edilmiştir. Analizler, GraphPad Prism 

(sürüm 8) yazılımı kullanılarak gerçekleştirilmiştir. 
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6.BULGULAR 

 

 

6.1. hsa-miR-3977 EKSPRESYON SEVİYESİ ÜÇLÜ NEGATİF MEME 
KANSERİNDE ANLAMLI DERECEDE DAHA UZUN HASTA SAĞKALIMI 
İLE İLİŞKİLİDİR. 

 

miR-3977 ekspresyonunun klinik önemini açıklamak için miRpower aracını 

(http://kmplot.com/analysis/) kullanarak TCGA veri tabanından alınan üçlü negatif 

meme kanserinde hasta kümesini analiz ettik. Toplam hayatta kalma oranı, yüksek 

miR-3977 ekspresyonu olan hastalarda, daha düşük miR-3977 eksprese eden hastalara 

göre önemli ölçüde daha yüksek bulundu (n = 97; p = 0.0086; Tablo 6.1.1). 

 

Tablo 6.1.1: Üçlü negatif meme kanseri hastalarında miR-3977 ekspresyonunun 

sağkalım ile ilişkisi. 
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6.2. hsa-miR-3977 EKSPRESYON SEVİYESİ ÜÇLÜ NEGATİF MEME 
KANSERİ HÜCRELERİNDE NORMAL MEME DOKUSUNA KIYASLA 
ANLAMLI DERECEDE DAHA DÜŞÜKTÜR.  

 

miR-3977'nin bazal ekspresyon seviyesini belirlemek için, üçlü negatif meme 

kanseri hücre hatlarında (MDA-MB-231, MDA-MB-436, BT-20, MDA-MB-453, 

BT-483 ve HCC1937) ve üçlü negatif meme kanseri grubuna dahil olmayan meme 

kanseri hücre hatlarında (MDA-MB-361, BT-474 ve SKBR-3), ayrıca kontrol grubu 

olarak normal insan meme epitel hücre hatlarında (MCF10A ve HMEC) RT-qPCR 

yapıldı. Sonuçlarımız, bazal miR-3977 ekspresyonunun tüm üçlü negatif meme 

kanseri ve üçlü negatif meme kanseri olmayan meme kanseri hücre hatlarında normal 

meme epitel hücrelerine kıyasla anlamlı derecede düşük olduğunu gösterdi (Tablo 

6.2.1).  

 

Tablo 6.2.1: Üçlü negatif ve üçlü negatif olmayan meme kanseri hücre hatları ile 

normal meme epitel hücre hatlarında miR-3977 bazal ekspresyon seviyesi. 
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6.3. hsa-miR-3977, EEF2K, PD-L1 VE FOXM1 mRNA'LARININ 3’-
TERCÜME EDİLMEMİŞ (3’-UTR) BÖLGELERİNE DOĞRUDAN 
BAĞLANMAKTADIR.  

 

hsa-miR-3977 ile eEF2K, PD-L1 ve FOXM1’i hedeflendiği bilgisi TargetScan 

(http://www.targetscan.org/vert_72/) ve Diana Tool (http://diana.imis.athena-

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

yapılan gen taraması sonucunda bulunmuştur.  

miR-3977'nin eEF2K, PD-L1 ve FOXM1 hedef genlerin her biri için 

mRNA’larının 3'UTR bölgelerindeki bağlanma dizileri de yine bu arama motorları ve 

NCBI blastn suite motoru 

(https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?PAGE_TYPE=BlastSearch) ile 

belirlenmiştir (Tablo 6.3.1). 

Tablo 6.3.1: hsa-miR-3977’nin eEF2K, PD-L1 ve FOXM1 mRNA'larının 3’-UTR 

bölgelerine bağlanma dizileri. 

 

http://www.targetscan.org/vert_72/
http://diana.imis.athena-innovation.gr/DianaTools/index.php
http://diana.imis.athena-innovation.gr/DianaTools/index.php
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?PAGE_TYPE=BlastSearch
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6.4. hsa-miR-3977 SEVİYESİNİN ÜÇLÜ NEGATİF MEME KANSERİ 
HÜCRELERİNDE ARTTIRILMASI EEF2K, PD-L1 VE FOXM1 mRNA 

SEVİYELERİNİ DÜŞÜRMEKTEDİR. 
 

Transfeksiyon verimliliğini kontrol etmek için ilk olarak MDA-MB-436 üçlü 

negatif meme kanseri hücreleri 50, 100, 150, 200 nmol/L konsantrasyonlarında miR-

3977 mimik veya kontrol mimik oligonükleotitleri ile 72 saat boyunca transfekte 

edildikten sonra RT-qPCR yöntemi ile analiz edildi. miR-3977 ekspresyon 

seviyesinin doza bağlı olarak uygulama gruplarında kontrol gruplarına kıyasla daha 

yüksek seviyede miR-3977 ekspresyonuna yol açtığı görüldü (Tablo 6.4.1). 

 

Tablo 6.4.1: 50, 100, 150 ve 200 nmol/L miR-3977 mimik oligonükleotit uygulaması 

sonucu miR-3977 seviye artışı.  
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miR-3977'nin eEF2K, FOXM1 ve PD-L1 mRNA düzenlemeleri üzerindeki 

doğrudan rolünü incelemek için MDA-MB-231, MDA-MB-436 ve BT-20 hücreleri 

miR-3977 mimik veya kontrol mimik oligonükleotitleri ile 72 saat boyunca transfekte 

edildikten sonra RT-qPCR yöntemi ile analiz edildi. miR-3977 ile transfekte edilen 

hücrelerde eEF2K, FOXM1 ve PD-L1 mRNA seviyelerinin kontrol grubuna kıyasla 

tüm hücre hatlarında önemli ölçüde azaldığı görüldü (Tablo 6.4.2).  
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Tablo 6.4.2: miR-3977 mimik oligonükleotit uygulaması sonucu üçlü negatif meme 

kanseri hücre hatlarında eEF2K, FOXM1 ve PD-L1 mRNA seviyeleri değişimi. 
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siR-EF2K, siR-FOXM1 ve siR-PDL1 ile transfekte edilmiş MDA-MB-231 

hücreleri de kontrol olarak kullanıldı. siRNA’ler ile transfekte edilen hücrelerde 

eEF2K, FOXM1 ve PD-L1 mRNA seviyelerinin kontrol grubuna kıyasla anlamlı 

şekilde azaldığı görüldü (Tablo 6.4.3). 
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Tablo 6.4.3: siR-EF2K, siR-FOXM1 ve siR-PDL1 oligonükleotit uygulamaları 

sonucu MDA-MB-231 hücrelerinde eEF2K, FOXM1 ve PD-L1 mRNA seviyeleri 

değişimi. 
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6.5. hsa-miR-3977 UYGULAMASI, EEF2K, PD-L1 VE FOXM1 PROTEİN 
SEVİYELERİNİ  ANLAMLI DERECEDE DÜŞÜRMEKTEDİR.  

 

eEF2K, FOXM1 ve PD-L1 hedef genlerin protein seviyeleri Immunoblotlama 

yöntemi ile analiz edildi. Şekil 7'de gösterildiği gibi, miR-3977 ile transfekte edilen 

tüm hücrelerde eEF2K, FOXM1, PD-L1 protein seviyelerinin kontrol grubu hücrelere 

kıyasla önemli ölçüde azaldığı görüldü (Resim 6.5.1). 

 

Resim 6.5.1: miR-3977 mimik oligonükleotit uygulaması sonucu üçlü negatif meme 

kanseri hücre hatlarında eEF2K, FOXM1 ve PD-L1 protein seviyeleri değişimi. 

 

siR-EF2K, siR-FOXM1 ve siR-PDL1 ile transfekte edilmiş üçlü negatif meme 

kanseri hücreleri de kontrol olarak kullanıldı. siRNA’ler ile transfekte edilen 
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hücrelerde eEF2K, FOXM1 ve PD-L1 mRNA seviyelerinin kontrol grubuna kıyasla 

anlamlı şekilde azaldığı görüldü (Resim 6.5.2). 

              

  

Resim 6.5.2: siR-EF2K, siR-FOXM1 ve siR-PDL1 oligonükleotit uygulaması sonucu 

üçlü negatif meme kanseri hücre hatlarında eEF2K, FOXM1 ve PD-L1 protein 

seviyeleri değişimi. 

 

6.6. hsa-miR-3977’NİN HEDEFLEDİĞİ EEF2K, PD-L1 VE FOXM1 

GENLERİNİN PROTEİN SEVİYELERİ MEME KANSERİNDE DAHA UZUN 
HASTA SAĞKALIMI İLE TERS ORANTILIDIR.  

 

Önceki çalışmalar, eEF2K'nın çeşitli kanser türleri üzerinde onkojenik bir gen 

olarak hareket ettiğini göstermiştir (Bayraktar ve ark.  2017). Meme kanserinde 

eEF2K'nın klinik önemini ve prognostik değerini belirlemek için miRpower aracıyla 
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düzeylerini analiz ettik. Tümörleri düşük eEF2K ekspresyonu ifade eden hastalarda 

genel sağkalım oranı, tümörleri daha yüksek eEF2K ifade eden hastalara göre anlamlı 

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

 

Tablo 6.6.1: Meme kanseri hastalarında eEF2K protein ekspresyonunun sağkalım ile 

ilişkisi. 

 

 

eEF2K'ya benzer şekilde, iyi çalışılmış bir onkojenik gen olan FOXM1 için de 

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

meme kanseri hastalarının protein düzeylerini analiz ettik. Kaplan-Meier veri analizi 

ile elde edilen sonuçlara göre, genel sağkalım oranı, tümörleri düşük FOXM1 

ekspresyonu ifade eden hastalarda, tümörleri daha yüksek FOXM1 eksprese eden 

hastalara göre anlamlı olarak daha yüksek bulundu (n = 873; p = 0.0032; Tablo 6.6.2).  

 

Tablo 6.6.2: Meme kanseri hastalarında FOXM1 protein ekspresyonunun sağkalım 

ile ilişkisi. 

 

http://kmplot.com/analysis/


  

59 

PD-L1’ın protein seviyesinin meme kanseri hastalarındaki klinik önemini 

açıklamak için de benzer şekilde miRpower aracı (http://kmplot.com/analysis/) ile 

Kanser Genom Atlas (TCGA) verilerinin analizi yapılmıştır. Her ne kadar genel 

sağkalım oranı düşük eksprese edilmiş ve yüksek eksprese edilmiş PD-L1 arasında 

anlamlı olarak farklı bulunmasa da, literatür kısmında ayrıntılı belirtildiği üzere PD-

L1 birçok kanser alt tipinde bir prognostik faktör ve bir bağışıklık kontrol noktası 

reseptörü olarak tanımlanmıştır (n = 873; p = 0.11; Tablo 6.6.3). 

 

Tablo 6.6.3: Meme kanseri hastalarında PD-L1 protein ekspresyonunun sağkalım ile 

ilişkisi. 

 

 

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

 

eEF2K, FOXM1 ve PD-L1'in bazal ekspresyon seviyelerini belirlemek için, 

MDA-MB-231, MDA-MB-436 ve BT-20 üçlü negatif meme kanseri hücre 

hatlarındaki mRNA seviyelerini, MCF10A normal insan meme epitel hücre hattındaki 

seviyeleri ile karşılaştırdık. Sonuçlarımız, eEF2K, FOXM1 ve PD-L1'in bazal 

ekspresyonunun, MDA-MB-231, MDA-MB-436 ve BT-20 hücre hatlarında normal 

hücrelere kıyasla anlamlı ölçüde daha düşük olduğunu gösterdi (Tablo 6.7.1). 
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Tablo 6.7.1: Üçlü negatif meme kanseri hücre hatları ile normal meme epitel hücre 

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

                

Normal meme dokusu, luminal meme kanseri, HER2 pozitif meme kanseri ve 
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diğer meme kanseri hastalarına göre FOXM1 ve PD-L1’in ekspresyon seviyelerinin 

anlamlı derecede yüksek, ancak eEF2K’nın mRNA seviyesinin daha düşük olduğu 

bulundu (p<0.0001) (Tablo 6.7.2). 

 

Tablo 6.7.2: Üçlü negatif meme kanseri hastalarında ve üçlü negatif olmayan meme 

kanseri hastalarında eEF2K, FOXM1 ve PD-L1 genleri bazal ekspresyon seviyesi. 
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6.8. hsa-miR-3977 ÜÇLÜ NEGATİF MEME KANSERİ HÜCRELERİNDE 
KOLONİ OLUŞUMUNU BASKILAMAKTADIR.  

 

miR-3977’un üçlü negatif meme kanserinde hücre proliferasyonu üzerindeki 

etkisi incelenmek üzere, MDA-MB-231, MDA-MB-436 ve BT-20 hücreleri ile 

klonojenik testi yapıldı. miR-3977 ekspresyonun artışının sağlandığı durumlarda, 

oluşan koloni sayısı kontrol grubu hücrelerine kıyasla önemli ölçüde azaldı 

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

 

 

Resim 6.8.1: miR-3977 mimik oligonükleotit uygulaması sonucu üçlü negatif meme 

kanseri hücre hatlarında koloni oluşum kabiliyetindeki değişim.  
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Tablo 6.8.1: miR-3977 mimik oligonükleotit uygulaması sonucu üçlü negatif meme 

kanseri hücre hatlarında koloni oluşum yüzdeleri.   
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6.9. EEF2K, FOXM1 VE PD-L1 SUSTURULMASI ÜÇLÜ NEGATİF 
MEME KANSERİ HÜCRELERİNDE KOLONİ OLUŞUMUNU 
BASKILAMAKTADIR.  

 

eEF2K, FOXM1 ve PD-L1 aracılı sinyal yollarının üçlü negatif meme kanserinde 

hücre proliferasyonu üzerindeki etkisini incelenmek için, MDA-MB-231, MDA-MB-

436 ve BT-20 hücreleri ile klonojenik testi yapıldı. eEF2K, FOXM1 ve PD-L1 

ekspresyonlarının baskılandığı durumlarda oluşan koloni sayısı kontrol grubu 

hücrelerine kıyasla önemli ölçüde azaldı (p<0.0001) (Resim 6.9.1, Tablo 6.9.1).  
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üçlü negatif meme kanseri hücre hatlarında koloni oluşum kabiliyetindeki değişim.   
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Tablo 6.9.1: siR-EF2K, siR-FOXM1 ve siR-PDL1 oligonükleotit uygulaması sonucu 

üçlü negatif meme kanseri hücre hatlarında koloni oluşum yüzdeleri.   

si
R
-C

ontr
ol

si
R
-E

F2K

si
R
-F

O
X
M

1

si
R
-P

D
L1

0

50

100

150

MDA-MB-436

%
 C

o
lo

n
y
 N

u
m

b
e
r

****
****

****

     
si

R
-C

ontr
ol

si
R
-E

F2K

si
R
-F

O
X
M

1

si
R
-P

D
L1

0

50

100

150

BT-20

%
 C

o
lo

n
y
 N

u
m

b
e
r

**** **** ****

 

 

6.10. hsa-miR-3977 ÜÇLÜ NEGATİF MEME KANSERİ 
HÜCRELERİNDE APOPTOZU İNDÜKLEMEKTEDİR.  

 

miR-3977 ekspresyonunun apoptoz aracılıklı büyüme inhibisyonuna katkısını 

incelemek için, Annexin V-FITC ve propidyum iyodür (PI) boyaması kullanılarak 

apoptoz deneyi yapıldı. miR-3977 veya kontrol mimik transfekte edilmiş hücreler, 72 

saatlik transfeksiyonda akış sitometrisine tabi tutuldu. miR-3977 transfeksiyonundan 

72 saat sonra hem erken hem de geç apoptotik MDA-MB-231, MDA-MB-436 ve BT-

20 hücrelerinin sayısı, kontrol hücrelerine kıyasla önemli ölçüde daha yüksek bulundu 

(p<0.0001) (Resim 6.10.1, Tablo 6.10.1). 
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Resim 6.10.1: miR-3977 mimik oligonükleotit uygulaması sonucu üçlü negatif meme 

kanseri hücre hatlarında değişen apoptoz miktarları.  

 

Tablo 6.10.1: miR-3977 mimik oligonükleotit uygulaması sonucu üçlü negatif meme 

kanseri hücre hatlarında değişen apoptotik hücre yüzdeleri.  
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6.11. hsa-miR-3977 ÜÇLÜ NEGATİF MEME KANSERİ 
HÜCRELERİNDE G1/S HÜCRE DÖNGÜSÜ GEÇİŞİNİ 
BASKILAMAKTADIR. 

 

Transfeksiyon sonrasi hücrelerin hücre döngüsü ilerleme verileri de analiz edildi. 

Bilindiği gibi FOXM1, G1/S ve G2/M geçişi ve M fazı ilerlemesi (Li ve ark. 2019) 

için kritik öneme sahiptir ve ayrıca hücre içi kalsiyumdaki (Ca2
+) bir artışın aracılık 

ettiği eEF2K aktivitesi G1/S geçişini teşvik eder (Parmer et al.1997; Proud 2007). Bu 

verileri destekleyecek şekilde, TNBC hücre hatlarında miR-3977 transfeksiyonun 

kontrol grubuna göre, G1 fazında tutulan hücrelerin yüzdesini önemli ölçüde 

arttırdığı, S ve G2 fazlarındaki hücrelerin yüzdesinin önemli ölçüde azaldığı (p*<0.05; 

p**<0.01; p***<0.001; p****<0.0001) bulundu. (Tablo 6.11.1). 
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Tablo 6.11.1: miR-3977 mimik oligonükleotit uygulaması sonucu üçlü negatif meme 

kanseri hücre hatlarında G1/S fazında tutulan hücre sayıları.   

 

6.12. hsa-miR-3977 ÜÇLÜ NEGATİF MEME KANSERİ 
HÜCRELERİNDE MİGRASYONU  BASKILAMAKTADIR. 

 

miR-3977'nin migrasyon üzerindeki etkisini araştırmak için çizik yara iyileştirme 

testini gerçekleştirdik. Şekil 18’de gösterildiği gibi, 72 saat miR-3977 

transfeksiyonundan sonraki 36. saatte yara mesafesi (Resim 6.12.1), tüm hücrelerde 

kontrol grubundan önemli ölçüde daha geniş bulundu (p<0.0001) (Tablo 6.12.1). 
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Resim 6.12.1: miR-3977 mimik oligonükleotit uygulaması sonucu üçlü negatif meme 

kanseri hücre hatlarında yara mesafesi.   
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Tablo 6.12.1: miR-3977 mimik oligonükleotit uygulaması sonucu üçlü negatif meme 

kanseri hücre hatlarında açık kalan yara mesafesi. 
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6.13. EEF2K, FOXM1 VE PD-L1 SUSTURULMASI ÜÇLÜ NEGATİF 
MEME KANSERİ HÜCRELERİNDE HÜCRE GÖÇÜNÜ 
AZALTMAKTADIR. 

 

miR-3977'nin hedef genlerinin hücre göçü üzerindeki etkilerini belirlemek için 

ise, MDA-MB-231, MDA-MB-436 ve BT-20 hücrelerini siR-EF2K, siR-FOXM1 ve 

siR-PDL1 ile transfekte ederek çizik yara iyileştirme testini gerçekleştirdik (Resim 

6.13.1). Tüm hücre gruplarında miR-3977 kadar olmasa da, hedef genlerin 

susturulması hücre göçünü önemli ölçüde bastırmıştır (p**<0.01, p***<0.001, 

p****<0.0001) (Tablo 6.13.1). 
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Resim 6.13.1: siR-EF2K, siR-FOXM1 ve siR-PDL1 oligonükleotit uygulaması 

sonucu üçlü negatif meme kanseri hücre hatlarında yara mesafesi.  
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si
R
-C

ont

si
R
-E

F2K

si
R
-F

O
X
M

1

si
R
-P

D
L1

0

10

20

30

MDA-MB-231

W
o

u
n

d
 A

re
a

 (
%

)

**

***

**

     
si

R
-C

ont

si
R
-E

F2K

si
R
-F

O
X
M

1

si
R
-P

D
L1

0

10

20

30

40

50

MDA-MB-436

W
o

u
n

d
 A

re
a

 (
%

)

**

***
**

      
si

R
-C

ont 1

si
R
-E

F2K

si
R
-F

O
X
M

1

si
R
-P

D
L1

0

10

20

30

40

50

BT-20

W
o

u
n

d
 A

re
a

 (
%

)

**

****

****

 

 

 

0.h

36.h

MDA-MB-436

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

0.h

36.h

BT-20

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



  

70 

6.14. hsa-miR-3977 ÜÇLÜ NEGATİF MEME KANSERİ 
HÜCRELERİNDE İNVAZYONU  BASKILAMAKTADIR. 

 

In vitro matrigel invazyon deneyi, miR-3977’nin üçlü negatif meme kanseri 

hücrelerinin invaziv kapasiteleri üzerindeki etkisini araştırmak için yapıldı. miR-3977 

ile transfekte edilmiş MDA-MB-231, MDA-MB-436 ve BT-20 hücrelerinin kontrol 

grubuna kıyasla daha az invazyon aktivitesine sahip olduğu bulunmuştur 

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

 

  

Resim 6.14.1: miR-3977 mimik oligonükleotit uygulaması sonucu üçlü negatif meme 

kanseri hücre hatlarında istila eden hücre sayısı.   
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Tablo 6.14.1: miR-3977 mimik oligonükleotit uygulaması sonucu üçlü negatif meme 

kanseri hücre hatlarında istilacı hücre yüzdesi.  
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6.15. EEF2K, FOXM1 VE PD-L1 SUSTURULMASI ÜÇLÜ NEGATİF 
MEME KANSERİ HÜCRELERİNDE İNVAZYONU AZALTMAKTADIR. 

 

miR-3977'nin hedef genlerinin hücre göçü üzerindeki etkilerini belirlemek için 

ise, MDA-MB-231, MDA-MB-436 ve BT-20 hücrelerini siR-EF2K, siR-FOXM1 ve 

siR-PDL1 ile transfekte ederek in vitro matrigel invazyon deneyini gerçekleştirdik. 

Hedef genlerin baskılanması, tüm hücre hatlarında da invazyonu önemli ölçüde 

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

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Resim 6.15.1: siR-EF2K, siR-FOXM1 ve siR-PDL1 oligonükleotit uygulaması 

sonucu üçlü negatif meme kanseri hücre hatlarında istila eden hücre sayısı. 
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Tablo 6.15.1: siR-EF2K, siR-FOXM1 ve siR-PDL1 oligonükleotit uygulaması 

sonucu üçlü negatif meme kanseri hücre hatlarında istilacı hücre yüzdesi.  
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6.16. miR-3977 NANOPARÇACIKLARIN İN VİVO TERAPÖTİK 
OLARAK UYGULANMASI, İNSAN MEME KANSERİ KSENOGREFLERİ 
İLE ORTOTOPİK ÜÇLÜ NEGATİF MEME KANSERİ FARE 
MODELLERİNDE TÜMÖR BÜYÜMESİNİ ENGELLER.  

 

Üçlü negatif meme kanseri tümör oluşumunda miR-3977 ekspresyonunun in vivo 

etkilerini ve bu miRNA'nın terapötik potansiyelini incelemek için, ortotopik MDA-

MB-231 ksenogref fare modellerinde sistemik olarak miR-3977 uygulaması 

(intravenöz olarak) yaptık. Ksenograft tümörlerinin hacimleri, 4 haftalık tedavi 

süresince her hafta ölçüldü. Tedavinin 4 haftası boyunca, farelerin davranış ve yeme 

alışkanlıklarında herhangi bir değişiklik saptanmadı, bu da miR-3977 tabanlı gen 

iletiminin hiçbir yan etki yaratmadığını gösterdi. PLL/Alb-Ser NPs-miR-3977 ile 



  

73 

tedavi edilen farelerde, kontrol farelerinden önemli ölçüde daha az tümör büyümesi 

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

 

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

oluşan tümör hacimleri. 
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6.17. miR-3977 NANOPARÇACIKLARININ İN VİVO TERAPÖTİK 
OLARAK UYGULANMASINDA, TÜMÖRLERDEKİ EEF2K, FOXM1 VE 
PD-L1 PROTEİN SEVİYELERİ AZALDI.  

 

Son uygulamadan üç gün sonra  tümörler toplandı ve immunoblotlama analizi ile 

hedef genlerin ekspresyonu, hücre döngüsü ilerlemesi, istila, göç ve apoptoz 

belirteçleri için analiz edildi. Immunoblotlama analizi sonucunda miR-3977 

uygulanan tümörlerde miR-3977’nin hedef genleri olan EF2K, FOXM1 ve PD-L1 

protein seviyelerinin düştüğü görüldü. Ayrıca bu tümörlerde metastaz ile ilişkili p-

FAK ve invazyon ile ilişkili p-Src protein seviyelerinin azaldığı, G1/S hücre döngüsü 

kontrol proteini Siklin D1 ve apoptoz belirleyicisi yıkılmış Kaspas 9 protein 

seviyelerinin arttığı görüldü (Resim 6.17.1). 
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Resim 6.17.1: PLL/Alb-Ser NPs-miR-3977 ve kontrol miRNA uygulamaları sonucu 

oluşan tümörlerde protein ekspresyon seviyeleri. 

 

6.18. hsa-miR-3977 ÜÇLÜ NEGATİF MEME KANSERİ HÜCRELERİNİN 
NK ARACILIKLI İMMÜNYANIT İLE YIKIMINI ARTTIRMIŞTIR. 

 

İmmün sistem yanıtında herhangi bir değişikliğin meydana gelip gelmediğinin 

incelenmesi için kanser hücrelerinin doğal bağışık sistemine ait kordon bağından elde 

edilmiş doğal öldürücü hücreler veya NK-92 doğal öldürücü hücre hattı ile birlikte 

farklı Hedef : Efektör oranlarında (T:E) kültürlenmesi gerçekleştirilmiştir. NK 

hücrelerinin sitotoksisitesi Cr51 hücre canlılığı testi ile analiz edilmiştir. Tablo 

6.18.1’de gösterildiği gibi, 6 gün kültürlenmiş kordon kanı doğal öldürücü 

hücrelerinin üçlü negatif meme kanseri hücrelerine karşı daha agresif hale geldiği ve 
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doğal öldürücü hücrelerinin miR-3977 ile transfekte edilmiş MDA-MB-231, MDA-

MB-436 ve BT-20 üzerinde önemli ölçüde daha yüksek sitotoksik etki gösterdiği 

bulunmuştur (p<0.001) (Tablo 6.18.1).  

 

Tablo 6.18.1: miR-3977 ve kontrol miRNA uygulamalarından sonra farklı 

konsantrasyonlarda ko-kültür çalışmalarında oluşan kordon kanı doğal öldürücü 

hücrelerinin sitotoksisite değişimleri.   

1:1 1:5 1:10 1:20

0

20

40

60

MDA-MB-231

Cr51 Assay

T:E (CBNK) Ratio

%
 C

y
to

to
x

ic
it

y

miR-Control

miR-3977

    

1:1 1:5 1:10 1:20

0

20

40

60

MDA-MB-436

Cr51 Assay

T:E (CBNK) Ratio

%
 C

y
to

to
x

ic
it

y

miR-Control

miR-3977

  

1:1 1:5 1:10 1:20

0

10

20

30

40

BT-20

Cr51 Assay

T:E (CBNK) Ratio

%
 C

y
to

to
x

ic
it

y

miR-Control

miR-3977

 

Kordon kanı doğal öldürücü hücreleri gibi NK-92 doğal öldürücü hücre hattının 

yanıtındaki değişmeler de benzer şekilde incelendi. NK-92 hücrelerinin de kordon 

kanı doğal öldürücü hücreleri gibi miR-3977 ile transfekte edilmiş MDA-MB-231, 

MDA-MB-436 ve BT-20 üçlü negatif meme kanseri hücre hattı hücrelerine karşı daha 
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agresif hale geldiği ve sitotoksik aktivitelerinin önemli ölçüde arttığı görüldü (p<0.01; 

p<0.001) (Tablo 6.18.2).  

 

Tablo 6.18.2: miR-3977 ve kontrol miRNA uygulamalarından sonra farklı 

konsantrasyonlarda ko-kültür çalışmalarında oluşan NK-92 doğal öldürücü hücre 

hatlarının sitotoksisite değişimleri.   
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6.19. EEF2K, FOXM1 VE PD-L1 SUSTURULMASI ÜÇLÜ NEGATİF 
MEME KANSERİ HÜCRELERİNİN NK ARACILIKLI İMMÜNYANIT İLE 
YIKIMINI ARTTIRMIŞTIR. 

 

miR-3977’nin neden olduğu NK tabanlı sitotoksik etkinin hangi hedef gen veya 

genlerden kaynaklandığının araştırılması için miR-3977 ile yapılan Cr51 hücre 

canlılığı testinin bir tekrarı hedef genlerin siRNA uygulamaları ile gerçekleştirilmiştir.  

6 gün kültürlenmiş kordon kanı doğal öldürücü hücrelerinin üçlü negatif meme 

kanseri hücrelerine karşı daha agresif hale geldiği ve kanı doğal öldürücü hücrelerinin 

siR-EF2K, siR-FOXM1 ve siR-PDL1 ile ayrı ayrı transfekte edilmiş MDA-MB-231, 

MDA-MB-436 ve BT-20 üzerinde kontrol grubuna göre önemli ölçüde daha yüksek 

sitotoksik etki gösterdiği anlaşılmıştır (p<0.01; p<0.001; p<0.0001) (Tablo 6.19.1).  

 

Tablo 6.19.1: siR-EF2K, siR-FOXM1, siR-PDL1 ve kontrol siRNA 

uygulamalarından sonra farklı konsantrasyonlarda ko-kültür çalışmalarında oluşan 

kordon kanı doğal öldürücü hücrelerinin sitotoksisite değişimleri.   
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NK-92 doğal öldürücü hücre hattı ile de benzer denemeler gerçekleştirildiğinde 

kordon kanı doğal öldürücü hücreleri gibi NK-92 hücrelerinin de hedef genleri 

baskılanmış üçlü negatif meme kanseri hücrelerine karşı daha agresif hale geldiği ve 

siR-EF2K, siR-FOXM1 ve siR-PDL1 ile transfekte edilmiş MDA-MB-231, MDA-

MB-436 ve BT-20 hücreleri üzerinde önemli ölçüde daha yüksek sitotoksik etki 

gösterdiği bulundu (p<0.01; p<0.001) (Tablo 6.19.2).  

 

Tablo 6.19.2: siR-EF2K, siR-FOXM1, siR-PDL1 ve kontrol siRNA 

uygulamalarından sonra farklı konsantrasyonlarda ko-kültür çalışmalarında oluşan 

NK-92 doğal öldürücü hücre hatlarının sitotoksisite değişimleri.  
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7. TARTIŞMA 

 

 

Çok heterojen ve birkaç moleküler alt türe sahip olduğu bilinen üçlü negatif 

meme kanseri, ER, PR ve HER2 ifade eksikliği nedeni ile tamoksifen ve trastuzumab 

gibi hormon bağımlı tedavilere cevap vermemekte, tek tedavi seçeneği olarak 

kemoterapi kullanılan tek büyük meme tümörü alt tipi olarak ifade edilmektedir. 

(Bayraktar ve ark. 2017; Chin ve ark. 2013; Liu ve ark.  2014; Sun ve ark. 2016). Üçlü 

negatif meme kanseri (TNBC), yüksek invazyon kapasitesi ve hedefe yönelik tedavi 

eksikliği nedeniyle yüksek riskli bir malignitedir (Liu ve ark. 2018).  

Yapılan çalışmalar ökaryotik uzama faktörü 2 kinazın (eEF2K), hücredeki 

kaynaklar sınırlandığında protein sentezini negatif olarak düzenleyerek tümör 

sağkalımını ve büyümesini desteklediğini göstermiştir (Wang ve ark. 2017). Bilindiği 

üzere eEF2K'nin aktivitesi, rapamisin kompleksi 1'in (mTORC1) ve adenosin 

monofosfatla aktive edilen protein kinazın (AMPK) memeli hedefi gibi besin 

algılayıcı yollar ile sıkı bir şekilde düzenlenir. mTORC1, farklı inhibitör bölgelerinde 

kinazı fosforile ederek eEF2K'nin aktivitesini negatif olarak düzenler (Moore ve ark. 

2017; Wang ve ark 2014). Dikkat çekici bir şekilde, hem AMPK hem de mTORC1 

otofajinin düzenlenmesinde işlev görür. mTORC1, otofaji yolunu ULK1'i fosforile 

ederek ve inhibe ederek baskılar, AMPK ise mTORC1'i ve fosforile ederek ULK1'i 

aktifleştirerek otofajiyi teşvik eder (Kim ve ark. 2011). Besin yokluğu gibi stres 

koşulları altında, çekirdek hücresel enerji sensörü AMPK, mTORC1'in aktivitesini 

fosforile eder ve inhibe eder ve sonuç olarak mTORC1 aracılı eEF2K inhibisyonunu 

baskılar (Moore ve ark. 2017; Agarwai ve ark. 2015). Eşzamanlı olarak, AMPK 

eEF2K'yı fosforile eder ve aktive eder ve bu, daha sonra eEF2K aşağı akım hedefinin, 

ökaryotik uzama faktörü 2'nin (eEF2) fosforilasyonu ve inhibisyonu ile sonuçlanır 

(Moore ve ark. 2017; Johanns ve ark. 2017). Sonuç olarak eEF2'nin fosforilasyonu, 

uzama sırasında yeni protein zincirlerinin ribozom boyunca eEF2 aracılı 

translokasyonunu inhibe ederek protein sentezini hafifletir ve amino asitler ve ATP 

(adenosin-5'-trifosfat) gibi hücresel kaynakları korur. Bu şekilde, eEF2K'nin enerji 

tasarrufundaki rolü kanserler tarafından yüksek enerji ve metabolik taleplerini 
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karşılamak için kullanılabilir (Ho ve Gorski 2019). Diger bir deyişle, kanser ve / veya 

stres etkeni türüne bağlı olarak, eEF2K, stres koşulları altında sağkalımı arttırmak için 

otofajiyi farklı şekilde düzenler (Ho ve Gorski 2019; Wang 2017). 

Çok önemli ve iyi tanımlanmış onkojenik transkripsiyon faktörü olarak FOXM1, 

TNBC'de de çeşitli insan kanserlerinde olduğu gibi aşırı seviyede eksprese 

edilmektedir (Liu ve ark.2006; Wonsey ve Follettie, 2005; Bayraktar ve ark.2017; 

Bayraktar ve ark.2018). Upregülasyon ekspresyonunun, bazal ve TNBC tipi meme 

kanseri de dahil olmak üzere çeşitli malignitelerde TP53 mutasyonlarının bir sonucu 

olduğu ve hücre proliferasyonunu, migrasyonunu, tümör hücrelerinin istilasını, ileri 

tümör evresiyle ilişkili anjiyogenezi indüklediği bildirilmiştir (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 promotörüne bağlandığı ve TNBC'de kanser hücresi çoğalması, 

hayatta kalması, istilası ve ilaç direncini destekleyen ifadesini düzenlediği 

bildirilmiştir (Hamurcu ve ark. 2017; Bayraktar ve ark. 2017). Bu nedenle, FOXM1 

aracılı ve/veya direk eEF2K sinyal eksenini hedeflemenin, TNBC tedavisi için iyi bir 

yaklaşım olduğu düşünülebilinir (Bayraktar ve ark. 2017, Bayraktar ve ark. 2018; 

Kabil ve ark. 2018). 

Kanser immünoterapisi alanındaki en heyecan verici gelişmelerden biri ise, 

sitotoksik T-lenfosit ilişkili protein 4 (CTLA4), programlanmış hücre ölüm proteini 1 

(PD1) ve programlanmış hücre ölümü 1 ligandı (PD-L1) ile immün kontrol noktası 

moleküllerinin bloke edilmesi olmuştur (Liu ve ark. 2018; Chen ve Han 2015; 

Topalian ve ark. 2015; Disis and Stanton 2015). FDA kısa süre önce ipilimumab (anti-

CTLA4), nivolumab ve pembrolizumab (anti-PD1) ve atezolizumab ve avelumab 

(anti-PD-L1) gibi bağışıklık kontrol noktası inhibitörlerini melanom, böbrek hücresi 

kanseri, Hodgkin lenfoma, mesane kanseri ve baş ve boyun kanseri, NSCLC gibi 

çeşitli gelişmiş malignitelerin tedavisi için onaylamıştır. Bununla birlikte, sadece bir 

hasta alt grubu bu tedaviden yararlanabilir, bazı hastalar sınırlı bir yanıt alır veya bu 

tedaviye tamamen yanıt vermez (Disis and Stanton 2015; Liu ve ark. 2018; Braun ve 

ark. 2016). Bu nedenle, kanser immünoterapisine yanıt verenleri tahmin etmek için 

moleküler biyobelirteçleri tanımlamak çok önemlidir (Liu ve ark. 2018). 
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Şimdiye kadar, kemoterapi TNBC için adjuvan veya metastatik ortamda mümkün 

olan tek terapötik stratejidir (Wang ve Guda 2016). Üçlü negatif meme kanserine 

alternatif tedavi yöntemi olarak VEGF, EGFR, mTOR, PARP1, FGFR, AR, NOTCH, 

HDAC, CDK, PI3K, MET ve TROP2 gibi farklı moleküler yolakları hedefleyen bir 

seri küçük molekül çalışmaları yapılmıştır (Bardia ve ark. 2016; Bayraktar ve Gluck 

2013; Mayer ve ark. 2014; Traina ve ark 2015). Ancak umut vaat eden in vitro 

sonuçlara rağmen TNBC hedefli tedavilerin çoğunun klinik araştırma etkinlikleri 

belirsizliğini korumaktadır (Liu ve ark. 2018). Ayrıca, şu ana kadar klinik deneme 

çalışmaları geçip FDA tarafından onay almış bir miRNA da bulunmamaktadır. 

Dahası, moleküler farklılaşmasının yanı sıra üçlü negatif meme kanseri diğer katı 

tümörler gibi sert yapısı ve mikro çevresinde bulunan kimyasal kompozisyonu nedeni 

ile indüklenmemiş doğal ve kazanılmış immün sistem elemanlarından kaçmayı 

başarmaktadır (Disis and Stanton 2015). Bununla birlikte, yapılan yeni çalışmalar 

TNBC için mevcut olan sınırlı terapötik seçenekler göz önüne alındığında 

immünoterapinin TNBC için umut verici bir strateji olabileceğini göstermektedir (Liu 

ve ark. 2018).  

Liu ve ark. yaptığı çalışmada, 2 büyük ölçekli meme kanseri (BC) genomik 

verilerine dayanarak TNBC'de immünojenik imzaların kapsamlı bir analizini 

gerçekleştirilmiş, TNBC, TNBC olmayan ve normal doku arasındaki ve farklı 

genotipik veya fenotipik özelliklere sahip TNBC'ler içindeki 26 bağışıklık hücresi 

aktivitesinin ve yollarının zenginleştirme seviyelerini karşılaştırılmıştır. Sonuç olarak 

analiz edilen bağışıklık aktivitelerinin ve yollarının neredeyse hepsinin TNBC'de 

TNBC olmayanlara göre önemli ölçüde daha yüksek zenginleştirme seviyelerine 

sahip olduğunu bulunmuştur (Liu ve ark. 2018). TNBC çeşitli nedenlerle 

immünojenik olabilir. TNBC'nin alt tipleri önemli sayıda genetik mutasyona sahiptir 

ve bağışıklık sistemi, bu mutasyonlar tarafından kodlanan anormal proteinleri yabancı 

olarak görebilir. Ayrıca TNBC, B hücrelerini de içeren bir prognostik gen imzası ile 

ilişkilidir. B hücreleri tarafından salgılanan antikorlar, tümör antijenlerine bağlanabilir 

ve tümörde halihazırda başlatılmış olan adaptif bağışıklık tepkisini yükseltebilir (Disis 

and Stanton 2015). Bu çalışmalar TNBC'nin BC alt tipleri arasında muhtemelen en 

güçlü immünojenikliği sergilediğini ve dolayısıyla TNBC için immünoterapötik 

tedavinin mümkün olabileceğini göstermektedir.  
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Ek olarak, birkaç çalışma TNBC'ye karşı immünoterapi kullanımını araştırmıştır. 

Örneğin, Nanda ve ark. PD1'e karşı oldukça seçici bir monoklonal IgG4-k antikoru 

olan pembrolizumabın, gelişmiş TNBC tedavisinde umut verici olabileceğini gösteren 

ön kanıtlar sağlamıştır (Nanda ve ark. 2016). Emens ve diğ. MPDL3280A tarafından 

PD-L1'in inhibisyonunun, ağır şekilde önceden tedavi edilmiş metastatik TNBC 

hastalarında klinik aktiviteyi teşvik ettiğini göstermiştir (Emens ve ark. 2015). Ek 

olarak, Hartman ve ark. IL-6 ve IL-8'in birlikte inhibe edilmesinin TNBC için etkili 

bir tedavi stratejisi olabileceğini göstermişlerdir (Hartman ve ark. 2013). Tüm bu 

gelişmelere rağmen immün ve kanser hücresi ayrımı yapmaksızın PD-1’e bağlanmak 

için diğer PD-L1 antikorları ile moleküler yarışa dayalı etki etmesi beklenen bu 

antikor uygulamalarının, genin mikroRNA’lar aracılıklı post-transkripsiyonel 

seviyede susturulmasına kıyasla oldukça yetersiz ve etkisiz kalacağı söylenebilir. Bu 

nedenle miRNA uygulamaları ile yapılacak çalışmaların daha kesin ve gerçeği 

yansıtan sonuçlar vereceğine inanılmaktadır.  

Sonuç olarak, gen regülasyonunda önemli ve güçlü bir araç olmaları miRNA'ları 

potansiyel terapötik hedef yapmaktadır. Ancak unutulmamalıdır ki bir mikroRNA 

farklı kanser türleri için farklı onkolojenik özellikler gösterebildiği için mikroRNA 

seçiliminde incelenecek kanser türüne göre değerlendirmelerde bulunmak büyük 

önem taşımaktadır. 

Tüm bu litaretür bilgilerine ve yaptığımız ön araştırmalar dayanarak çalışmamıza 

temel oluşturan araştırma sorusunu ‘üçlü negatif meme kanseri hücre dizilerinde 

yüksek miktarlarda eksprese edilerek karsinogenezi desteklediği bilinen eEF2K, 

FOXM1 ve PD-L1’in üçünü bir hedefleyen tek bir miRNA ile post-transkripsiyon 

düzeyinde susturulmasının, kanser hücrelerinin biyolojik fonksiyonları (metabolizma, 

migrasyon ve invazyon yeteneği gibi) üzerindeki etkilerinin neler olduğu’ şeklinde 

kurmuş bulunmaktayız. Çalışmamızda bu etkinin önemini daha iyi anlayabilmek için, 

‘Gerçekleştirilecek gen susturmaları ile üçlü negatif meme kanseri hücrelerinin 

programlanmış ölüm yolakları indüklenebilir ve/veya bu hücreler doğal öldürücü 

hücre tabanlı immünoterapi için hedef haline getirilebilir mi? Böylelikle 

kemoterapinin yan etkileri olmadan tümör dokularında yıkım sağlanabilir mi? Ayrıca 

klinik çalışmalarda kişiye özgü tedavi yöntemi olarak uygulanırsa, ameliyat 

edilemeyecek ve/veya ilaç uygulaması yapılamayacak bölgelerde tümör dokusuna 
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sahip hastalara yeni bir tedavi metodolojisi geliştirilmesine temel oluşturabilir mi?’ 

gibi temel araştırma sorumuzu destekler nitelikteki sorulara da cevap aranmıştır.  

Çalışmamızda törapetik bir tedavi yöntemi geliştirmek üzere, üçlü negatif meme 

kanseri üzerinde tümör süpresör olarak değerlendirilen EF2K ve FOXM1 moleküler 

yolaklarını miRNA küçük molekülü kullanılarak hedeflemekteyiz. Ayrıca kanser 

hücrelerinin immün sistem elemanlarından kaçmasına yardımcı olduğu bilinen ve 

üçlü negatif meme kanseri hücrelerinde ifade seviyesi artmış PD-L1 molekülü de 

hedeflenerek PD-1 / PD-L1 eşleşmesini ortadan kaldırarak immün sistem yanıtının bu 

kanser türü için bir tedavi seçeneği haline gelmesini amaçlamış bulunmaktayız. 

İmmün sistem yanıtının değerlendirilmesi, kimerik antijen reseptör (CAR) gibi 

moleküler değişiklikleri hedefleyerek immün sistem aktivasyonunu arttırmaya 

yönelik en güncel yöntemlerle çalışmaya imkan veren ve allojenik özelliği ile bireyler 

arası transferi mümkün olan doğal öldürücü (NK) hücrelerle gerçekleştirilmiştir. 

Yukarıda ayrıntılı şekilde belirtildiği üzere projemizde sonuçların netliğini arttırmak 

adına birbiriyle körele pek çok moleküler yöntem bir arada kullanılmıştır. Böylece 

elde edilen verilerin teknik veya çevre koşullarına bağlı oluşabilecek yanıltıcı 

değişkenlerden etkilenmesi engellenmiştir. 

Yapılan hedef gen ve miRNA eşleşme araştırmaları sonucunda miR-3977’nin 

eEF2K, FOXM1 ve PD-L1 hedef genlerine biyoinformatik algoritmalar üzerinde 

bağlandığı bulunmuştur. Ayrıca nblast analizi ile bu bağlanmaların 7’şerli olduğu ve 

hedef genlerin 3’UTR bölgelerinde bulunmuştur. Bu sonuç bu bağlanmaların 

fonksiyonel olarak karşılık bulabileceği hipotezini güçlendirmiştir. Bu algoritmik 

verilerin biyolojik olarak karşılığının araştırılması için miR-3977 ifadesi arttırılmış 

üçlü negatif meme kanseri hücre hatlarında eEF2K, FOXM1 ve PD-L1 hedef 

genlerinin ifade seviyelerindeki değişiklikler qRT-PCR yöntemi ile incelenmiştir. 

Elde edilen veriler, artan miR-3977 ekspresyonun eEF2K, FOXM1 ve PD-L1 hedef 

gen ifadelerini baskıladığını göstermiştir. Burada hedef genlerdeki baskılanmanın 

kontrolü olarak siRNA transfeksiyon yöntemi kullanılmıştır.  

miR-3977 ile ilgili klinik verilerin analizi surecinde ise TNBC hastalarına ait 

TCGA datalarının analizi gerçekleştirilmiş ve miR-3977’nin yüksek ekspresyonun bu 

hastalarda anlamlı derecede daha uzun hasta sağkalımı ile ilişkili olduğu görülmüştür. 

Hasta verilerinin deneysel olarak incelenmesi için ise miR-3977’nin üçlü negatif 

meme kanserindeki bazal ekspresyon seviyesi incelenmiştir. Üçlü negatif ve üçlü 
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negatif olmayan meme kanseri hücre hatları ile normal meme epitel hücre hatlarında 

qRT-PCR analizi sonucu miR-3977’nin üçlü negatif meme kanseri hücre hatlarındaki 

ekspresyon seviyesinin normal meme epitel hücre hatlarına kıyasla anlamlı derecede 

oldukça düşük olduğu bulunmuştur. Kontrol olarak siRNA’lar ile transfekte edilen 

hücrelerin yanıtları değerlendirilmiştir. Bu mRNA seviyesindeki düşüşün protein 

seviyesindeki karşılığının anlaşılması için Western Blot analizi yapılmış ve qRT-PCR 

verilerini destekler şekilde miR-3977 seviyesi artmış üçlü negatif meme kanseri hücre 

hatlarında eEF2K, FOXM1 ve PD-L1 hedef genlerinin protein seviyelerinin de 

baskılandığı görülmüştür. Kontrol olarak yine siRNA transfeksiyon yöntemi 

kullanılmıştır. Tüm bu veriler ışığında çalışmamızda TNBC’de tümör süpresör 

davranışa sahip olabileceğine inanılan ve daha önce çalışılmamış bu miRNA’nın 

moleküler mekanizmasının aydınlatılması amaçlanmıştır. 

Üçlü negatif meme kanserinde hücre proliferasyonu üzerindeki prognoztik etkisi 

bilinen hedef genlerin baskılanmasını sağlayan miR-3977’un etkisinin incelenmesi 

için klonojenik analiz yapılmıştır. Sonuçta hedef genlerin susturulması ile koordineli 

olarak artan miR-3977 ekspresyonunun hücre proliferasyonunu anlamlı şekilde 

baskıladığı bulunmuştur. Bu proliferasyon inhibisyonunun apoptoz aracılıklı hücre 

ölümünden kaynaklanıp kaynaklanmadığını incelemek üzere yapılan Annexin V/ PI 

analizi sonucu miR-3977’nin üçlü negatif meme kanseri hücrelerinde apoptozu 

tetiklediği anlaşılmıştır. Ayrıca bu hücrelerin G1/S hücre döngüsü kontrol noktasında 

tutulduğu ve S fazına geçişinin engellediği de görülmüştür.  

miR-3977’nin moleküler etkilerini daha fazla incelemek adına migrasyon ve 

invazyon denemeleri ile çalışmalar devam etmiştir.  Buradaki sonuçlar da hedef 

genlerin siRNA aracılıklı veya miR-3977 ekspresyon artışı ile susturulmasının üçlü 

negatif meme kanseri hücrelerinin migrasyon ve invazyon yeteneklerini anlamlı 

şekilde baskıladığını göstermiştir.  

İn vitro da elde edilen bu sonuçların in vivo da benzer etkileri oluşturup 

oluşturmadığının incelenmesi için ortotopik MDA-MB-231 ksenogref fare 

modellerinde çalışmalar sürdürülmüştür. Sonuçta in vivo verilerin önceki verileri 

desteklediği bulunmuştur. Sistemik olarak miR-3977 uygulaması (intravenöz olarak) 

yapılan farelerde davranış ve yeme alışkanlıklarında herhangi bir değişikliğin 

olmadığı, ayrıca oluşan tümör hacimlerinin kontrol gruplarına göre anlamlı şekilde 

küçük olduğu saptanmıştır. Dahası, bu tümörlerle yapılan Western Blot 
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çalışmalarında eEF2K, FOXM1 ve PD-L1 hedef genlerin ekspresyon seviyelerinin 

kontrol grubuna göre azaldığı, G1/S hücre döngüsü kontrol moleküllerinden biri olan 

Siklin D1’in ekspresyonun bir miktar arttığı, migrasyon ve invazyon tanı molekülleri 

olan p-FAK ve p-Src’nin ifadesinin bir miktar azaldığı ve apoptoz yolağında yer alan 

Caspase 9’un parçalanmasının arttığı görülmüştür. Bu veriler miR-3977’nin eEF2K, 

FOXM1 ve PD-L1 genlerini baskılayarak ortotopik TNBC fare modellerinde tümör 

büyümesini, invazyonu ve migrasyonu inhibe ettiğini göstermektedir. 

Katı tümörlerde immünoterapi yaklaşımı istenilen düzeyde başarıya sahip 

değildir. Her ne kadar spesifik antijen hedefleme yöntemleri (KAR gibi geliştirilen 

yeni teknolojiler) ile lösemi gibi katı olmayan tümörler üzerinde umut vaat edici 

sonuçlara ulaşıldıysa da, katı tümörler için hala geliştirilmeye ihtiyaç duymaktadırlar. 

Bu nedenle, araştırmamızın son aşamasında miR-3977'nin, üçlü negatif meme 

kanserindeki tümör baskılayıcı özelliğinin yanı sıra PD-L1'in veya diğer hedeflediği 

genleri baskılanmasına bağlı olarak NK aracılıklı bağışıklık sistemi üzerindeki etkileri 

de araştırılmıştır. Bunun için kanser hücrelerinin doğal bağışık sistemine ait kordon 

bağından elde edilmiş doğal öldürücü hücreler veya NK-92 doğal öldürücü hücre hattı 

ile birlikte kültürlenmesi gerçekleştirilmiştir. Hücrelerdeki ölüm miktarı diğer bir 

değişle doğal öldürücü hücrelerin sitotoksik aktivitelerinin tespiti Krominyum 51 

analizi ile değerlendirilmiştir. Sonuç olarak üçlü negatif meme kanseri hücre 

hatlarında artan miR-3977 ifadesinin hem kordon bağından izole edilen doğal 

öldürücü hücrelerin hem de NK-92 doğal öldürücü hücre hattı hücrelerinin sitotoksik 

aktivitelerini arttığı bulunmuştur. Bu etkinin PD-L1 inhibisyonu aracılıklı olup 

olmadığının değerlendirilmesi için yaptığımız siR-EF2K, siR-FOXM1 ve siR-PDL1 

testleri sonucunda ise doğal öldürücü hücrelerinin sitotoksik aktivite artışının 

beklendiği üzere sadece PD-L1 baskılanmasından kaynaklanmadığı, EF2K veya 

FOXM1 genlerinin susturulmasının da doğal öldürücü hücrelerinin sitotoksik 

aktivitelerini arttığına dair ilk kanıtlara ulaşılmıştır.  

Sonuç olarak çalışmamızda kanser hücrelerinin sıklıkla karşılaştığı besin ve 

oksijen yokluğu gibi stres koşullarında, hücrelerdeki programlanmış hücre ölüm 

mekanizmalarının aktivasyonunu engelleyerek karsinogenez sürecinin ilerlemesine 

destek verdiği bilinen eEF2K’nın ve EF2K’ nın yukarı regülasyonunda yer alan ve 

yüksek onkojenik özelliğe sahip olduğu bilinen FOXM1 transkripsiyon faktörünün 

post-transkripsiyonel seviyede baskılanması sonucu kanser hücrelerdeki apoptoz 
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mekanizmalarının tekrar aktive edildiği, kanser hücrelerinin migrasyon ve invazyon 

yeteneğinin azaldığı gösterilmiştir. Ayrıca PD-L1 ekspresyonu sayesinde immün 

bağışıklık sistemi hücrelerinden kaçmayı başaran bu meme kanseri hücrelerinde PD-

L1 gen ekspresyonunun baskılanması sonucu kanser hücrelerinin doğal öldürücü 

hücreler tarafından tanınmasının ve fagolitik yıkım ile ortadan kaldırılması da 

mümkün kılınmıştır. Tüm bu veriler birlikte değerlendirildiğinde miR-3977 tabanlı 

gen susturulmasının TNBC'ye karşı potansiyel bir tedavi stratejisi olabileceğine 

inanılmaktadır.  

Dahası, daha önce üçlü negatif meme kanseri hücreleriyle yapılan hiçbir 

çalışmada miR-3977’nin işlevi gösterilmemiş, miR-3977’nin eEF2K, PD-L1 ve 

FOXM1 regülasyonundaki rolü daha önce araştırılmamıştır. Ayrıca daha önce miR-

3977 ile üçlü negatif meme kanserinde NK hücresi aracılı sitotoksisiteye dair bir 

araştırma da gerçekleştirilmemiştir. Dahası çalışmamız eEF2K, PD-L1 ve FOXM1 

baskılanmasının immün yanıt aktivasyonuna neden olabildiğini gösteren ilk çalışma 

olma özelliğini taşımaktadır. Bu açıdan projemizin yüksek özgün degere sahip 

olduğuna ve literatürdeki büyük bir eksikliği doldurarak gelecek çalışmalara temel 

oluşturacağına inanılmaktadır. 
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8. SONUÇLAR 

 

 

Çalışmamız, hem kanser hücrelerinde programlanmış hücre ölüm 

mekanizmalarının yeniden aktivasyonunu hem de NK aracılıklı immün yanıtı aktive 

ederek karsinogenez sürecinin durdurulmasını ve var olan tümör hücrelerinin yıkımını 

sağlanmasını miRNA aracılıklı ncRNA terapi ile birlikte yürüten ilk çalışma olma 

özelliğini taşımaktadır.  

Bulgularımız eEF2K, FOXM1 ve PD-L1 sinyal yollarının üçlü hedeflenmesiyle 

miR-3977'nin tümör baskılayıcı rolü hakkında ilk bilgileri sağlamaktadır. Kanser 

hücrelerinin metabolik stres ortamlarına adaptasyonunu ve ilerlemesini katalizleyen 

eEF2K ve oldukça güçlü bir onkogen olan FOXM1 moleküllerinin miR-3977 

aktivasyonu ile baskılanması, üçlü negatif meme kanseri hücrelerinin 

proliferasyonunu, migrasyonunu ve inzasyonunu baskılayarak tümör gelişimini 

azaltmıştır. miR-3977 yüksek ekspresyonu ayrıca üçlü negatif meme kanseri 

hücrelerinin immün sistem elemanlarından saklanmasını sağlayan PD-L1 sentezini de 

baskılayarak diğer hedef genlerin de inhibisyonu ile birlikte NK-92 ve CBNK 

hücrelerinin sitotoksik etkisini arttırmaktadır. Diğer bir söyleyiş ile miR-3977 

uygulması, TNBC'de tümör büyümesini azaltan ve ayrıca NK aracılı immün yanıt 

aktivitesini indükleyen potansiyel bir terapötik stratejidir. Tek tedavi yöntemi olarak 

kemoterapi kullanılan ve en agresif meme kanseri türlerinden biri olan üçlü negatif 

meme kanseri için kemoterapinin yan etkilerini taşımayan yeni ve etkin bir terapötik 

strateji olarak miR-3977 bazlı gen terapisinin yararlı olabileceğine inanılmaktadır.   

Ayrıca elde ettiğimiz verilerin üçlü negatif meme kanseri başta olmak üzere 

eEF2K, FOXM1 ve PD-L1’i yüksek seviyede eksprese eden çeşitli doku hastalıklarına 

karşı yeni tanı ve tedavi yöntemlerinin geliştirilmesine, yeni moleküler hedeflerin 

tanımlanmasına, biyolojik molekül temelli tedavi yöntemlerinin geliştirilmesine 

(RNAi, oligonükleotidler, peptidler gibi), hedef spesifik yeni ilaç moleküllerinin 

tasarlanıp elde edilmesine katkıda bulunacağına inanılmaktadır. Özellikle kanser 

tedavilerinde yeni metodoloji olarak benimsenen kişiye özgü tedavi uygulamalarının 

geliştirilmesiyle ilgili yürütülen çalışmalar için sonuçlarımızın temel oluşturacağına 
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inanmaktayız. Böylelikle miR-3977 ile ulaşılan çoklu etkinin yalnız veya geniş 

uygulama alanları olan diğer terapötik ajanlarla körele olarak kullanılmasının klinik 

uygulamalarda oldukça efektif sonuçlar doğuracağı düşünülmektedir. Bunlara ek 

olarak bu regülasyon ve ilişkilendirme yaklaşımı çerçevesinde gerçekleştirilecek yeni 

projeler ile sadece üçlü negatif meme kanseri üzerinde değil, aynı zamanda hormon 

bağımsız gelişim gösteren diğer kanser türlerinin tedavi yöntemlerinin araştırılmasına 

da yardımcı olunacağı, böylece birçok kanser türü için geliştirilmeye çalışılan yeni 

terapötik yaklaşımların tasarlanmasında temel teşkil edeceği düşünülmektedir. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



  

90 

 

 

9. KAYNAKLAR 

 

 

Agarwal S, Bell CM, Rothbart SB, et al. AMP-activated Protein Kinase (AMPK) 

Control of mTORC1 Is p53- and TSC2-independent in Pemetrexed-treated Carcinoma 

Cells. J Biol Chem 2015;290:27473-86. 

Alberti C, Cochella LA. framework for understanding the roles of miRNAs in 

animal development. Development. 2017;144:2548-2559. doi: 10.1242/dev.146613. 

Akbani R, Becker KF, Carragher N, Goldstein T, Koning L, Korf U, Liotta L. 

Realizing the Promise of Reverse Phase Protein Arrays for Clinical, Translational, and 

Basic Research: A Workshop Report. Molecular and Cellular Proteomics. 

2014;13(7):1625-1643.  

American Cancer Society. 2019. https://www.cancer.org/content/dam/cancer-

org/research/cancer-facts-and-statistics/breast-cancer-facts-and-figures/breast-

cancer-facts-and-figures-2019-2020.pdf.  

Ames E, Hallett WH, Murpy WJ. Sensitization of human breast cancer cells to 

natural killer cell-mediated cytotoxicity by proteasome inhibition. Clinical and 

Exprimental Immunology. 2009;155(3):504-513. 

Ames E, Murphy WJ. Advantages and clinical applications of natural killer cells 

in cancer immunotherapy. Cancer Immunology and Immunotherapy. 2014;63(1):21-

8.    

Arai S, Meagher R, Swearingen M, Myint H, Rich E, Martinson J, Klingemann 

H. Infusion of the allogeneic cell line NK-92 in patients with advanced renal cell 

cancer or melanoma: a phase I trial. Cytotherapy. 2008;10(6):625-632.    

Arina A, Murillo O, Dubrot J, Azpillikueta A, Alfaro C, Pérez-Gracia JL, 

Bendandi M, Palencia B, Hervás-Stubbs S, Melero I. Cellular liaisons of natural killer 

lymphocytes in immunology and immunotherapy of cancer. Expert Opinion on 

Biological Therapy. 2007;5(5):599-615.   

https://www.cancer.org/content/dam/cancer-org/research/cancer-facts-and-statistics/breast-cancer-facts-and-figures/breast-cancer-facts-and-figures-2019-2020.pdf
https://www.cancer.org/content/dam/cancer-org/research/cancer-facts-and-statistics/breast-cancer-facts-and-figures/breast-cancer-facts-and-figures-2019-2020.pdf
https://www.cancer.org/content/dam/cancer-org/research/cancer-facts-and-statistics/breast-cancer-facts-and-figures/breast-cancer-facts-and-figures-2019-2020.pdf


  

91 

Ashour AA, Abdel-Aziz AA, Mansour AM, Alpay SN, Huo L, Ozpolat B. 

Targeting elongation factor-2 kinase (eEF-2K) induces apoptosis in human pancreatic 

cancer cells. Apoptosis. 2014;19(1):241-258. 

Balacescu O, Visan S, Baldasici O, Balacescu L, Vlad C, Achimas-Cadariu P. 

miRNA-Based Therapeutics in Oncology, Realities, and Challenges. Antisense 

Therapy. 2018. doi: 10.5772/intechopen.81847. 

Bardhan K, Anagnostou T, Boussiotis VA. The PD1:PD-L1/2 Pathway from 

Discovery to Clinical Implementation. Front. Immunol. 2016;7:550. doi: 

10.3389/fimmu.2016.00550. 

Barsoum IB, Hamilton TK, Li X, Cotechini T, Miles EA, Siemens DR, Graham 

CH. Hypoxia İnduces Escape from İnnate İmmunity in Cancer Cells via İncreased 

Expression of ADAM10: Role of Nitric Oxide. Cancer Research. 2011;71(24):7433-

7441.  

Barsotti AM, Prives C. Pro-proliferative FoxM1 is a target of p53-mediated 

repression. Oncogene. 2009;28:4295-305.  

Bartel DP. MicroRNAs: genomics, biogenesis, mechanism, and function. Cell. 

2014;116(2):281-97. 

Bardia A, Diamond JR, Messersmith WA, Mayer IA, Isakoff SJ, Abramson VG, 

Berlin J, Starodub A, O'Shaughnessy J, Kalinsky K, et al. Therapy of 

relapsed/refractory metastatic triple-negative breast cancer (mTNBC) with an anti-

Trop-2-SN-38 antibody-drug conjugate (ADC), sacituzumab govitecan (IMMU-132): 

Phase II results.J Clin Oncol Off J Am Soc Clin Oncol. 2016;34. 

Bayraktar S, Gluck S. Molecularly targeted therapies for metastatic triple-

negative breast cancer. Breast Cancer Res Treat. 2013; 138:21-35. 

Bayraktar R, Pichler M, Kanlikilicer P, Ivan C, Bayraktar E, Kahraman N, Aslan 

B, Oguztuzun S, Ulasli M, Arslan A, Calin G, Lopez-Berestein G, Ozpolat B. 

MicroRNA-603 acts as a tumor suppressor and inhibits triple-negative breast cancer 

tumorigenesis by targeting elongation factor 2 kinase. Oncotarget. 2017;8(7):11641-

11658. 

Bayraktar R, Ivan C, Bayraktar E, Kanlikilicer P, Nashwa N. Kabil,  Kahraman 

N, Hamada A. Mokhlis, Didem Karakas, Cristian Rodriguez-Aguayo, Aslan B, 

Jianting Sheng, Stephen Wong, Gabriel Lopez-Berestein, Calin G, Ozpolat B. Dual 

Suppressive Effect of miR-34a on the FOXM1/eEF2-Kinase Axis Regulates Triple-



  

92 

Negative Breast Cancer Growth and Invasion. Clinical Cancer Research. 

2018;24(17):4225-4241. 

Bodduluru LN, Kasala ER, Madhana RM, Sriram CS. Natural killer cells: the 

journey from puzzles in biology to treatment of Cancer. Cancer Letters. 

2015;357(2):454-467.  

Braun DA, Burke KP, Van Allen EM. Genomic Approaches to Understanding 

Response and Resistance to Immunotherapy. Clin Cancer Res. 2016;22:5642-5650. 

Brenton JD, Carey LA, Ahmed AA, Caldas C. Molecular classification and 

molecular forecasting of breast cancer: ready for clinical application. Journal of 

Clinical Oncology. 2005;23(29):7350-7360.   

Broughton JP, Lovci MT, Huang JL, Yeo GW, Pasquinelli AE. Pairing beyond 

the Seed Supports MicroRNA Targeting Specificity. Molecular Cell. 2006. 

doi.org/10.1016/j.molcel.2016.09.004.  

Calin GA, Croce CM. MicroRNA signatures in human cancers. Nature Reviews 

Cancer. 2006;6(11):857-66.    

Castriconi R, Cantoni C, Chiesa MD, Vitale M, Marcenaro E, Conte R, Biassoni 

R, Bottino C, Moretta L, Moretta A. Transforming growth factor beta 1 inhibits 

expression of NKp30 and NKG2D receptors: Consequences for the NK-mediated 

killing of dendritic cells. Proceeding of the National Academy of Sciences of USA. 

2003;100(7):4120-4125.  

Chan DW, Yu SYM, Chiu PM, Yao KM, Liu VWS, Cheung ANY, Ngan HYS. 

Over‑expression of FOXM1 transcription factor is associated with cervical cancer 

progression and pathogenesis. The Journal of Pathology. 2008;215(3):245-252. 

doi:10.1002/path.2355. 

Chen Z, Gopalakrishnan SM, Bui MH, Soni NB, Warrioi U, Johnson EF, 

Donnelly JB, Glaser KB. 1-Benzyl-3-cetyl-2-methylimidazolium iodide (NH125) 

induces phosphorylation of eukaryotic elongation factor-2 (eEF-2): a cautionary note 

on the anticancer mechanism of an eEF-2 kinase inhibitor. Journal of Biological 

Chemistry. 2011;286(51):43951-43958.  

Chen W, Cai F, Zhang B, Barekati Z, Zhong XY. The level of circulating mirna-

10b and mirna-373 in detecting lymph node metastasis of breast cancer: potential 

biomarkers. Tumour Biology. 2013;34(1):455-62.  



  

93 

Chen W, Fan XM, Mao L, Zhang JY, Li J, Wu JZ, Tang JH. MicroRNA-224: as 

a potential target for miR-based therapy of cancer. Tumor Biology. 2015;36(9):6645-

6652. 

Chen L, Han X. Anti-PD-1/PD-L1 therapy of human cancer: past, present, and 

future. J Clin Invest. 2015;125:3384-3391. 

Cheng M, Chen Y, Xiao W, Sun R, Tian Z. NK cell-based immunotherapy for 

malignant diseases. Cell Molecular Immunology. 2013;10(3):230-52.    

Cheng Y, Ren X, Zhang Y, Shan Y, Huber-Keener KJ, Zhang L, Kimball SR, 

Harvey H, Jefferson LS, Yang JM. Integrated Regulation of Autophagy and Apoptosis 

by eEF2K Controls Cellular Fate and Modulates The Efficacy of Curcumin and 

Velcade Against Tumor Cells. Autophagy. 2013;9(2):208-219. 

Chin YR, Yoshida T, Marusyk A, Beck AH, Polyak K, Toker A. Targeting AKT-

3 signaling in triple-negative breast cancer. Cancer Research. 2013;74(3):964-973.  

Davis-Dusenbery BN, Hata A. Mechanisms of control of microRNA biogenesis. 

Journal of Biochemistry. 2010. doi.org/10.1093/jb/mvq096. 

De Rie D, Abugessaisa I, Alam T, Arner E, Arner P, Ashoor H, De Hoon MJL. 

An integrated expression atlas of miRNAs and their promoters in human and mouse. 

Nature Biotechnology. 2017. doi.org/10.1038/nbt.3947.  

Della Chiesa M, Cariomagno S, Frumento G, Balsamo M, Cantoni C, Conte R, 

Moretta L, Moretta A, Vitale M. The tryptophan catabolite L-kynurenine inhibits the 

surface expression of NKp46- and NKG2D-activating receptors and regulates NK- 

cell function. Blood. 2006;108(13):4118-4125.  

Derman S, Kızılbey K, Akdeste ZM. Polymeric Nanoparticles. Journal of 

Engineering and Natural Sciences. 2013;31:109-122. 

DeSantis C, Ma J, Bryan L, Jemal A. Breast cancer statistics. CA: A Cancer 

Journal of Clinicians. 2014;64(1):52-62.  

Disis ML, Stanton SE. Triple-Negative Breast Cancer: Immune Modulation as 

the New Treatment Paradigm. American Society of Clinical Oncology Educational 

Book. 2015;35:25-30. 

Drake CG, Lipson EJ, Brahmer JR. Breathing New Life İnto İmmunotherapy: 

Review of Melanoma, Lung And Kidney Cancer. Nature Reviews Clinical Oncology. 

2014;11(1):24-37. 



  

94 

Dua I, Tan AR. Immunotherapy for triple-negative breast cancer: a focus on 

immune checkpoint inhibitors. American Journal of Hematology/Oncology. 

2017;13(4):20-27. 

Emens LA, Braiteh FS, Cassier P, DeLord JP, Eder JP, Shen X, Xiao Y, Wang 

Y, Hegde PS, Chen DS, et al. Inhibition of PD-L1 by MPDL3280A leads to clinical 

activity in patients with metastatic triple-negative breast cancer. Paper presented at: 

AACR Annual Meeting (Pennsylvania). 2015. 

Esquela-Kerscher A, Slack FJ. Oncomirs-microRNAs with a role in cancer. 

Nature Reviews Cancer. 2006;6(4):259-69.    

Ferlay J, Steliarova-Foucher E, Lortet-Tieulent J, Rosso S, Coebergh LW, 

Comber H, Forman D, Bray F. Cancer incidence and mortality patterns in Europe: 

estimates for 40 countries in 2012. European Journal of Cancer. 2013;49(6):1374-403. 

Finn RS, Dering J, Ginther C, Wilson CA, Glaspy P, Tchekmedyian N, Slamon 

DJ. Dasatinib, An Orally Active Small Molecule İnhibitor of Both  The Src and Abl 

Kinases, Selectively İnhibits Growth of Basal-Type/‘Triple-Negative’ Breast Cancer 

Cell Lines Growing İn Vitro. Breast Cancer Research and Treatment. 

2007;105(3):319-326. 

Friedländer MR, Lizano E, Houben AJS, Bezdan D, Báñez-Coronel M, Kudla G, 
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