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OZET

Meme kanseri diinya ¢apinda kadinlar arasinda en sik goriilen kanser tipidir. Meme
kanserinin heterojenik yapisi ve tiimor mikro ¢evresi gdz Oniine alindiginda, timor
hiicrelerinin komsu hiicrelerden ¢esitli hormonlar ve sitokinler salgilanmasi yoluyla
etkilendigi ve kanser gelisiminin tetiklendigi bilinmektedir. Bu kapsamda meme
tiimorleri ve en bilinen komsu dokularindan olan adipositler, salgiladiklar1 adipokinler
ve biiylime faktorleri araciligi ile karsilikli olarak birbirleriyle etkilesimde bulunmakta
ve meme kanserinin agresivitesinin artmasinda tesvik edici rol oynamaktadirlar. Bu
kapsamda yag asidi metabolizmasi inhibitorii olarak kullanilan orlistat, obezite karsiti
bir ilagtir ve antiproliferatif, proapoptotik, antianjiyogenik ve anti metastatik etkiler
gostererek kanser hiicrelerinin metabolizmasini engeller. Orlistatin meme kanserinde
kullanomi ile EMT (epitel-mezenkimal doniisiim) baskilanmasi ile apoptoz

mekanizmasinin aktiflendigi belirlenmistir.

Bir¢ok kanser tipinde siklikla calisilmis olan FoxO3a transkripsiyon faktoriiniin,
otofaji, apoptoz, endoplazmik retikulum stresi gibi hiicresel mekanizmalar ile iliskide
oldugu ve bu mekanizmalarda gérevli olan genlerin regiilasyonunda rol oynarak timor
baskilayicit karakter gosterdigi bilinmektedir. Ancak FoxO3a’nin meme kanseri
gelisiminde tetikleyici rol oynayan yag asidi sentez metabolizmasindaki fonksiyonu
net olarak bilinmemektedir. Bu kapsamda tez ¢alismasinda, FoxO3a artis1 ve yag asidi
metabolizmas: inhibitorii olan orlistat ilaci uygulamasini takiben BT-474 meme
kanseri hucrelerinde miRNA (microRNA)'larin ifade seviyelerinin belirlenmesi
amaclanmistir. Bu kapsamda, BT-474 meme kanseri hiicrelerinde FoxO3a’nin ifadesi
plazmit vektorler aracilig ile arttirilmig ve artan FoxO3a ifadesi immunoblotlama ve
gRT-PCR teknikleri ile dogrulanmistir. Ardindan, MTT ve DioC6 fluoresans boyama
yontemleri ile FoxO3a’nin artisinin ve orlistat uygulamasinin hiicre canliliginda
azalmaya sebep oldugu belirlenmistir. Hiicre canliigindaki degisikligin
incelenmesinden sonra, FoxO3a arttirllmig ve orlistat uygulanmis BT-474
hiicrelerinde miR-27a-3p, miR-200a-5p, mMiR-429, miR-767-5p, miR-130b-3p ve
miR-887-3p’nin ifade seviyeleri qRT-PCR ydntemi ile belirlenmistir. miR-27a ,miR-
200a-5p ve miR-429’un wt (dogal tip) hiicrelere kiyasla FoxO3a’nin ekspresyonu
arttirilmig ve orlistat uygulanmis BT-474 hiicrelerinde arttigi, miR-130b-3p, miR-887-
3p, MiR-767-5p ise azaldig1 belirlenmistir. Elde edilen sonuglar kapsaminda ifade



seviyesi artan ve azalan miRNA’lar gruplanarak ortak hedef genleri ve etkili olduklar1
sinyal yolaklar1 in silico olarak belirlenerek fonksiyonel analizleri yapilmistir. Bu
calismadan elde edilen veriler yag asidi metabolizmasi aracili olarak FoxO3a artiginin
meme kanseri gelisimindeki etkilerinin anlasilmasi agisindan literatiire katki

saglayacaktir.
Anahtar Kelimeler: meme kanseri, Foxo3a, BT-474, orlistat, miR-27a,

miR-130b-3p, miR-429, miR-767-5p, miR-200a-5p, miR-887-3p

Xi



SUMMARY

Considering the variability of breast cancer and FoxO3a-mediated cell development,
it has become important to determine the occurrence of miRNA (microRNA)
expression depending on FoxO3a expression level during breast cancer progression.
Although it is known that FoxO3a disrupts cell viability and suppresses cancer due to
its tumor suppressor role in breast cancer, there is no detailed information in the
literature about genetic miRNAs due to the increase in FoxO3a. Orlistat is an anti-
obesity drug and inhibits cancer healing metabolism, treating hypolipidemic,
antiproliferative, proapoptotic, antiangiogenic and anti-metastatic effects. This drug
promotes the apoptosis of tumor cells by obscuring the NF-kB, caspase3/caspase9 and
AKT/m signaling pathways in breast cancer. With the use of orlistat, a suppressor of
fatty acid stability, in breast cancer, apoptosis rates are actively adjusted by
suppressing EMT (epithelial-mesenchymal transformation). However, there are no
sufficient studies on the effect of orlistat on breast cancer mediated by FoxO3a. As
this active mediator of fatty acid metabolism and with increased FoxO3a, miRNA
levels were investigated in the BT-474 breast cancer spectrum. This ability was
primarily demonstrated by increased expression of FoxO3a in BT-474 breast cancer.
Additionally, cell viability tests were performed with MTT, dioc6, PI staining and it
was determined that the increase in FoxO3a caused a decrease in cell viability and that
cell viability decreased significantly with orlistat application.. After examining the
change in cell viability, the expression levels of miR-27a-3p, miR-130b-5p and miR-
429 in BT-474 cells with increased FoxO3a and orlistat application were determined
by qRT-PCR (quantitative real-time polymerase chain reaction) method. miR-27-3p,
miR-200a-5p, miR-429, miR-130b-3p, MiR-887-3p, mMiR767 were increased in
FoxO3a expression increased and orlistat-treated BT-474 cells compared to wt (wild
type) cells It was determined that miR-130b-3p, miR-887-3p, miR767-5p decreased.
The data obtained from this study contribute to the literature in terms of understanding
the effects of FoxO3a increase, mediated by fatty acid metabolism, on the

development of breast cancer.
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1 GIRIS VE AMAC

FoxO3a, apoptoz, proliferasyon, hiicre dongiisii ilerlemesi, DNA hasar1 ve timor
olusumu dahil olmak {iizere c¢esitli hiicresel siireglere aracilik eden catal baslt
transkripsiyon faktorlerinin FOXO alt ailesinin bir tiyesidir [1]. Tiim6r baskilayici rolii
ile meme kanserinde hiicre canliligin1 azaltict ve apoptozu tetikleyici etkisi bilinen
FoxO3a’nin yag asidi metabolizmasi aracili olarak meme kanserindeki etkisini
aciklayan yeterli calisma bulunmamaktadir. Meme kanserinin heterojen yapisi goz
oniine alindiginda yag asidi metabolizmasi aracili olarak degisen miRNA profillerinin
belirlenmesi meme kanseri sag kaliminda ve gelisiminde etkili hedef genlerin ve

sinyal yolaklarinin aydinlatilmas1 agisindan 6nem kazanmaktadir.

Bu kapsamda yapilan tez c¢alismasimnin amaci, orlistat uygulamasi ile yag asidi
baskilanan BT-474 meme kanseri hiicrelerinde FoxO3a artis1 ile birlikte degisen

miRNA ifadelerinin, hedef genlerinin ve sinyal yollarinin belirlenmesidir.



2 GENEL BILGILER

2.1 Meme Kanseri

Meme kanseri (MK), meme dokusundaki hticrelerin normal yasam dongusunden daha
hizli ¢ogalmalar1 veya anormal biiylimelerinden kaynaklanmaktadir. Meme dokusu
lenf, yag ve bag dokular1 ile baglantili kanal sisteminde olugmaktadir. Meme
kanserinde metabolik yeniden programlanma ve immin kaginma, malignant dontisiim

sureglerini tetiklemektedir [2].

2.1.1 Meme Kanserinin Histolojisi ve Simflandirilmasi

Meme, gogiis duvarina bagh gelismis modifiye tlbuler alveolar apokrin ter bezi olarak
adlandirilmaktadir. Meme dokusu yapisal olarak degisken sayida loblara ayrilmis
meme bezlerini sarmalayan yag ve bag dokusundan olugmaktadir ve temel islevi

laktasyondur [3].

Meme kanseri ise meme bezlerinden kaynaklanan kanser turlerine verilen genel
isimdir. Meme kanserlerinin buyuk bir b6lumi meme bezindeki epitel hiicrelerinden
olusur. Meme bezi epitelleri incelendiginde siit salgisinin gergeklestigi loblar ve
uretilen sutlin tasindig1 duktal kanallar olmak temel olarak iki yap1 bulunur. Meme
kanserlerinin hem morfolojik hem de molekiiler diizeyde ciddi farklilar gostermesi

smiflandirilmasini oldukga zorlastirmaktadir [4].
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Sekil 2-1 Meme kanseri

Kanser gelisiminde olusan tiimor dokularinin metastatik davraniglar1 incelendiginde,
meme kanserleri adenom veya karsinomlar olarak ikiye ayrilirlar. Smiflandirilmasi
yapilirken ilk olarak kanserin kaynak aldig1 bolge kullanilmaktadir. Kanser hiicreleri
duktal kanal hiicrelerinden koken almis duktal karsinomlar ve lobiler hiicrelerden
olusan lobiiler karsinomlar olmak tizere iki temel gruba ayrilmaktadirlar Duktal
karsinomlar meme kanserlerinin  %80-90’lik kismin1  olustururken, lobiiler

karsinomlar ise %10-20’1ik kismini olusturur [2].

Bununla birlikte meme kanserleri invaziv karakterlerine gore de siniflandirilmaktadir.
Kanser hiicreleri invazyon 6zelligi gésteriyorsa invaziv karsinoma, invazyon 6zelligi
gostermiyor ise in situ karsinoma olarak smiflandirilir. Ancak histopatolojik
simiflandirma adeno, mediilar, tiibliler, apokrin, kribriform, musinéz, papiller

karsinomlar gibi pek cok farkli alt tiplere ayrilmaktadir.

2.1.2 Meme Kanserinin Epidemiyolojisi

Meme kanseri insidansi, bir popiilasyonun belirli bir zaman araliginda ortaya ¢ikan
yeni vaka sayisi ile Olgiiliirken, insidans orani, bu araliktaki yeni vaka sayisinin, o
zaman araliginda MK riski tastyan kisi sayisina boliinmesiyle dl¢iiliir. Kanser insidans
oranlarinin karsilastirilmasi, kanser risk faktorlerinin daha iyi anlasilmasina yol
acabilir, kanser kontrol girisimlerinin planlanmasin1 ve Onceliklendirilmesini
kolaylastirabilir ve spesifik birincil Onleme programlarinin degerlendirilmesine

yardimct olabilir.



2020 yilindan bu yana cilt kanserleri disinda diinya genelinde en ¢ok tani konulan
kanserdir. 2020'de MK, diinya ¢apinda 7,8 milyon kadinda teshis edilen tiim yeni
kanser vakalarmin yaklagik %12'sini olusturuyordu Genel olarak, meme kanseri

insidansi son birkag on yilda iki katina ¢ikmistir [5].

2.1.3 Meme Kanseri Risk Faktorleri

Multifaktoriyel bir hastalik olan meme kanserinde 6n plana ¢ikan nedenler arasinda;
Ostrojen ve progesteron yolaklarindaki bozulmalar, genlerdeki mutasyonlar ve
diizenlenme kusurlari, yas, cinsiyet, ¢evresel faktorler ve aligkanliklar yer almaktadir
[6]. Yas, tiim kanserler de oldugu gibi meme kanseri riskini ciddi anlamda artiran
onemli bir faktordiir. Yaslanma ile birlikte hiicrelerde biriken mutasyon, azalan
immiin sistem aktivitesi ve hormonal degisiklikler kanser olusumunun Oniinii
agcmaktadir. Meme kanserlerinde dnemli faktorlerden biri olan hormonal degisimler
ise yas ile birlikte olusan menopoz, hamilelik ve ¢cocuk dogum sayisi, kullanilan
dogum kontrol yontemleri ve ilaglardan dogrudan etkilenmektedir. Premenopozal ve
postmenopozal donemlerde artis gosteren dstrodiol ve kolesterol seviyeleri, azalan
Ostrojen ve progesteron hormon duzeyleri meme kanseri riskini énemli derecede
artirmaktadir. Dogum sayisiin ve ilk dogumun gerceklestigi yasin meme kanserinden
korunma anlamda 6nemli oldugu yapilan arastirmalar ile gosterilmis, ayn1 zamanda
kullanilan dogum kontrol ilaglarinin ise meme kanseri riskini %20-30 oraninda
artirdig1 belirlenmistir. Genetik ve ailesel yatkinlik agisindan meme kanserleri
incelendiginde ise o6zellikle; ATM, pTEN, HER2, BRCA1, BRCA2, p53, CHEK2 ve
PALB2 gibi baz1 genlerdeki mutasyonlarin ya da kusurlarin meme kanseri ile
dogrudan iligkili oldugu ve kanser riskini ciddi oranda artirdigi bilinmektedir [7].
Birinci derece yakinlarindan birinde meme kanseri dykiisii bulunan bireylerde kanser
olusma riski yaklasik iki kat artarken, bu sayinin 2 veya tizeri oldugu kisilerde risk 3-
4 katina ¢ikmaktadir. Yasam tarzi ve beslenme aliskanliklar1 meme kanseri ile iliskili
diger etmenlerdir. Fiziksel aktivitenin diisiik olmasi, gece ¢alisma veya diizensiz uyku
kanser riskinin artmasina neden olmaktadir. Bununla birlikte alkol ve sigara kullanima,
diizensiz beslenme ve vitamin D eksikligi, obezite ve meme kitlesinin bityiikliigi gibi

pek ¢ok faktor meme kanseri olusumu ile iligkili olan etmenlerdir [8].



2.1.4 Meme Kanserinde Kullanilan Biyobelirte¢ Adaylar

Meme kanserinin erken donemde tanisi i¢in kullanilabilecek ideal biyobelirteglerin
tespit edilememis olmasi erken taninin koyulabilmesi, hastaligin tedavi ve takibinin
sekillendirilmesi i¢in asilmasi gereken en dnemli sorunlardan biridir. Yillardir yapilan
calismalar sonucunda meme kanseri i¢in biyobelirteg Ozelligi gosteren cesitli
molekiiller belirlenmistir. Ancak bu belirtecler ideallikten uzaktir ve genellikle
hastaligin; tanisi, tiplendirilmesi, tedavinin belirlenmesi ve siirecin izlenmesi amaci

ile kullanilmaktadir [9].

Meme kanserinde hedeflenmis terapi ¢alismalari i¢in kullanilan HER2 onkogeni bir
reseptor tirozin kinazdir ve meme kanseri vakalarinin %10-30’unda artmis diizeyde
bulunur. Ancak HER2 sadece Meme kanserine 6zgiil bir biyobelirte¢ degildir. HER2
ayni zamanda mide, 6zefagus, Ovaryum ve endometriyal kanserler gibi farkli kanser
tiirlerinde de benzer sekilde artmis anlatim gosterir. Ayrica Trastuzumab ve Lapatinib
gibi farkli HER2 inhibitorleri ile yapilan tedavilerde hicreler bu ilaglara direng
gelistirebilmektedir. Bu Nedenler HER2’yi meme kanseri i¢in ideal bir biyobelirteg
olmaktan uzaklastirmaktadir. Bu nedenle meme Kanserinin erken tanisinda
kullanilabilecek 6zgiin biyomolekiillerin belirlenmesi, bu molekillerin etkili bir
sekilde hedeflenebilmesi ve tedavi verimliliginin artirilmast ile ilgili ¢aligmalar devam

etmektedir [10].

2.1.5 Meme Kanseri Tedavileri

Meme kanserinde tedavi ve sag kalim kanserin erken evrede belirlenmesi ile dogrudan
iligkilidir. Erken evrede belirlenen meme kanseri vakalarinm ilk bes yil sag kalim
surecleri evre 0-1 arasinda %99’a yakinken, bu oran ileri evrelerde %15-20’1ere kadar
diismektedir. Ayni zamanda sag kalim oranlart Luminal A ve B tiplerinde yuksek iken
negatif meme kanserlerinde daha disiiktiir [11]. Bu nedenle hem kanserin erken
evrelerde belirlenmesi karakteristiginin dogru analiz edilmesi sag kalim ve tedavi i¢in
olduk¢a 6nemlidir. Ozellikle belirli yas iizerindeki bireyler ve ailesel meme kanseri
Oykiisii olan kisilerin rutin tarama testlerini yaptirmasi erken tani i¢in oldukc¢a
onemlidir. Teshis i¢in en ¢ok kullanilan teknik mamografi olmakla birlikte,
ultrasonografi, manyetik rezonans (MR) ve pozitron emisyon tomografisi (PET) gibi
goriintileme yontemleri ve ER, PR, HER2 karakterizasyonu ve gen ekspresyon

profillerinin belirlenmesi meme kanseri teshisi ve tiplendirilmesinde kullanilan



araglarin baginda gelmektedir [12]. Meme kanseri tedavisinde cerrahi ya da terapotik
yaklagimlar kullanilmaktadir. Cerrahi yaklagimlar 6zellikle erken evrede belirlenen

meme kanserlerinde tedavi i¢in yeterli olabilmektedir.

Meme kanserinin tedavisi i¢in yapilan terapi uygulamalar1 ise endokrin terapiler,
radyoterapiler, kemoterapiler ve immiinterapiler olarak siralanabilir. Endokrin
terapilerde, Ostrojen ve progesteron hormon yolaklar1 hedef alinir. Letrozol, ve
Anastrozol gibi aromataz inhibitdrleri ve Tamoxifen gibi reseptor modiilatorleri
kullanilir [13]. Meme kanserinde siklikla kullanilan kemoterapik ajanlar ise
Adriamisin, Siklofosfamid, Paklitaksel, Trastuzumab, Dosetaksel ve Karboplatin’dir.
Immiin terapilerde ise genellikle HER2, programmed death-1 (PD-1) ve programmed
death ligand-1 (PD-L1) i¢in antikorlar ve hedeflenmis T hiicreleri, kanser asilari,

hiicresel terapiler ve onkolitik viriisler gibi yaklagimlar kullanilmaktadir [14].

2.1.6 Meme kanseri hiicre hatlarmin molekiiler siniflandirilmasi

Meme kanseri alt tiplemesi i¢in geleneksel olarak kullanilan {i¢ 6nemli reseptoriin,
yani Ostrojen reseptorii (ER), progesteron reseptorii (PR) ve insan epitel reseptori

2'nin (HER2) durumuna gore karakterize edilmistir [15].

ER, PR, HER2 durumuna gére meme kanseri luminal A, luminal B, HER2 pozitif ve
iiclii negatif olarak siniflandirilir, burada ii¢lii negatif timorler en azindan bazal,
claudin-diisiik, MBC (metaplastik meme kanseri) ve interferon agisindan zengin
olarak ayirt edilebilir. Mevcut literatiirler, genel olarak, luminal hiicre hatlarin1 ayirt
etmemektedir; HER2 pozitif hiicre hatlari, luminal B ve {i¢lii negatif hiicrelere yayilir
ve sirastyla luminal-HER2+ ve ER-negatif-HER2+ olarak adlandirilir ve iiglii negatif
hlcreler 'Bazal' alt tip olarak adlandirilir, bazal A ve bazal B, sirasiyla bazal timorleri

ve claudin-diisiik ve/veya MBC tiimorlerini temsil edecek sekilde farklilagir.
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Sekil 2-2 Meme kanseri hiicre hatlar1 ve tiimorler arasindaki mevcut alt tipleme

semalarinin karsilagtirilmasi.

2.2 Lipid Metabolizmas1 Ve Kanser

Lipitler, proteinler ve niikleik asitlerle birlikte, biyolojik zarlarin temel bilesenleridir
ve hiicreleri olusturan yapi tasglaridir. Ek olarak, lipitler enerji depolama ve
metabolizmada kullanilir ve birgok hiicresel aktivite i¢in sinyal molekiilleri olarak
onemli rollere sahiptir [16]. Lipid alimi, sentezi ve hidroliz gibi lipid
metabolizmasinin diizenlenmesi, hiicresel homeostazin siirdiiriilmesi i¢in gereklidir.
Tiimor ilerlemesi sirasinda besin mevcudiyetinin siirekli olarak degistigi tiimor mikro
ortamlarindaki kanser hiicreleri, hizli ¢ogalmalarini, hayatta kalmalarini, goglerini,
istilalarin1 ve metastazlarint desteklemek ic¢in lipid metabolizmasindan yararlanir.
Glikolipidler ve fosfolipitler (fosfogliseritler ve sfingolipidler olarak alt kategorilere
ayrilir), kolesterol ile birlikte biyolojik zarlarin ana bilesenlerini temsil eder.
Kolesterol ayrica yagda ¢ozilinen vitaminlerin ve steroid hormonlarinin sentezi i¢in bir
substrattir. Glikolipidlerin ve fosfolipidlerin ana bilesenleri olarak, yag asitleri
(FA'lar), ytiksek besin mevcudiyeti sirasinda lipid damlaciklarinda sentezlenen ve
depolanan polar olmayan lipitler olan trigliseritler olusturmak i¢in bir gliserol kismi1
ile esterlestirilebilir ve FA oksidasyonu (FAO, B-oksidasyon olarak da adlandirilir)
enerji stresi kosullar1 altinda enerji metabolizmasi ve zar olusumunun yani sira,
lipitler, zar lipidlerinin fosfolipaza bagli hidrolizinden ve mevcudiyeti biiytik dl¢iide
diyetteki lipitler tarafindan belirlenen temel FA'lardan sentezinden tiiretilen ikinci

habercileri olusturur [17]. Fosfolipazlar (PLC, PLD ve PLA), diasilgliserol, fosfatidik



asit, lizofosfatidik asit ve aragidonik asit gibi bir¢ok biyoaktif ikinci habereci tiretebilir.
Bu molekiiller RAS, fosfoinositid 3-kinazlar (P13K), protein kinaz C, RAC, RHO ve
timor olusumunu destekleyebilen diger birka¢ sinyal ekseninin aktivasyonunu
tetikler. Ek olarak, oksisterol ve kolesterol dahil olmak {izere steroller, asag1 akis gen
ekspresyonu icin sterol diizenleyici element (SRE) — baglayici protein (SREBP)
aktivasyonunun kritik diizenleyicileridir ve bu nedenle seviyeleri kanserde lipogenezi
etkiler. Kolesterol, sinyalleme i¢in lipid sallarinin bir bilesenidir ve ayrica Hedgehog

sinyal aktivasyonu i¢in diizlestirilmis proteinleri kovalent olarak degistirebilir [17].

2.2.1 Obezite ve meme kanseri iliskisi

Obezite viiciit kitle endeksi olarak tanimlanmaktadir. Dunya ¢apimda 600 milyondan
fazla yetiskini ya da diinya nufusunun %13 etkilemektedir. Son yapilan arastirmalar,
asir1 kilo ve obezitenin, mide kardiyasi, tiroid, pankreas, kolon, rektum, prostat, safra
kesesi, yumurtalik ve meme adenokarsinomu risklerinin daha yiiksek olmasiyla iliskili
oldugunu gostermistir. Obez bireylerin yag dokusu, inflamatuar sitokinler ve aracilar

ireterek kanser istilasin1 ve metastazi tesvik eden bir ortam yaratir [18].

2.2.2 Hormon Reseptoru Pozitif Premenopozal Meme Kanseri

Obezitenin meme kanseri riski tizerindeki etkisi hastalik alt tiplerine gore farklilik
gostermektedir. Cogu calismada, obezitenin menopozdan once diisiik Ostrojen

reseptoriinde (ER) pozitif meme kanseri riski ile iligkili oldugunu bilinmektedir.

2.2.3 Hormon Reseptori Negatif Premenopozal Meme Kanseri

Uclii negatif meme kanserleri ER ve insan epidermal bilyiime faktori reseptorii 2
(HER2) ekspresyonundan yoksundur ve ¢ok agresif bir hastalik seyrine sahiptir. ER-
pozitif meme kanserlerinin aksine, obezite cogu ¢alismada daha ytiksek premenopozal

ER-negatif meme kanseri riski ile iligkilidir [19].

Obezite menopoz sonrasi kadinlarda Gstrojen reseptorii pozitif meme kanseri de dahil
olmak iizere 13 farkli kanser tiiriiniin gelisimi ile iliskilendirmektedir. Dolasimdaki
insiilin ve glukoz seviyelerinin artmasi, yag dokusu kaynakli dstrojenler, inflamatuar
mediatOrler de dahil olmak iizere bu iliskiyi desteklemek i¢in bir dizi lokal ve sistemik
degisiklik oldugu varsayilmaktadir. Kanser hiicrelerinde enerji tiretimi ve kullanimi1
metabolik yolaklar1 diizensizdir. Obezite gelisimi ile iliskili asir1 enerji alimi,

hiperglisemi ayrica yag kiitlesinde artisa yol agabilir. Yag dokusunun genislemesi,
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cogalan adiposit Onciillerine ve genisleyen adipositlere besin ve oksijen saglayan yeni
kan damarlarmin olusumunu saglamaktadir [20]. Anjiyogenez, doku gelisiminin
normal bir fonksiyonudur ve vaskiler endotelyal biyume faktort (VEGF) dahil olmak
Uzere pro-anjiyojenik faktorlerin salinmasinin bir sonucu olarak ortaya ¢ikar. Bununla
birlikte, adipositler lipid depolamak i¢in sinirhi bir kapasiteye sahiptir ve blyuk lipid
damlacik boyutlarinda hipoksik hale gelir. Hiicre i¢i hipoksi, ¢ogu dokuda VEGF
ekspresyonunun énemli bir diizenleyicisi olan HIF1a'nin stabilizasyonuna yol agar.
Obezitede yag dokusunun genislemesi ve adipositlerde HIF1a'nin stabilizasyonu, pro-
anjiyojenik yanittan ziyade fibrotik ve enflamatuar yanitlarla iligkilidir, bu da yag

dokusunda VEGF'nin kontroliiniin HIFla'dan bagimsiz oldugunu diistiniilmektedir
[21].
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Meme tumdrleri, adipositler, bagisiklik hiicreleri dahil olmak {izere meme yag
hiicreleri tarafindan gevrelenir. Obezite, yag dokusunun blyumesi ve adipokinlerin
saliniminin artmasi, bagisiklik hiicrelerinin toplanmasina ve inflamatuar mediatdrlerin
salinmasina yol agan adiposit disfonksiyonu ve hiicre olimi ile iliskilidir [22].
Ostrojen iireten adipoz stromal hiicreler, aromataz ekspresyonlarini artirarak tiimor
cevresinde degisikliklere yanit verir ve Ostrojen iiretiminin artmasina neden olur.
Artan doku biyokiitlesi de hem hipoksi hem de anjiyogenez ile iliskilidir. Obezite ile
iliskili hiperglisemi ve hiperinsiilinemi, meme kanseri hiicre biiyiimesi i¢in ek
uyaranlar saglar. Obezitesi olan bireylerde, merkezi sinir sisteminde leptin direncinin
gelismesi nedeniyle leptin bu islevi yerine getirememektedir. Meme kanserinin
blylmesi, yalnizca obezite ile iliskili faktorlerin artan seviyeleri degil, ayn1 zamanda
adiposit kaynakli hormon adiponektin ve bagirsak kaynakli peptit hormonlar1 ghrelin
ve asillenmemis ghrelin dahil olmak {izere obezite-meme kanseri baglantisini

hafifletmek igin Onerilen faktdrlerin kaybiyla da uyarilir [23].

2.2.4 Metabolik yollar

Obezite, siirekli bir enerji kullanilabilirligi bollugu igerirken, artan enerji talebi
kontrolsiiz hiicre ¢cogalmasi iliskilidir. Hiicresel enerji homeostazinin korunmasinda
onemli rolleri olan metabolik yollar bu nedenle bu iki durumda siklikla diizensizdir.
Bazi hiicrelerin enerji liretim bigimlerini mitokondriyal solunumdan ve oksijenden
bagimsiz olan glikolize dogru nasil ve neden degistirdigini anlamak da dahil olmak
iizere, kanserde meydana gelen metabolik degisikliklerin karakterize edilmesine ¢ok
dikkat edilmistir. Glikoliz, ATP iiretiminde solunumdan az verimli olmasina ragmen,
genellikle gerekli olandan fazla olan glikoz aliminin artmasi, kanser hiicrelerinin
sadece yeterli diizeyde ATP iiretmesini degil, hiicre bdliinmesi icin gerekli olan
nukleotidlerin, amino asitlerin ve yag asitlerinin biyosentezi i¢in kullanilabilecek
metabolik ara Uriinleri saglar [20]. Blyime faktorleri aracili olarak PI3K-AKT sinyal
yolaginin aktivasyonu sadece hiicresel enerji iiretimi i¢in degil, ayn1 zamanda amino
asitler, niikleotidler ve yag asitleri gibi makromolekiillerin biyosentezi i¢in de gerekli
olan glikoz-6-fosfat alimin1 ve metabolizmasini uyarir [24]. YUksek ATP seviyeleri,
enerji sensoriic AMPK'yi baskilayarak, yag asitlerinin B-oksidasyonunun azalmasina

ve kolesterol, protein ve yag asitlerinin sentezinin artmasina neden olur [25].
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Insiilin, hipoksi, leptin ve inflamatuar mediatdrler prostaglandin E dahil olmak iizere
cesitli faktorler2 (PGE2), timor nekroz faktorii (TNF) ve IL-6, meme kanseri
hiicrelerinde veya timor mikrogevresinin hiicrelerinde metabolik yollar1 etkiler.
Meme kanseri hiicrelerinde instlin, leptin ve 6stradiol (E2) PI3K-AKT sinyalini
uyarirken, leptin ve E2 AMP ile aktive olan protein kinaz (AMPK) sinyalini baskilar.
Hipoksi, hipoksi ile indiiklenebilir faktér 1a'nin (HIF1a) stabilizasyonunu indiikler,
obezite ile iliskili aracilarla birlikte aerobik glikolizi arttirir, artan glikoz alimi, protein
ve niikleotid sentezinin uyarilmasi ile hiicre proliferasyonunu arttirir. Adipoz stromal
hiicrelerde, leptin, PGE2, TNF ve IL-6 ve glikoz alimini uyarir. PGE ve leptin ayrica
HIFla'y1t uyarir, LKBI-AMPK sinyalini ile p53’t baskilayarak 06strojen
biyosentezinde ¢ok onemli bir enzim olan aromataz ekspresyonunu uyarir [26]. Bu
degisikliklerin net etkisi, obezitesi olan kisilerde gézlenen desmoplaziyi agiklayabilen
adipoz stromal hiicrelerden tiiretilen hiicre soylarinin ¢ogalmasini desteklemektedir.
Bu ¢ogalan adipoz stromal hiicre tiirevli hiicreler, daha fazla tiimor hiicresi biiylimesini
destekleyen laktat ve Ostrojenler saglar. Obezitenin bagisiklik hiicrelerindeki
metabolik yollar Uzerindeki etkileri hala zayif bir sekilde karakterize edilmistir.
Bununla birlikte, hipoksi, HIF2a tizerindeki etkiler yoluyla aerobik glikolize gecisi
tetikler ve klinik oncesi fare modellerinde yiiksek yagli beslenme, AMPK sinyalinin
baskilanmas: ile iligkilidir. Bu bulgular, obezitenin, bagisiklik hiicrelerinin hizl
cogalmasini destekleyen ve tlimor biiyiimesini destekleyen sitokinlerin artan iiretimini

destekleyen metabolik bir degisime neden oldugunu gostermektedir [20].

2.3 Orlistat ve Meme Kanseri iliskisi

Bir gastrointestinal lipaz inhibitorii olarak orlistat lipid metabolizmas1 enzimlerini
inhibe ederek triagilgliseroliin emilebilir yag asitlerine ve nitro-gliseride hidrolizini
Onleyerek zayif bagirsak emilimine neden olur. Klinik ¢aligsmalar orlistatin tek basina
veya diger ilaglarla kombinasyon halinde anti-tiimor tedavisi i¢in kullanilabilecegini
gostermektedir [27]. Orlistatin, rapamisin (mTOR)/AKT sinyal yollar1 aracilig1 ile

hepatoseliiler karsinom hiicrelerinin canliligini azaltmaktadir [28].
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Sekil 2-4 Orlistat aracili tiimor hiicreleri apoptozunun potansiyel molekiler
mekanizmalari.

Nkleer faktor kappa-B'nin (NF-kB) sinyal yolunun aktivasyonu genellikle kanser
tesviki ve ilerlemesi ile iliskilidir. NF-xB sinyal yolu kanser hiicrelerinde aktive
edildiginde genellikle tiimor hiicrelerinin cogalmasini, hayatta kalmasini metastazini
ve anjiyogenezi etkiler. Ayrica, aktive edilmis NF-«kB sinyal yolu ilgili genlerin
ekspresyonunu etkileyerek anti-timor tedavisine dirence yol agar ve konakgi
homeostazi ve anti-tumor tedavisinde bir dlzenleyicidir [28]. Kaspazlar,
programlanmis hiicre 6liimii ve inflamasyonunda 6nemli bir rol oynayan ve hiicrelerin
apoptoz sinyal yollar1 i¢in ¢ok 6nemli olan korunmus bir sistein proteaz ailesidir. lyi
bilinen bir 6liim proteazi olan kaspaz-3, spesifik bir lizis ile iligkili sinyal yollarini
katalize ederek ve hiicrelerin apoptozuna yol agar. Ayrica, bir kaspaz baslaticisi olan
kaspaz-9, hasarli hiicrelerin temizlenmesi igin gerekli olan hiicre apoptozunun
baglatilmasinda énemli bir rol oynar [29]. AKT, cAMP'ye bagimli protein kinaz 1
(PKA)/cGMP'ye bagimli protein kinaz (PKG)/protein kinaz C (PKC) (AGC) ailesinin
bir protein kinaz tiyesidir. AKT/mTOR sinyal yolag: tiimér olusumunda 6nemli rol
oynar [30]. Timor nekroz faktorii ile iliskili apoptozu indiikleyen ligand (TRAIL),
cesitli malign hiicrelerde apoptozu indikleyebilir ve normal hiicreler ve dokular igin
cok az toksisiteye sahiptir. strese girdiginde, TRAIL, hiicrelerin igsel yollar1 tarafindan
dogru bir sekilde aktive edilebilir ve gelistirilebilir, bu da hizlandirilmis apoptoza yol
agmaktadir [31].

2.4  FoxO Ailesi ve Meme Kanseri

Forkhead box O (FOXO) transkripsiyon faktorleri hiicre oliimii, yaslanma,

anjiyogenez ve metastaz icin gerekli olan genleri dizenleme rolleri olan tumor
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baskilayicilar olarak kabul gérmektedirler. FOXO ekspresyonunun ve fonksiyonunun
deregiilasyonu, genetik bozukluklari, metabolik hastaliklari, diizensiz yaglanmay1 ve

kanseri tesvik edebilir [32].

2.4.1 FOXO islevi

Memelilerde, FOXO alt ailesi dort iiyeden olusur FOXO1, FOXO3, FOX04, FOXO6.
Bu dort FOXO transkripsiyon faktorii farkli kosullar altinda hiicre kaderini kontrol
etmek icin hedef genlerine monomerler veya heterodimerler olarak baglanir. FOXO
proteinleri kanatli sarmal DNA baglanma alani niikleer lokalizasyon dizisi ve
transaktivasyon alani1 olmak tizere 4 farkli ¢ekirdek fonksiyonel alana sahiptir. FOXO-
DNA baglanma alan1 genomdaki konsensiis dizilerini (5'-GTAAA(C/T)A-3') tanir ve
bunlara baglanir. FOXO ailesi proteinlerini, hayatta kalma, otofaji, metastaz ve

anjiyogenezde, ilag direnci gibi ¢esitli hiicresel yolaklarda gérev almaktadirlar [32].

. Apoptosis

<l FOXOs —' Tumorigenesis

Senescence ‘ J-
Autophagy

Angiogenesis

Sekil 2-5 FOXO'lar, hiicre apoptozunu ve yaglanmasmi tegvik ederek timor
olusumunu inhibe etmede tiimor baskilayici roller sergiler.

2.5 MikroRNA’lar ve Meme Kanseri

2.5.1 MikroRNA biyogenezi

MikroRNA'lar (miRNA'lar), gen regiilasyonunda 6nemli roller iistlenen yaklagik 22
niikleotid boyutunda kiigiik, evrimsel olarak korunmus, kodlamayan RNA'lardir [33].
miRNA'nin kanonik biyogenezi, hem niikleer hem de sitoplazmik adimlar1 olan
karmasik bir yoldur. Nikleer miRNA geni, RNA polimeraz II (Pol II) tarafindan bir
"pri-miRNA" adi1 verilen ara maddesi iiretir. Daha sonra temel olarak bir Drosha
molekiilii (iki RNaz III alanina sahip bir tiir RNase III enzimi) ve kofaktorii DiGeorge
sendromu kritik bolge geni 8'i (DGCRS) tarafindan tanmir. Daha sonra Drosha, pri-
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miRNA sag tokasinda sapin iki telini ayirir ve "pre-miRNA" adli bir gévde halkasi
olusturur. Bunu takiben, ¢ekirdekte olusan pre-miRNA, Exportin 5 ve Ran guanozin
trifosfat (RanGTP) yoluyla sitoplazmaya tasinir. Sitoplazmada, pre-miRNA, iki RNaz
IIT alanina sahip bir endoniikleaz olan Dicer tarafindan daha fazla taninir ve TRBP
(TARBP?2 olarak da adlandirilan HIV-1 TAR RNA baglayici protein) adi1 verilen bir
ortak protein ile iliskilidir. Dicer, sa¢ tokasindan terminal halkasini keser ve
"miRNA"nin miRNA ile eslestirilmis bir yolcu ipligi oldugu miRNA-miRNA*
dupleksini olusturur. miRNA-miRNA* dubleksi daha sonra bir Argonaute (Ago) ailesi
proteinine ylklenir ve Ago'nun N-terminal alani tarafindan tahrik edilerek ¢oziiliir.
Ozellikle, Ago kompleksleri arasinda siralama siirecinde, MiRNA-miRNA*
dubleksinin niikleotid bilesimi de iplik se¢imini etkiler. Son olarak, miRNA* ipligi
yaygin olarak bozunurken, kilavuz iplik (miRNA'nin olgun formu olmak iizere) olarak
da bilinen diger iplik tutulur ve sonunda fonksiyonel RNA kaynakli susturma
kompleksini (RISC) olustur [34].

RNA Pol Il

miRNA gene pri-miRNA

DGCRS8
Drosha
pre-miRNA

? Exportin 5 /
RanGTP
Nucleus - /

=~ ._—__—pj/

Cytoplasm i
TRBP T~ S
~mMIRNA-mMiRNA* duplex
* P AGO
l DG CP2
mMRNA ~
Cap ®re— — A PABPC
e N —.
GW182%"n
R - N2-PAN3
BExe CCR4-NOT
(translational repression) (mRNA degradation)

Sekil 2-6 Kanonik miRNA biyogenezi ve miRNA aracili gen susturma
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3 MATERYAL-METODLAR

3.1 Kullanilan Cihazlarin Listesi

Calismada kullanilan cihazlarin listesi Ekler boliimiinde EK A’da yer almaktadir.

3.2 Kullanmilan Kimyasallar

Calismada kullanilan kimyasallarin listesi Ekler bolimiinde EK B’de yer almaktadir.

3.3 Metodlar

3.3.1 Plazmiti Eldesi ve Buyuttlmesi

BT474 meme kanseri hiicrelerinde FoxO3a’nin ifade seviyesinin artmasi amaciyla
FLAG-FoxO3a WT (Katalog no:8360, https://www.addgene.org/8360/, Addgene) ve
FLAG-tag (Katalog no:55180, https://www.addgene.org/55180/, Addgene)
plazmidleri hazir olarak satin alimmistir. FLAG etiketi bir proteine eklenebilen,
DYKDDDDK dizisine sahip bir peptit. FLAG etiketli bos vektoriin biyiitiillmesi
amaciyla Luria-Bertani (LB) Broth siv1 besiyerine, vektoriin seleksiyon markir1 olan
kloramfenikol eklenir (stok konsantrasyonu 25 mg/mL, final konsantrasyonu 25
pg/mL’dir). FLAG etiketli FoxO3a geni igeren plazmidler de ampisilin iceren LB
Broth sivi besiyerinde biiyiitiilir (stok konsantrasyonu 100 mg /mL, final
konsantrasyonu 100 pg/mL’dir). Her iki vektore ait plazmit haritalar1 Sekil 3.1 ve
Sekil 3.2°de gosterilmektedir.
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Sekil 3-1. FLAG-FOXO3a-wt vektoriin tiim sekans haritasi
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Sekil 3-2 FLAG-isaretli bos plazmit vektoriin tiim sekans haritast
3.3.2 Plazmit izolasyonu

FLAG etiketli bos vektor kloramfenikol antibiyotigi i¢eren, FLAG etiketli FoxO3a
genini iceren vektor amfisilin igeren besiyeri ortaminda 37 C’de OD (optik densite)
0.6 olana kadar biiyiitiilmiistiir. A260/280 Saflik degerleri 1,8-2,0 arasinda olan
orneklerden ZymoPURE Plasmid Miniprep Kit (Katalog no: D4212) ile plasmid
izolasyonu iiretici firmanin talimatlarina gore gergeklesmistir. Falkonda biiytitiilen
bakteri kultiri santriftij ile cokturulerek alkali lizis yontemine uygun olarak
notralizasyon, resuspanse etme ve presipitasyon basamaklarmin ardindan elde
edilmistir. Elde edilen plasmidler -20°C’de sakland1

3.3.3 Hicre Kultaru

BT-474 meme kanseri hiicre hattt ATCC’den (Manassa, USA) satin alinmig ve kiiltiirii
icin 200U/ml Penisilin ile 100 pug/ml Streptomisin(PS)( Pan Biotech, Germany), %10
oraninda Fetal Bovine Serum(FBS) ve 1X Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium
(DMEM) icerikleri kullanilmistir. Hiicrelerin ana stoklar1 +4°C derecede saklanmustir.
Bu hiicre hatti T25 kiiltiir kaplarinda, 37°C ve %S5 CO2 kosullar1 altinda
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biiytitiilmiiglerdir. Bu hiicreler, kiiltiir ortaminda %70-80 yogunluga geldiginde
pasajlama yapilarak yeni kiiltiir kaplarma gegirilerek biiyiitiilmiis ve bdylelikle
deneyler yapilmistir. Pasajlama islerine bagslarken oOncelikle eski besiyeri kiiltiir
kabindan dikkatice ¢ikarilir ve 1X PBS ile yikama yapilmistir. Hiicrelere tripsin-
EDTA c¢ozeltisi eklenir ve hiicreler kalkana kadar inkubatorde bekletilir (Ortalama 3-
4 dakika). Mikroskopta hiicrelerin kalktigina emin olduktan sonra eklenilen tripsin-
EDTA miktar1 kadar besiyeri eklenmistir ve 15 ml’lik falkona bu hiicreler
toplanmistir. Falkon tiip, 2500 rpm x 5 dakika boyunca santrifiij edilmistir. Santrifiij
bittiginde ise iist faz atilir ve pellet 1 ml besiyeri igerisinde iyice ¢ozililene kadar pipetaj

yapimustir.

3.34 FT ve FF plazmit vektorlerinin BT-474 meme kanseri hucrelerine

tranfeksiyonu

Plazmitlerin BT-474 hicrelerine transfeksiyonu bir lipofektamin turevli transfeksiyon
ajan1 (iN-fectTM in vitro Transfection Reagent cat no:15081) kullanilarak
gergeklestirildi. FBS icermeyen besiyerine 1:3 oraninda transfeksiyon ajani eklenip,
oda sicakliginda 5 dk inkiibe edilecek, ardindan 1000 ng olacak sekilde plazmitler
eklenip 25 dk oda sicakliginda inkiibe edildi. 6-well’de ekili ve %80 yogunluga
ulasmis olan hiicrelerin taze besiyerleri lizerine damla damla ilave edildi. 48 saatlik
transfeksiyondan sonra plazmitlerin  haritalarinda belirtilen  antibiyotiklerin
uygulamasi gerceklestirilecek ve plasmitleri alan hiicre gruplarinin segilimi yapildi.
FLAG etiketli bos vektor ile FLAG etiketli ve FoxO3a geni iceren plazmit
vektorlerinin aktariminin kontrolii ¢aligmast i¢in izole edilen plazmitlerin hiicrelere
transfekte edilmesini takiben antibiyotik seleksiyonu gerceklestirildi. Antibiyotik
secilimi sonrasinda canlilii devam eden hiicrelerde FoxO3a ifade seviyesinin
artisinin belirlenmesi i¢in immunoblotlama yontemi ile FLAG antikoru (Cat No:
86861) ve FoxO3a antikoru (Cat No: 12829) ile ilgili proteinlerin ifade seviyeleri

belirlenmistir.
3.3.5 Immunoblotlama Ydntemi

Immunoblotlama yoOntemi icin BT-474 wt, Flag-Tag ve Flag-FoxO3a hicre
modellerinin ekimlerini takiben iizerindeki medya atilmis ve {izerlerine soguk 1XPBS
ekledikten sonra hiicreler mekanik olarak kazima yontemi ile kaldirilmistir. Ardindan

hiicrelerin mikrofiyj tiipiinde toplanmas1 gergeklestirilerek ve 2 dakika 13.200 rpm’ de
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santrifij edilmis ve siipernatant atilmistir. Uzerine Thermo Fisher Scientific
firmasindan alinmis olan M-PER (%10 proteaz inhibitorti ile), pellet yogunluguna gore
degiskenlik gosterebilecek sekilde yaklastk 50 pl eklenmistir. Ornekler oda
sicakliginda, 15 dakika calkalayicinin istiinde bekletildikten sonra 16400 rpm’ de, 15
dakika +4C’de santrifiijlenerek ayrigtirilmistir. Santrifiijden sonra supernatant yeni bir
mikrofiij tiipiine almarak protein 0zutu olarak -20°C’ de saklanmustir. Elde edilen

protein 6zatlindn konsantrasyonu Bradford yontemi ile belirlenmistir.

3.3.6  Protein konsantrasyonu belirleme-Bradford yontemi

Bradford Ajani analizi i¢cin 96 kuyucuklu petrilere, 3 tekrar olmak tizere 1 pl’den 5
ul’ye kadar protein standardi (1,5 pg/ul), diger kuyucuklara ise orneklerden 1 pl
eklenmistir. Standartlarin ve drneklerin iizerine 200 pl Bradford ajani eklenmistir. 96
kuyucuklu petri 5 dakika karanlikta bekletildikten sonra ornekler Bio-Rad 96
kuyucuklu petri okuyucu cihazinda 595 nm’de absorbans degerleri elde edilmis ve bu
degerler kullanilarak ornek protein yogunluk degerleri hesaplanmustir. Protein
ornekleri immunoblotlama yontemi i¢in 5x Laemmli tamponu ile 1:5 oraninda
karigtirilarak 95°C’ de 5 dakika denatiire edilmistir. %12 sodyum dodesil siilfat igeren
poliakrilamid jel (SDS-PAGE) hazirlanarak, 6rnekler protein belirtegler ile birlikte
90 V’de 3 saat SDS iceren yiiriitme tamponunda yiiriitiilmiistiir. Ornekler daha sonra
0,22 ym PVDF membrana transfer edilerek, %5’ lik yagsiz siit ile 1 saat oda
sicakliginda sallayicida bekletilmistir. Secili primer antikorlarla gece boyu +4°C
sicaklikta bekletilmistir. Primer antikor uygulamasini takiben 10 dakikalik, 3 kez
TBS-T yikamasinin ardindan 1:3000-1:5000, HRP-etiketli anti-tavsan/fare ikincil
antikorlar (Cell Signaling Technology) ile 2 saat oda sicakliginda ya da gece boyu
bekletilmistir. Ikincil antikor uygulamasinin ardindan, 10 dakikalik, 3 kez TBS-T ile
ve 10 dakikalik 1 kez TBS yikama sonrasinda, drnekler oda sicakligina getirilmis
kemiluminesans madde ile 1 dakika boyunca muamele edilmistir. Kemiluminesans
olgen (Bio-Rad) cihaz yardimi ile band profilleri incelenecek ve Imagelab analiz

programi ile bantlarin densitometrik analizleri gergeklestirilmistir.

3.3.7 RNA izolasyonu

RNA Izolasyonu igin Purezol (BIORAD) kiti kullanildi ve iireticinin talimatlarina
gore gerceklestirildi. Oncelikle, petri kabindaki (60mm) besiyeri atild1 ve 1cm®’ye 1
mL olucak sekilde kitin igindeki Purezol soliisyonu eklendi ters-diiz edildi. 5 dakika
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oda sicakliginda inkiibe edildi. 1,6 mL kloroform eklenerek 15 saniye ters-diiz edildi.
5 dakika oda sicakliginda inkiibe edildi. Hiicre lizati, 12,000 x g’de 15 dakika 4°C’de
santrifiij edildi. Bu asamadan sonra 3 faz olustu. Ust faz renksiz (RNA nin oldugu),
ortadaki beyaz ve alttaki kirmizi renkte (DNA’nin oldugu) gorildi. Ara fazi
bozmadan iistteki fazi yeni RNAaz igermeyen bir tiipe alindi. 4 mL Izopropil alkol
eklenip 5 dakika oda sicakliginda inkiibe edildi. 12,000 x g’de 15 dakika 4°C’de
santriflij edildi Ustfaz dikkatli bir sekilde atildi. RNA pelletini yikamak i¢in 4 ml
%70’lik Etanol kullanildi. 7.500 x g’de 5 dakika 4°C’ de santrifiijlendi. Supernatant
atildi. RNA pelleti yaklasik 5 dakika kurutulduktan sonra RNAse icermeyen
Dietilpropiyonat (DEPC) su ile pellet ters- diiz edilerek 55-60°C’de 10 dakika inkiibe
edildi.

3.3.8 cDNA cevrimi

BIORAD iScriptt™ c¢DNA Sentez kiti kullanildi izole edilen RNA’nin
spektrofotometre ile dl¢limii gergeklestirilmis Daha sonra kitin talimatlarina gore; 5x
iScript reaksiyon karigimi: 4pl, iScript ters trankriptaz : 1 ul ve RNA’’nin miktaria gore
RNAaz icermeyen su hesaplanip total hacim 20ul olucak sekilde deney protokolil
kuruldu. Thermal siklus PCR’in dongiisii ise priming: 25°C’de 5 dakika, ters
trankskripsion: 46°C’de 20 dakika, RT inaktivasyonu: 90°C’de 1 dakika olustu ve elde
edilen cDNA’lar -20 °C’de muhafaza edildi.

3.3.9 QRT-PCR Analizi

IQ™ SYBR® Green Supermix kullanilmis ¢cDNA’lardan RT-qPCR analizi Uretici
firmanin talimatina gore gergeklestirildi. 1Q SYBR Green supermix’i ve diger
dondurulmus reaksiyon bilesenleri, cDNA ve su miktarina gore iireticinin verdigi
tabloya gore hesaplanip hazirlandi. PCR tiiplerine reaksiyon bilesenleri eklendi.
Termal dong(, verilen verilere gére CFX Connect Real-Time PCR Detection System

cihazinda girildi.

3.3.10 MTT Canhlilik testi

FoxO3a ifadesi arttirilan (FLAG-FOXO3a) ve kontrol grubu (FLAG-tag) ) hicreleri
1x10* hiicre/kuyu olacak sekilde 96 kuyucuklu petriye ekilmistir. Hiicrelerinin
adherent 6zelliklerini gostermelerini takiben 0-75 mikromolar doz araliginda orlistat

uygulamasi gergeklestirilmistir. 96 kuyucuklu petriye ekilen ve doza ve zamana bagl
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olarak gergeklestirilen orlistat uygulamalarini takiben 10 pl MTT ajanm1 (5 mg/ml;
Sigma) uygulamasi yapilmistir. 4 saat sonra 100 pl DMSO (Sigma) ile olusan
formazan kristalleri ¢ozdiiriildii. Orneklerin 5 dakika karanlik ortamda bekletilmesini
takiben 570 nm dalga boyunda spektrofotometrik 6l¢iim yapildi (Bio-Rad Microplate

Absorbance Reader).
3.3.11 Floresans boyama

Diheksiloksakarbosiyanin Iyodiir (DioC6) Boyama

6 kuyucuklu petrilere ekilen 1x10° (hiicre/kuyu) hiicrenin yapismasi igin gece boyunca
37 °C’de ve %5 CO2 igeren inkiibatorde inkiibe edildi. Hiicre sag kalim testi
sonuclarma gore orlistat uygulanan ornekler, 4 nM DiOC6 igeren medya ile
degistirildi ve 15 dakika inkiibe edilecektir. Saglikli mitokondri membranina sahip
hicreler eksitasyon 488 nm, emisyon 525 nm’de floresan mikroskobunda

g6zlemlendi.

3.3.12 miRNA izolasyonu, CDNA’ya cevrilmesi ve Ger¢ek Zamanh Polimeraz

Zincir Reaksiyonu

MiRNA hiicrelerden, dokulardan ve serum, plazma, gézyasi veya idrar gibi viicut
sivilarindan izole edilebilir. Geleneksel fenol-kloroform ekstraksiyonunun ardindan
RNA c¢okeltmesini yaygin olarak kullanilir. Ancak, diisik GC igerigine sahip
miRNA'larin, az sayida hiicreden fenol-kloroform ekstraksiyonu sirasinda segici
olarak kayboldugu ve bunun nedeninin, uzun niikleik asitlere kiyasla kii¢lik niikleik
asitleri ¢okeltmenin verimsizliginden kaynaklandigi bulunmustur. Calismamizda

Qiagen RNEasy toplam RNA izolasyon kitinde kullanilmistir.

3.3.13 gRT-PCR analizi igin kullamlan PFAFFL metodu

Pfaffl metodu, gen ifadesindeki degisiklikleri arastirmak i¢in bir referansa karsi bir
hedef genin goreceli ifadesine dayali olarak gerceklestirilen tekniktir. Calismamizda

RNUG6 geni referans olarak almarak hedef miRNA’larin ifade seviyeleri belirlenmistir.
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3.3.14 istatiksel Analiz

Uglii biyolojik ve teknik tekrarlar ile gerceklestirilen deneylerin analizleri GraphPad
Prism version 8, (https://www.graphpad.com/) ile gerceklestirilecek ve sonuglar
ortalama + standart sapma (standart deviation, SD) olarak ifade edilecektir. Birden
fazla grup arasindaki verilen karsilastirilmasi i¢in deney gruplarina uygun olarak

ANOVA testleri kullanilacak ve p<0.05 istatistiksel olarak anlamli kabul edilir.
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4 SONUCLAR

4.1 FLAG etiketli bos vektoriin ve FLAG etiketli FoxO3a genini iceren plazmit

vektorlerinin izolasyonu, spektral ve agaroz jel elektroforezi analizi

FoxO3a’nin ifade seviyesinin artisinin belirlenmesi i¢in, FLAG etiketli bos vektor
ve FoxO3a gen dizisini igeren plazmit ekspresyon vektorleri Addgene’den hazir
olarak satin alinmistir. Ardindan, FLAG etiketli bos vektér kloramfenikol
antibiyotigi iceren, FLAG etiketli FoxO3a genini iceren vektor amfisilin igceren
besiyeri ortaminda 37 C’de ODC’de OD (optik densite) 0.6 olana kadar
biiyiitiilmistiir. ZymoPURE Plasmid Miniprep Kit (Katalog no: D4212) ile
plazmit izolasyonu gerceklestirilen Orneklerin spektral analiz ile saflik ve
konsantrasyonlar1 belirlenmistir. FLAG etiketli plazmit 6rneginin konsantrasyonu
3206 ng/ul ¢ikmigtir ve saflik degeri ise 1,9°dur. FLAG etiketli Foxo3a genini
iceren plazmit 6rneginin konsantrasyonu 1963,3 ng/ul ¢ikmustir ve saflik degeri
1,9°dur (Sekil 4.1). Elde edilen bu plazmitler hiicrelerde FoxO3a artisinin
gergeklestirilmesi i¢in transfeksiyon basamaginda kullanilmiglardir. Ayrica, Sekil
4.1’de elde edilen sonuglarin disinda tez ¢alismalart siiresince plazmit

izolasyonlar1 yapilmaya devam etmistir.

Konsantrasyon (ng/pnl) | A260/280

Flag-Tag 3206 1.90

Flag-FOXO3a 1963.3 1.90

Sekil 4-1 FLAG etiketli bos vektoriin ve FLAG etiketli FoxO3a genini i¢eren plazmit
vektorlerininin spektral analiz sonucu

Yapilan plazmit izolasyonunun niceliksel analizinin yapilabilmesi i¢in 6rnekler
%1°lik agaroz jelde yiiriitiilerek ayrimi saglanmistir. Plazmit haritalarina gore
FLAG etiketli bos vektoriin baz cifti 2170, FLAG etiketli Foxo3a genini igeren

vektorliin baz ciftinin 4964 olmasi gerekmektedir. Elde edilen agaroz jel
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sonuglarinda markira kiyaslandiginda baz ciflerinin uygun uzunluklarda oldugu

gozlemlenmistir (Sekil 4.2).

M FT FF

Flag-FOXO3a
Flag-Tag

Sekil 4-2. Markir olarak GeneRuler 1kb Plus Ladder (Thermo Fisher, SM0311) ve 6x
ylkleme tamponu olarak da DNA Gel Loading Dye (6X) (Thermo Fisher, R0611)
kullamilmigtir. M: Markwr, FT: Flag-Tag bos plazmit vektorii, FF: Flag-etiketli
FoxO3a genini iceren plazmit vektori

4.2 FLAG etiketli bos vektoriin (FT) ve FLAG etiketli ve FoxO3a geni igeren
plazmit vektorlerinin (FF) BT-474 meme kanseri hiicrelerine transfeksiyonu

sonrasi FOxO3a ifade seviyesinin kontroli

FT ve FF plazmitleri BT-474 meme kanseri hicrelerine transfekte edildikten 48
saat sonra total protein izolasyonu yapilmis ve transfeksiyon yapilmamis WT (wild
type) grubuna gore FoxO3a seviyelerinin karsilastirilmasi igin SDS-PAGE jel
elektroforezinde ayrimlar1 saglanmistir. Membrana transferin ardindan spesifik
primer ve sekonder antikorlar ile 24 saat boyunca inkibe edildikten sonra
goriintiilenme islemi gergeklestirilmistir. B-aktin yikleme kontroli olarak
kullanilmistir. BT-474 hiicrelerinde FoxO3a’nin ifade seviyesinin kontrol grubuna

kiyasla arttig1 belirlenmistir (Sekil 4.3).

wt FT FF

Sekil 4-3: Transfeksiyon sonrasit BT-474 hucrelerinde FoxO3a protein seviyelerinin
immunoblotlama yontemi ile incelenmesi (wt: wild type, FF: FLAG etiketli ve
FoxO3a geni iceren plazmid vektorii transfekte edilmis).

BT1-474
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FoxO3a’nin protein ifadesinin kontroliine ek olarak mRNA seviyesinin de
belirlenmesi amaciyla qRT-PCR gerceklestirilmistir. FT ve FF vektorlerinin BT-474
hiicrelerine transfeksiyonu sonrasinda belirtilen hiicreler 48 saat inkiibasyona
birakilmistir. 48 saat sonunda hiicrelerden total RNA izolasyonu gerceklestirilmis,
cDNA cevrimini takiben, gRT-PCR yontemi ile FoxO3a geninin ifadesi gercek
zamanli olarak belirlenmistir. BT-474 hiicrelerinde wt ve FT gruplarina kiyasla FF

gruplarinda FoxO3a’nin ifade seviyesinin arttig1 belirlenmistir (Sekil 4-4.).

BT-474
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Sekil 4-4 BT-474 hucrelerinde Foxo3a ekspresyon seviyesinin qRT-PCR ile
gOsterilmesi

4.3 Orlistat uygulamasinin BT-474 meme Kkanseri hiicrelerinin canhhgi

Uzerindeki etkisinin belirlenmesi

Orlistat’in BT-474 hiicrelerinin canliligina olan etkisinin aragtirilmasi icin MTT Hiicre
canlilig1 testi gergeklestirilmistir. 1x10* hiicre/kuyu olacak sekilde 96 kuyucuklu
petriye ekilen BT-474 hiicrelerine 24 ve 48 saat boyunca farkli konsantrasyonlarda (1-
3-5-10-15-20-25-30-50-75uM) orlistat uygulamast yapilmistir. MTT hiicre canliligt
analizleri 4 teknik ve 3 biyolojik tekrarli deneyin sonuclart alinarak yapilmistir. Bagil
hiicre canlilig1 analizi i¢in hi¢ ila¢ uygulamasi yapilmayan kontrol hiicrelerini %100
canli olarak kabul edilmis ve hesaplamalar bu yonde yapilmistir (Sekil 4-5). 24 ve 48
saatlik siirelerde doza bagli olarak uygulanan orlistatin kontrol grubu hucrelerine
kiyasla hiicre canliligim1 azalttig1 belirlenmistir. 1-30 uM orlistatin 24 saat siire ile

uygulanmas1 sonucunda BT-474 hiicrelerinin bagil hiicre canliliginin %61 e diistiigi,
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48 saat uygulanmasi sonucunda %80’e diistiigli gozlemlenmistir. 50 ve 75 uM
dozlarinda 24 saat uygulanan orlistat, hiicre canliligini sirastyla %58 ve %52 hiicre
canliligina diiglirmiistiir. 48 saat uygulanan 50 uM orlistatin hiicre canliligin1 %72’ye,
75 uM orlistatin ise hiicre canliligimi %52’ye diisiirdiigii goézlemlenmistir. MTT
Canlilik Testi’nden elde edilen sonuca gore 24 saat 75 pM orlistat uygulamasi %50
oraninda canlilig1 azaltan doz olarak belirlenmis ve ilerleyen deneylerde 75 uM orlistat
uygulamasi iizerinden sonuglar elde edilmistir (Sekil 4-5). MTT hiicre canlilif1
analizleri 4 teknik ve 3 biyolojik tekrarli deneyin sonuglar1 alinarak yapilmistir. Bagil
hiicre canlilig1 analizi i¢in ilag uygulamasi yapilmayan kontrol hiicrelerinin canlilig
%100 olarak kabul edilmis ve hesaplamalar bu yonde yapilmistir. Istatistiksel analizler
Two-Way Anova Tukey’s coklu karsilagtirma analizi ile gergeklestirilmistir (p <
0.0001).
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Sekil 4-5. Orlistat uygulanmasinin BT-474 hiicre hatlarinda hiicre canliligina
etkisinin MTT Hucre Canlilig1 Testi ile incelenmesi.

4.4 FoxO3a artis1 ve orlistat uygulamasimin BT-474 hucrelerinin mitokondri

membran potansiyeli Gzerindeki etkisinin incelenmesi

BT-474 hiicrelerine FF ve FT plazmitlerinin transfeksiyonunun ve 24 saat orlistat

uygulanmasini takiben DioC6 boyamalar1 ger¢eklestirilmistir.

DiOc6 mitokondrinin kalsiyum, NO ve reaktif oksijen tiirleri tarafindan hiicre sinyal
iletiminde ve hiicre O6liimiine yol agan yollarda rol oynadigini gostermektedir.
Mitokondriyal membran potansiyeli (Aym), mitokondri ve hiicrenin enerji durumu

icin hassas bir gostergedir ve mitokondriyal proton pompalarinin, elektrojenik tagima
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sistemlerinin ve mitokondriyal gecirgenlik gecisinin aktivasyonunu degerlendirmek
icin kullanilabilir (12). Saglam hiicrelerin mitokondri membranlarindan gegebilen
DiOc6 floresan boyast canli hiicreleri yesil boyali olarak belirtmektedir. Orlistat
uygulamasinin wt, FT ve FF hiicrelerinin canliliginda azalmaya sebep oldugu, Foxo3a
ifadesinin artig1 ve orlistat uygulamasmin hiicre canliliginda daha fazla azalmaya

sebep oldugu gozlemlenmektedir (Sekil 4-6).

Flag-tag

Orlistat

Sekil 4-6 BT-474 hiicrelerinde Foxo3a artisi ile iliskili olarak orlistatin mitokondri
membran potansiyeline etkisinin incelenmesi.

45 FoxO3a artist ve orlistat uygulamasinin BT-474 hiicrelerinin canhhgi

uzerindeki etkisinin incelenmesi

BT-474 hicrelerinde FF ve FT plazmitlerinin transfeksiyonunun ve 24 saat orlistat
uygulanmasini takiben PI boyamalar1 gerceklestirilmistir. Orlistat uygulamasimin wt,
FT ve FF hiicrelerinde oliimii arttirdigi ve Foxo3a ifadesinin artig1 ile orlistat

uygulamasinin BT-474 hicrelerinin 6liimiini daha fazla arttirdig1 gézlemlenmektedir

(Sekil 4-7).
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- Flag-tag Flag-Foxo3a

Orlistat

Sekil 4-7.BT-474 hiicrelerinde Foxo3a artisi ile iligkili olarak orlistatin hicre
6lumine etkisinin incelenmesi

4.6 FoxO3a artisimin ve orlistat uygulamasimin BT-474 wt, FT ve FF Hicre
Modellerinde miR-27a ifadesine etkisinin qRT-PCR Ile analizi

miR-27a, kolon, pankreas, meme, mesane kanseri ve hepatoseliler karsinom dahil
olmak tzere c¢esitli kanser tiirlerinde bir onkogen veya timor baskilayict
olabilmektedir. Bu kapsamda, FoxO3a artisina bagl olarak orlistat uygulamasinin
MiR-27a’nin ifadesine olan etkisinin incelenmesi i¢in, BT-474 WT, FT ve FF meme
kanseri hiicre modellerine 24 saat 75uM orlistat uygulamasi gergeklestirilerek miR-
27a’nin ifade seviyesi belirlenmistir. miR-27a ifade seviyesinin tespiti PFAFFL
analizi kullanilmigtir. PCR efficiency (verimlilik) degeri %93 olarak hesaplanmis ve

etki degeri 1,93 olarak alinmistir.

Elde edilen sonuglarda orlistat uygulanmamig BT-474 wt, FT ve FF hiicre gruplarinda
miR-27a’nin ifade seviyesi wt’a kiyasla 0,85 ve 1,36 olarak elde edilmistir. Hiicrelerde
sadece FoxO3a’nin artig1 ile miR-27a seviyesi 6nemli derecede artmustir. Orlistat
uygulamasi ile wt hiicre gruplarinda 1,26 kat bagil ifade seviyesi elde edilirken, FT ve
FF hiicre gruplarinda orlistat uygulamasi ile birlikte 1,17 ve 1,58 kat bagil miR-27a
ifade seviyesi elde edildi. Sadece FoxO3a artigina bagh olarak miR-429’un ifade
seviyesi 1,36 kat iken, Orlistat uygulamasi ile birlikte miR-429 ifadesi 1,58 kat olarak
belirlenmistir (Sekil 4-8).
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Sekil 4-8 BT-474 hucrelerinde FoxO3a artisi ve orlistat uygulamasi sonucunda miR-
27a ifadesinin belirlenmesi i¢cin QRT-PCR yapilmistir. Deneyde etkinlik %93 olarak
elde edilmistir.

4.7 FoxO3a Artisinin ve orlistat uygulamasinin BT-474 wt, FT ve FF Hucre
Modellerinde miR-200a-5p ifadesine etkisinin gqRT-PCR ile Analizi

FoxO3a artisina bagli olarak orlistat uygulamasimin miR-200a-5p’nin ifadesine olan
etkisinin incelenmesi icin, BT-474 WT, FT ve FF meme kanseri hiicre modellerine 24
saat 75uM orlistat uygulamasi gerceklestirilerek miR--200a-5p’nin ifade seviyesi
belirlenmistir. miR--200a-5p ifade seviyesinin tespiti PFAFFL analizi kullanilmistir.
PCR efficiency (verimlilik) degeri %93 olarak hesaplanmis ve etki degeri 1,93 olarak

alimuistir.

Elde edilen sonuglarda orlistat uygulanmamis BT-474 wt, FT ve FF hiicre gruplarinda
miR-200a-5p’nin ifade seviyesi wt’a kiyasla 1,25 ve 4,55 olarak elde edilmistir.
Hiicrelerde sadece FoxO3a’nin artis1 ile miR-200a-5p seviyesi ¢nemli derecede
artmigtir. Orlistat uygulamasi ile wt hiicre gruplarinda 1,62 kat bagil ifade seviyesi
elde edilirken, FT ve FF hiicre gruplarinda orlistat uygulamasi ile birlikte 5,5 ve 9,6
kat bagil miR-200a-5p ifade seviyesi elde edildi. Sadece FoxO3a artisina bagl olarak
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miR-200a-5p’nin ifade seviyesi 4,55 kat iken, Orlistat uygulamasi ile birlikte miR-
200a-5p ifadesi 9,6 kat olarak belirlenmistir (Sekil 4-9).
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Sekil 4-9: BT-474 hiicrelerinde FoxO3a artisi ve orlistat uygulamasi sonucunda
miR-200a-5p ifadesinin belirlenmesi igin QRT-PCR yapilmistir. Deneyde etkinlik
%93 olarak elde edilmistir

4.8 FoxO3a Artisitmin ve orlistat uygulamasinin BT-474 wt, FT ve FF Hlcre
Modellerinde miR-429 ifadesine etkisinin gRT-PCR ile Analizi

FoxO3a artisina bagli olarak orlistat uygulamasinin miR-429’un ifadesine olan
etkisinin incelenmesi igin, BT-474 WT, FT ve FF meme kanseri hiicre modellerine 24
saat 75uM orlistat uygulamasi gergeklestirilerek miR-429’un ifade seviyesi
belirlenmistir. MiR-429 ifade seviyesinin tespiti PFAFFL analizi kullanilmistir. PCR
efficiency (verimlilik) degeri %93 olarak hesaplanmis ve etki degeri 1,93 olarak

almmustir.

Elde edilen sonuclarda orlistat uygulanmamis BT-474 wt, FT ve FF hiicre gruplarinda
mMiR-429’un ifade seviyesi wt’a kiyasla 1,06 ve 4,9 olarak elde edilmistir. Hiicrelerde
sadece FoxO3a’nin artis1 ile miR-429’un seviyesi 6nemli derecede artmustir. Orlistat
uygulamasi ile wt hiicre gruplarinda 1,47 kat bagil ifade seviyesi elde edilirken, FT ve
FF hiicre gruplarinda orlistat uygulamasi ile birlikte 1,39 ve 8,7 kat bagil miR-429
ifade seviyesi elde edildi. Sadece FoxO3a artigina bagh olarak miR-429’un ifade
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seviyesi 4,9 kat iken, Orlistat uygulamasi ile birlikte miR-429 ifadesi 8,7 kat olarak
belirlenmistir (Sekil 4.10).
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Sekil 4-10 BT-474 hiicrelerinde FoxO3a artisi ve orlistat uygulamasi sonucunda miR-
429’un ifadesinin belirlenmesi i¢in QRT-PCR yapumistir. Deneyde etkinlik %93
olarak elde edilmistir.

4.9 FoxO3a Artisinin ve orlistat uygulamasinin BT-474 wt, FT ve FF Hucre
Modellerinde miR-767-5p ifadesine etkisinin qRT-PCR ile Analizi

FoxO3a artisina bagli olarak orlistat uygulamasmin miR-767-5p’nin ifadesine olan
etkisinin incelenmesi igin, BT-474 WT, FT ve FF meme kanseri hiicre modellerine 24
saat 75uM orlistat uygulamasi gergeklestirilerek miR-767-5p’nin ifade seviyesi
belirlenmistir. MiR-767-5p ifade seviyesinin tespiti PFAFFL analizi kullanilmistir.
PCR efficiency (verimlilik) degeri %93 olarak hesaplanmis ve etki degeri 1,93 olarak

alinmuistir.

Elde edilen sonuclarda orlistat uygulanmamis BT-474 wt, FT ve FF hiicre gruplarinda
miR-767-5p’nin ifade seviyesi wt’a kiyasla 0,73 ve 0,38 olarak elde edilmistir.
Hiicrelerde sadece FoxO3a’nin artig1 ile miR-767-5p’nin seviyesi 6nemli derecede
azalmigtir. Orlistat uygulamasi ile wt hiicre gruplarinda 0,23 kat bagil ifade seviyesi
elde edilirken, FT ve FF hiicre gruplarinda orlistat uygulamasi ile birlikte 0,16 ve 0,13
kat bagil miR-767-5p ifade seviyesi elde edildi. Sadece FoxO3a artigina bagli olarak
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miR-767-5p ifade seviyesi 0,38 kat iken, Orlistat uygulamas: ile birlikte miR-767-5p
ifadesi 0,13 kat olarak belirlenmistir (Sekil 4.10). Sonug olarak, Foxo3a’nin artis1 ile
birlikte miR-767-5p’nin ifade seviyesi azalirken, orlistat uygulamasi ile miR-767-

5p’nin ifade seviyesi daha fazla oranda azalmgtir.
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Sekil 4-11: BT-474 hiicrelerinde FoxO3a artisi ve orlistat uygulamasi sonucunda
MIR-767-5p 'nin ifadesinin belirlenmesi icin QRT-PCR yapilmistir. Deneyde etkinlik
%93 olarak elde edilmistir.

410 FoxO3a Artisinin ve Orlistat Uygulamasimin BT-474 wt, FT ve FF Hucre
Modellerinde miR-130b-3p ifadesine Etkisinin qRT-PCR {le Analizi

FoxO3a artisina bagh olarak orlistat uygulamasinin miR-130b-3p’nin ifadesine olan
etkisinin incelenmesi igin, BT-474 WT, FT ve FF meme kanseri hiicre modellerine 24
saat 75uM orlistat uygulamasi gerceklestirilerek miR-130b-3p’nin ifade seviyesi
belirlenmistir. miR-130b-3p ifade seviyesinin tespiti PFAFFL analizi kullanilmustir.
PCR efficiency (verimlilik) degeri %93 olarak hesaplanmis ve etki degeri 1,93 olarak

alinmistir.

Elde edilen sonuglarda orlistat uygulanmamig BT-474 wt, FT ve FF hiicre gruplarinda
miR-767-5p’nin ifade seviyesi wt’a kiyasla 1,05 ve 0,42 olarak elde edilmistir.

33



Hiicrelerde sadece FoxO3a’nin artig1 ile miR-130b-3p’nin seviyesi 6énemli derecede
azalmigtir. Orlistat uygulamasi ile wt hiicre gruplarinda 0,21 kat bagil ifade seviyesi
elde edilirken, FT ve FF hiicre gruplarinda orlistat uygulamasi ile birlikte 0,25 ve 0,19
kat bagil miR-130b-3p ifade seviyesi elde edildi. Sadece FoxO3a artigina bagli olarak
miR-130b-3p ifade seviyesi 0,38 kat iken, Orlistat uygulamast ile birlikte miR-130b-
3p ifadesi 0,13 kat olarak belirlenmistir (Sekil 4-12). Sonug olarak, Foxo3a’nin artisi
ile birlikte miR-130b-3p’nin ifade seviyesi azalirken, orlistat uygulamasi ile miR-

130b-3p’nin ifade seviyesi daha fazla oranda azalmistir.
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Sekil 4-12: BT-474 hiucrelerinde FoxO3a artist ve orlistat uygulamast sonucunda
miR-130b-3p 'nin ifadesinin belirlenmesi icin QRT-PCR yapilmistir. Deneyde
etkinlik %93 olarak elde edilmistir.

4.11 Foxo3a Artisinin ve Orlistat Uygulamasimin BT-474 wt, FT ve FF Hucre
Modellerinde miR-887-3p ifadesine Etkisinin qRT-PCR ile Analizi

FoxO3a artisina bagl olarak orlistat uygulamasimin miR-887-3p’nin ifadesine olan
etkisinin incelenmesi icin, BT-474 WT, FT ve FF meme kanseri hiicre modellerine 24
saat 75uM orlistat uygulamasi gerceklestirilerek miR-887-3p’nin ifade seviyesi
belirlenmistir. miR-887-3p ifade seviyesinin tespiti PFAFFL analizi kullanilmistir.
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PCR efficiency (verimlilik) degeri %93 olarak hesaplanmis ve etki degeri 1,93 olarak

alinmistir.

Elde edilen sonuglarda orlistat uygulanmamis BT-474 wt, FT ve FF hiicre gruplarinda
miR887-3p’nin ifade seviyesi wt’a kiyasla 0,95 ve 0,39 olarak elde edilmistir.
Hiicrelerde sadece FoxO3a’nin artig1 ile miR-887-3p’nin seviyesi onemli derecede
azalmistir. Orlistat uygulamasi ile wt hiicre gruplarinda 0,23 kat bagil ifade seviyesi
elde edilirken, FT ve FF hiicre gruplarinda orlistat uygulamasi ile birlikte 0,16 ve 0,13
kat bagil miR-767-5p ifade seviyesi elde edildi. Sadece FoxO3a artisina bagli olarak
miR-767-5p ifade seviyesi 0,38 kat iken, Orlistat uygulamasi ile birlikte miR-767-5p
ifadesi 0,13 kat olarak belirlenmistir (Sekil 4.13). Sonug olarak, Foxo3a’nin artisi ile
birlikte miR-767-5p’nin ifade seviyesi azalirken, orlistat uygulamasi ile miR-767-

Sp’nin ifade seviyesi daha fazla oranda azalmstir.
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Sekil 4-13 :BT-474 hiicrelerinde FoxO3a artisi ve orlistat uygulamasi sonucunda
MiR-887-3p 'min ifadesinin belirlenmesi icin QRT-PCR yapimistir. Deneyde etkinlik
%93 olarak elde edilmigtir.
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4.12 Elde Edilen Mirna Sonuclarmm Diana-Mirpath V4.0 Web Sunucusu Ile
Fonksiyonel Analizi

DIANA-miRPath v4.0 hedefe dayali olarak miRNA’larin fonksiyonel analizini
saglayan web sunucusudur. miRNA’larin potansiyel mRNA hedeflerinin sayisimin
belirlenmesi ve kimliklendirilmesi icin deneysel olarak elde edilen veriler, DIANA-
TarBase v8.0, DIANA-LncBase v3.0, miRTarBase v8.0, DIANA-microT-CDS ya da

TargetScan platformlarinda analiz edilir (13).

Elde edilen mRNA hedeflerinin etkili olduklar1 sinyal yollarinin belirlenmesi

amaciyla KEGG platformu kullanildu.

4.12.1 miR-27a, miR-200a-5p, MiR-429’un ortak hedefledigi sinyal yollar1 ve

genlerin belirlenmesi

FoxO3a’nin artis1 ve orlistat uygulamasi ile birlikte ifade seviyesi artan miR-27a, miR-
200a-5p ve miR-429’un DIANA-miRPath v4.0 web sunucusunda mRNA hedefleri
icin ilk olarak TargetScan v8.0 veritabaninda tiim potansiyel hedeflerin (ALL)
belirlenmesi se¢imi yapildi. Ardindan insan genomunda arama yapilmast i¢in Homo
sapiens secimi gerceklestirildi. miRNA dizilerinin karsilastirilmas: igin giincel
miRBase-v22.1 annotasyonu kullanildi. Hedef miRNA’larin gérev aldiklar1 sinyal
yolaklarinin belirlenmesi icin “KEGG pathway” ve “genes intersection” segilerek
miR-27a, mir-200a-5p ve miR-429’un ortak olarak etkili oldugu sinyal yollarinin
belirlenmesi gergeklestirildi (Sekil 4-14.).
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Sekil 4-14 DIANA-miRPath v.4.0 web sunucu kullanilarak miR-27a, miR-200a-5p ve

MiR-429 'un ortak etkili sinyal yollarinin belirlenmesi igin kullanilan veriler.

p degerinin ve FDR (false discovery rate) degerinin <0.05 olarak belirlendigi analizde
miR-27a, miR-200a-5p ve mIiR-429’un ortak hedef sinyal yollar1 Kanserde
proteoglikanlar (Proteoglycans in cancer), Kok hicrelerin pluripotensini diizenleyen
sinyal yollar1 (Signaling pathways regulating pluripotency of stem cells), ErbB, EGFR
tirozin kinaz inhibitér direnci (EGFR tyrosine kinase inhibitor resistance), TGF-
sinyal yolu, akut miyeloid I6semi (acute myeloid leukemia), pankreas (pancreatic),
kolorektal (colorectal) ve mide (gastric) kanserde etkili sinyal yollar1 olarak

bulunmustur (Tablo 1).
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Tablo 1’de belirtilen ortak sinyal yollar1 igerisinde hedeflenen gen sayisina gore
siralama yapildiginda Kanserde proteoglikanlar (Proteoglycans in cancer) sinyal
yolunda 9 geni, Kok hiicrelerin pluripotensini diizenleyen sinyal yollarinda (Signaling
pathways regulating pluripotency of stem cells) 8 geni, ErbB sinyal yolunda 6 geni,
EGFR tirozin kinaz inhibitor direnci (EGFR tyrosine Kinase inhibitor resistance)
sinyal yolunda 5 geni, TGF- f sinyal yolunda 5 geni, akut miyeloid I6semi, pankreas

ve kolorektal kanser sinyal yollarinda 4 geni ve mide kanserinde 5 geni ortak olarak

hedefledikleri goziikmektedir (Tablo 1).

Tablo 4-1 miR-27a, miR-200a ve miR-429 'un ortak hedefledigi sinyal yollar

Term Name Term | Target P-value FDR
Genes | Genes (n)

Proteoglycans in cancer 220 9 1,0387E- 0,0001771
06

Signaling pathways regulating | 156 8 8,1325E- 0,0001771

pluripotency of stem cells 07

ErbB signaling pathway 86 6 3,7127E- 0,0004220
06 1

EGFR tyrosine kinase inhibitor | 82 5 4,9318E- 0,0042043

resistance 05 6

TGF-beta signaling pathway 103 5 0,0001464 | 0,0099871
4 9

Acute myeloid leukemia 69 4 0,0003620 | 0,0205759
4

Pancreatic cancer 78 4 0,0005782 | 0,0281687
4 4

Colorectal cancer 88 4 0,0009117 | 0,0388640
7 5

Gastric cancer 162 5 0,0011759 | 0,0445561
7 5
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miR-27a, miR-200a-5p ve miR-429’un ortak hedefledigi sinyal yollarinda ERBB4,
KRAS, PIK3CA, RPS6KB1, SMAD2 genlerinin de ortak olarak hedeflendigi
belirlenmistir (Tablo 2).

Tablo 4-2 miR-27a, miR-200a-5p ve miR-429 un ortak hedefledigi sinyal yollarinda
gorev alan genler

Proteoglycans in cancer

Genin numarasi (Ensembl) Genin Ad1
ENSG00000151150 ANK3 Ankyrin 3
ENSGO00000178568 ERBB4 Erb-B2 Receptor Tyrosine Kinase 4
ENSG00000115414 FN1 Fibronectin 1
ENSGO00000109458 GAB1 GRB2 Associated Binding Protein 1
ENSG00000133703 KRAS KRAS Proto-Oncogene, GTPase
ENSG00000121879 PIK3CA Phosphatidylinositol-4,5-
Bisphosphate
3-Kinase Catalytic Subunit Alpha
ENSG00000108443 RPS6KB1 | Ribosomal Protein S6 Kinase B
ENSG00000169439 SDC2 Syndecan 2
ENSGO00000175387 SMAD?2 SMAD Family Member 2
Signaling pathways regulating pluripotency of stem cells
ENSGO00000123612 ACVRI1C | Activin A Receptor Type 1C
ENSG00000114739 ACVR2B | Activin A Receptor Type 2B
ENSG00000134352 IL6ST Interleukin 6 Cytokine Family Signal
Transducer
ENSGO00000133703 KRAS KRAS Proto-Oncogene, GTPase
ENSG00000185619 PCGF3 Polycomb Group Ring Finger 3
ENSG00000121879 PIK3CA Phosphatidylinositol-4,5-
Bisphosphate
3-Kinase Catalytic Subunit Alpha
ENSGO00000175387 SMAD2 SMAD Family Member 2
ENSG00000120693 SMAD9 SMAD Family Member 9
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ErbB signaling pathway

ENSG00000108443 RPS6KB1 | Ribosomal Protein S6 Kinase B
ENSGO00000133703 KRAS KRAS Proto-Oncogene, GTPase
ENSGO00000109458 GAB1 GRB2 Associated Binding Protein 1
ENSG00000121879 PIK3CA Phosphatidylinositol-4,5-
Bisphosphate
3-Kinase Catalytic Subunit Alpha
ENSG00000157168 NRG1 Neuregulin 1
ENSG00000178568 ERBB4 Erb-B2 Receptor Tyrosine Kinase 4

EGFR tyrosine kinase inhibitor resistance

ENSG00000108443 RPS6KB1 | Ribosomal Protein S6 Kinase B
ENSGO00000133703 KRAS KRAS Proto-Oncogene, GTPase
ENSGO00000109458 GAB1 GRB2 Associated Binding Protein 1
ENSG00000121879 PIK3CA Phosphatidylinositol-4,5-

Bisphosphate

3-Kinase Catalytic Subunit Alpha
ENSGO00000157168 NRG1 Neuregulin 1

TGF-beta signaling pathway
ENSG00000108443 RPS6KB1 | Ribosomal Protein S6 Kinase B
ENSG00000123612 ACVRI1C | Activin A Receptor Type 1C
ENSG00000175387 SMAD?2 SMAD Family Member 2
ENSG00000114739 ACVR2B | Activin A Receptor Type 2B
ENSG00000120693 SMAD9 SMAD Family Member 9
Acute myeloid leukemia

ENSG00000108443 RPS6KB1 | Ribosomal Protein S6 Kinase B
ENSG00000133703 KRAS KRAS Proto-Oncogene, GTPase
ENSG00000121879 PIK3CA Phosphatidylinositol-4,5-

Bisphosphate

3-Kinase Catalytic Subunit Alpha
ENSG00000079102 RUNX1T1 | RUNX1 Partner Transcriptional Co-

Repressor 1

Pancreatic cancer

ENSG00000108443 RPS6KB1 | Ribosomal Protein S6 Kinase B
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ENSGO00000133703 KRAS KRAS Proto-Oncogene, GTPase

ENSGO00000175387 SMAD2 SMAD Family Member 2
ENSG00000121879 PIK3CA Phosphatidylinositol-4,5-
Bisphosphate

3-Kinase Catalytic Subunit Alpha

Colorectal cancer

ENSG00000108443 RPS6KB1 | Ribosomal Protein S6 Kinase B
ENSGO00000133703 KRAS KRAS Proto-Oncogene, GTPase
ENSGO00000175387 SMAD2 SMAD Family Member 2
ENSG00000121879 PIK3CA Phosphatidylinositol-4,5-

Bisphosphate
3-Kinase Catalytic Subunit Alpha

Gastric cancer

ENSG00000108443 RPS6KB1 | Ribosomal Protein S6 Kinase B

ENSG00000133703 KRAS KRAS Proto-Oncogene, GTPase

ENSG00000175387 SMAD?2 SMAD Family Member 2

ENSGO00000109458 GABL1 GRB2 Associated Binding Protein 1

ENSG00000121879 PIK3CA Phosphatidylinositol-4,5-
Bisphosphate

3-Kinase Catalytic Subunit Alpha

4.12.2 miR-767-5p, miR-130b-3p ve miR-887-3p’nin ortak hedefledigi sinyal

yollar1 ve genlerin belirlenmesi

FoxO3a’nm artis1 ve orlistat uygulamasi ile birlikte ifade seviyesi azalan miR-767-5p,
miR-130b-3p ve miR-887-3p’nin DIANA-miRPath v4.0 web sunucusunda mRNA
hedefleri i¢in ilk olarak TargetScan v8.0 veritabaninda tiim potansiyel hedeflerin
(ALL) belirlenmesi se¢imi yapildi. Ardindan insan genomunda arama yapilmasi i¢in
Homo sapiens sec¢imi gergeklestirildi. miRNA dizilerinin karsilastirilmasi i¢in gilincel
miRBase-v22.1 annotasyonu kullanildi. Hedef miRNA’larin goérev aldiklar1 sinyal
yolaklarinin belirlenmesi icin “KEGG pathway” ve “genes intersection” segilerek
miR-767-5p, miR-130b-3p ve mIiR-887-3p’nin etkili oldugu sinyal yollarinin
belirlenmesi gergeklestirildi. Belirtilen veri girisleri kapsaminda tic miRNA nin ortak

hedefledigi sinyal yolu ve hedef gen bulunmamastir.
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Bu nedenle analizde degisiklik yapilarak “genes union” se¢imi gergeklestirilerek her
bir miRNA’nin hedefledigi sinyal yollar1 ve genler belirlendi. Tablo 3’de miR-767-
5p, miR-130b-3p ve miR-887-3p tarafindan hedeflenen sinyal yollar1 hedeflenen gen
sayillarma gore siralanarak gosterilmektedir. Belirtilen miRNA’lar tarafindan
hedeflenen sinyal yollar1 arasinda kanser sinyal yolu, EGFR tirozin kinaz inhibitor
direnci (EGFR tyrosine kinase inhibitor resistance), PI3K-AKT sinyal yolu (PI3K-Akt
signaling pathway), Kok hiicrelerin  pluripotensini diizenleyen sinyal yollari
(Signaling pathways regulating pluripotency of stem cells), kolorektal kanser
(colorectal cancer), Ubiquitin aracili proteoliz (Ubiquitin mediated proteolysis) ve

FoxO sinyal yolu bulunmaktadir.

Tablo 4-3 miR-767-5p, miR-130b-3p ve miR-887-3p ortak hedefledigi sinyal yollari

Term Name Term Target P-value FDR
Genes | Genes (n)

Pathways in cancer 555 203 7,66362E- 2,61329E-
13 10

EGFR tyrosine kinase inhibitor | 82 43 1,25372E- 2,1376E-06

resistance 08

PI3K-Akt signaling pathway 372 133 4,25247E- 4,66276E-
08 06

Signaling  pathways regulating | 156 67 5,46952E- 4,66276E-

pluripotency of stem cells 08 06

Ubiquitin mediated proteolysis 142 62 8,25514E- 5,63001E-
08 06

Colorectal cancer 88 43 1,79676E- 6,80771E-
07 06

Proteoglycans in cancer 220 86 1,4367E-07 | 6,80771E-

06

Regulation of actin cytoskeleton 224 87 1,70646E- 6,80771E-
07 06

Glioma 79 40 1,41603E- 6,80771E-
07 06

Focal adhesion 213 83 2,77674E- 9,46868E-
07 06

Hepatocellular carcinoma 177 71 5,60249E- 1,59204E-
07 05

FoxO signaling pathway 139 59 5,47819E- 1,59204E-
07 05

ErbB signaling pathway 86 41 7,95578E- 2,08686E-
07 05

Breast cancer 163 66 9,38741E- 2,13407E-
07 05

Phosphatidylinositol signaling | 101 46 8,98741E- 2,13407E-

system 07 05

Axon guidance 186 73 1,04716E- 2,23177E-
06 05
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Melanoma 76 37 1,43622E- 2,88089E-
06 05
Choline metabolism in cancer 106 47 1,76397E- 3,34174E-
Calcium signaling pathway 246 90 (2)237225 2,501522E-
Pancreatic cancer 78 37 g?lGOQE—% 2?389335
Hippo signaling pathway 164 64 5,96245E- 8?681885
06 05
Melanogenesis 107 46 6,31088E- 9,78186E-
06 05
Gastric cancer 162 63 8,02787E- 0,00011902
Autophagy - animal 146 58 3,651296E- 5,00012095
AMPK signaling pathway 130 52 2?9583E-05 8,00026711
Whnt signaling pathway 173 65 2,14242E- 3,00028098
Basal cell carcinoma 66 31 2,550799E- 8,00030543
mTOR signaling pathway 177 66 (2),546142E- 3,00030543
Spinocerebellar ataxia 145 56 g,517376E— 3,00037319
Non-small cell lung cancer 81 35 2,593306E- 3,00078805
Insulin signaling pathway 153 57 3,585366E- 3,00094346
Sphingolipid signaling pathway 133 51 3,573779E— 3,00094346
Endometrial cancer 61 28 8,500010168 8,00102267
MAPK signaling pathway 329 107 3,00010196 3,00102267
Neurotrophin signaling pathway 124 48 (7),00010637 3,00103643
Oxytocin signaling pathway 161 59 8,00011462 3,00108575
Rapl signaling pathway 214 74 8,0001476 3,00136030
Human papillomavirus infection 406 127 0,00016572 3,00148720
Ras signaling pathway 241 81 3,00021438 (2),00187444
Renal cell carcinoma 70 30 0,00026670 3,00226005
Endocytosis 311 100 (7),00027173 3,00226005
CAMP signaling pathway 226 76 (7),00032531 8,00264124
TGF-beta signaling pathway 103 40 §,00035829 §,00284134
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Circadian entrainment 100 39 0,00038180 | 0,00295900
7 4

Phospholipase D signaling pathway | 158 56 0,00045273 | 0,00343074
7 2

Arrhythmogenic right ventricular | 79 32 0,00057301 | 0,00424779

cardiomyopathy 6

Prolactin signaling pathway 73 30 0,00063229 | 0,00458747
1 3

Bacterial invasion of epithelial cells | 80 32 0,00074256 | 0,00527532
7 3

Long-term potentiation 71 29 0,00087016 | 0,00594851
5 1

GnRH signaling pathway 97 37 0,00087221 | 0,00594851
6 1

Glycosphingolipid biosynthesis - | 29 15 0,00090985 | 0,00608353

lacto and neolacto series 4 3

Longevity regulating pathway 105 39 0,00116434 | 0,00763544
9

Gap junction 99 37 0,00135069 | 0,00869034
9 6

Small cell lung cancer 100 37 0,00166611 | 0,01052123
9 5

Relaxin signaling pathway 138 48 0,00176153 | 0,01092152
6

Inositol phosphate metabolism 78 30 0,00222577 | 0,01312543
9 1

Circadian rhythm 31 15 0,00216912 | 0,01312543
3 1

Cholinergic synapse 122 43 0,00223247 | 0,01312543
8 1

Aldosterone-regulated sodium | 37 17 0,00227465 | 0,01314670

reabsorption 1 9

Cholesterol metabolism 51 21 0,00384221 | 0,02183657
2 1

AGE-RAGE signaling pathway in | 115 40 0,00407370 | 0,02277269

diabetic complications 8 4

VEGF signaling pathway 61 24 0,00420544 | 0,02312994
5 8

Hepatitis C 173 56 0,00479655 | 0,02596233
9

Platinum drug resistance 75 28 0,00502001 | 0,02674727
6 5

Chronic myeloid leukemia 79 29 0,00572928 | 0,02875090
8 2

Adherens junction 79 29 0,00572928 | 0,02875090
8 2

Fluid shear stress and | 149 49 0,00570815 | 0,02875090

atherosclerosis 5 2

Hedgehog signaling pathway 59 23 0,00573331 | 0,02875090
8 2

Shigellosis 268 81 0,00654160 | 0,03232878
2 7

Dopaminergic synapse 143 47 0,00676930 | 0,03297617
3 4
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Growth hormone synthesis, | 129 43 0,00709341 | 0,03401711

secretion and action 5 8

T cell receptor signaling pathway 115 39 0,00731661 | 0,03401711
2 8

Apelin signaling pathway 140 46 0,00737308 | 0,03401711
7 8

Inflammatory mediator regulation | 101 35 0,00738201 | 0,03401711

of TRP channels 4 8

Purine metabolism 137 45 0,00803180 | 0,03628554
6

Hepatitis B 177 56 0,0080871 0,03628554

Apoptosis - multiple species 32 14 0,00920523 | 0,04076602
1 2

Hypertrophic cardiomyopathy 99 34 0,00953415 | 0,04168138
9 6

p53 signaling pathway 75 27 0,01004430 | 0,04281383
1 3

Glutamatergic synapse 117 39 0,01000680 | 0,04281383
7 3

Cushing syndrome 176 55 0,01123818 | 0,04731136
3 2

Yersinia infection 147 47 0,01174667 | 0,04884896
2 5

Glycosphingolipid biosynthesis - | 15 8 0,01193806 | 0,04904673

globo and isoglobo series

Ortak olarak hedeflenen sinyal yollar1 arasindan kanser sinyal yollarinda farkli

miRNA’lar tarafindan hedeflenen mRNA’lar Tablo 4’de belirtilmistir.

Tablo 4-4 Calismamizda ifade seviyesi azalan miRNA lardan miR-130b-3p, miR-767-
5p ve miR-887-5p i¢in kanser sinyal yollarinda hedeflenen mRNA 'larin tablosu

Pathways in cancer
Hedefleyen miRNA | Genin numarasi (Ensembl) | Genin Ad
Sekil tablosu ogesi
bulunamad. ENSG00000078295 ADCY?2
hsa-miR-767-5p
hsa-miR-130b-3p ENSG00000196914 | ARHGEF12
hsa-miR-767-5p
hsa-miR-130b-3p ENSG00000198668 CALM1
hsa-miR-887-3p
hsa-miR-767-5p ENSG00000167193 CRK
hsa-miR-887-3p
hsa-miR-130b-3p ENSG00000078401 EDN1
hsa-miR-887-3p
hsa-miR-767-5p ENSG00000136160 EDNRB
hsa-miR-887-3p
hsa-miR-130b-3p ENSG00000091831 ESR1
hsa-miR-767-5p
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hsa-miR-130b-3p

_ ENSG00000070193 FGF10
hsa-miR-767-5p

hsa-miR-767-5p ENSG00000115414 FN1
hsa-miR-887-3p

hsa-miR-767-5p ENSG00000163909 HEYL
hsa-miR-887-3p

hsa-miR-130b-3p ENSG00000017427 IGF1
hsa-miR-767-5p

hsa-miR-767-5p ENSG00000134460 IL2RA
hsa-miR-887-3p

hsa-miR-130b-3p ENSG00000134352 IL6ST
hsa-miR-767-5p

hsa-miR-130b-3p ENSG00000157404 KIT
hsa-miR-767-5p

hsa-miR-130b-3p ENSG00000070018 LRP6
hsa-miR-767-5p

hSagaR-767-5p ENSG00000145675 PIK3R1
hsa-miR-887-3p

gea-miRgEE=3p ENSG00000175387 SMAD2
hsa-miR-767-5p

hsa-miR-130b=3p ENSG00000163235 TGFA
hsa-miR-767-5p

hsa-miRsi30b-3p ENSG00000134245 WNT2B
hsa-miR-767-5p

hsa-miR-767-5p ENSG00000158955 WNT9B

hsa-miR-887-3p
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5 TARTISMA

Forkhead Box O (FoxO) transkripsiyon ailesi hiicre dongusi, hicre blylmesi,
apoptoz, otofaji, stres direnci, hiicresel strese karsi korunma, DNA onarimi, timor
baskilanmasi dahil olmak {izere ¢esitli hiicresel islevlere sahiptir [35]. FoxO ailesi
transkripsiyon faktorlerinden biri olan FoxO3a, meme kanserinde 6nemli bir timor
baskilayicidir [36]. FoxO3a'nin islevi esas olarak niikleer translokasyon ile diizenlenir.
Genel olarak, hayvan hiicrelerindeki FoxO transkripsiyon faktorleri, korunmus serin /
treonin kalintilarindan fosforile eden Akt veya diger kinazlar tarafindan
diizenlenir. Bu fosforilasyon ile FoxO transkripsiyon faktorlerinin DNA ile baglantisi
bozularak sitoplazmaya transloke olurlar, burada 14-3-3 proteini fosforile FoxO
faktorlerine baglanir ve sitoplazmada inaktive olmalarina sebep olurlar [37]. Akt
aktivasyonunun inhibe oldugu durumlarda ise, FoxO transkripsiyon faktorleri
nukleuse go¢ ederek apoptoz ve hiicre dongisinde gorevli genlerin transkripyonunu
dizenler [37]. Bu kapsamda, tez ¢alismasinda ilk olarak BT-474 hiicrelerinde FoxO3a
ifadesi arttirilmistir. FLAG etiketli bos ve FoxO3a ifadesi arttirilmis plazmit
vektorlerinin BT-474 meme kanseri hiicrelerine transfeksiyonunu takiben mRNA ve
protein diizeylerinde FoxO3a ifadesinin arttig1 belirlenmistir (Sekil 4-1, 4-2, 4-3, 4-4).
FoxO3a artis1 ile yag asidi metabolizmasi arasindaki iliskinin arastirilmasi igin FASN
enzimi inhibitdru olan orlistat uygulamasi gerceklestirilmistir. Bir gastrointestinal
lipaz inhibitori olarak orlistat lipid metabolizmasi enzimlerini inhibe ederek, NF-
kB,/kaspaz9 ve AKT/mTOR , TRAIL, kaspaz3 sinyal yollar1 aracilig: ile apoptozu
indikler [38]. Orlistatin meme kanseri hiicrelerinde yag asidi sentezinin inhibisyonu
iliskili olarak apoptotik ve antianjiyojenik etkilerinin belirlendigi ¢alismada, MDA -
MB-231, MDA-MB-468 ve MCF-7 meme kanseri hucrelerinde ve normal MRC-5
epitel hiicrelerinde doza ve zamana bagli olarak orlistat uygulamasi gergeklestirilerek
sitotoksik etkisi arastirilmistir. 1-100 pg/ml orlistatin 24 ve 72 saatler siiresince
uygulamasinin hiicre canliligini 6nemli 6l¢iide azalttigl, ancak MRC-5 hiicre hattinda
50-100 pg/ml orlistatin hiicre canliligini azalttigi belirlenmistir. MDA-MB-468 hiicre
hattinin  Uclu negatif MDA-MB-231 meme kanseri hucrelerine kiyasla orlistat

uygulamasina daha duyarli oldugu gozlemlenmistir [39]. Benzer sekilde tez
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calismasinda 1-75 pM orlistat 24 ve 48 saat slresince BT-474 hicrelerine
uygulanmigtir. Artan dozlarda uygulanan orlistatin hiicre canliligini azalttig1, 24 saat
sureli olarak 75 puM uygulanan orlistatin hiicre canliligini %52’ye diistirdigi
belirlenmistir. MTT Canlilik Testi’nden elde edilen sonuca gore 24 saat 75 uM orlistat
uygulamasi %50 oraninda canlilig1 azaltan doz olarak belirlenmistir (Sekil 4-5). 75
UM orlistat uygulamasinin BT-474 hiicrelerinin canliligia olan etkisi DioC6 ve PI

boyamalar ile belirlenmistir.

Floresan lipofilik bir boya olan DiOC6 diisiik konsantrasyonlarda canli hiicrelerin
mitokondrisini  boyarken, artan konsantrasyonlarda endoplazmik retikulumu
boyamaktadir [40]. Bu kapsamda wt, FT ve FF hiicrelerinde orlistat uygulamasinin
mitokondri membran potansiyel degisikligine bagl olarak canli hiicrelerde meydana
getirdigi etkiyi anlamak i¢in hiicrelere DiIOC6 uygulamasi gergeklestirilmistir. Orlistat
uygulanmayan hiicre modellerinde FoxO3a’nin artisina bagl olarak canli hiicre
sayisinda azalma meydana gelmistir. Bununla birlikte, FoxO3a artis1 ve orlistat
uygulamasinin hiicre canliligini en yiiksek oranda azalttig1 belirlenmistir (Sekil 4-6).
Olii hiicrelerin belirlenmesi ¢alismalarinda dncelikli olarak kullanilan PI floresan
boyast saglam hiicrelerin zarlarindan verimli bir sekilde gegcemezken, bozulmus hiicre
membranlarindan gegerek 6lii hiicreleri boyamaktadir [41]. Yapilan ¢calismada orlistat
uygulamasinin wt, FT ve FF hiicre modellerinde 6lii hiicre sayisini arttirdigi
belirlenmistir. FoxO3a artis1 ile birlikte orlistat uygulamasmin 6lii hiicre sayisinin
yiiksek oranda arttigi gézlemlenmistir (Sekil 4-7). Klasik bir kemoterapi ajani1 olan
paklitakselin MCF-7 hucrelerinde pro-apoptotik Bim proteini ve FoxO3a ifadesini
arttirdig1 belirlenmistir. Bununla birlikte yapilan gen raportor calisamalarinda, Bim
geninin transkripsiyonunun FoxO3a’nin korunmus FoxO baglanma bolgesine ihtiyag
duydugu belirtilmistir. FoxO3a’nin Bim’in transkripyonel aktivitesinden sorumlu
oldugu bulunmustur [42]. Bu kapsamda FoxO3a artisina paralel olarak BT-474
hiicrelerinde 6lii hiicre sayisinin artisinin apoptoz aracili oldugu one siirtilmektedir.
FASN inhibitori orlistatin PANC-1 pankreas kanseri hiicrelerinin gogalmasini
azaltarak ve kaspaz sinyal yollarin1 aktifleyerek apoptozu tetikledigi belirlenmistir
[43]. Bununla birlikte meme kanserinde de orlistatin hiicre dongiisiine ket vurdugu,
Her2/neu (erbB-2) onkogeninin transkripsiyonunu baskilayarak apoptotik hiicre
oliimiinii arttirdigi bulunmustur [44]. Yapilan tez ¢caligmasinda da FoxO3a artisi ile

birlikte orlistat uygulamasinin hiicre canliligini yalniz FoxO3a artigina kiyasla 6nemli
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derecede arttirdig1 belirlendiginden orlistatin Foxo3a artisi ile iligkili apoptoz artigini
daha fazla tetikledigi one siiriilmektedir. Yapilan tez calismasinda FoxO3a artigina ve
yag asidi metabolizmasimin baskilanmasina bagli olarak etkilenen genlerin ve
metabolik sinyal yolaklarinin belirlenmesi amaciyla degisen miRNA ifadelerinin

belirlenmesi amag¢lanmistir.

MikroRNA'lar (miRNA'lar), gen ifadesinin diizenlenmesinde islev géren endojen,
kiigiik, kodlamayan RNA'lardir. miRNA'lar belirli kosullar altinda onkogen veya
timor baskilayici1 olarak islev gorebilir. miRNA'larin ifadesinin diizensizligi
proliferatifasyonun artigi, apoptozdan kagis, hiicre 6limune direng, invazyon ve
metastazin aktivasyonu ve anjiyogenezin indiklemesini etkilemektedir [45]. Yapilan
caligmada, FoxO3a artis1 ve orlistat uygulamasini takiben miR-27a, miR-200a-5p,
miR-429, miR-767-5p, mIiR-130b-3p ve mIiR-887-3p’nin ifade seviyeleri

karsilastirilmistir.

mMiRNA-27a kromozom 19 0zerinde yer almakta ve tiimor gelisiminde, hicre
proliferasyonunda, apoptozda, migrasyonda, anjiyogenezde ve ilag duyarliliginda rol
oynamaktadir. miR-27a, kolon, pankreas, meme, mesane kanseri dahil olmak Uzere
cesitli kanser tiirlerinde onkogen veya tiimor baskilayici olabilir [46]. miR-27a'nin
bir fonksiyonel hedefi olan transmembran protein 170B (TMEM170B), meme
kanserinin proliferasyonunu, metastazini ve timor olusumunu baskilar. TMEM170B
asir1 ekspresyonu sitoplazmik B-katenin fosforilasyonunu tesvik ederek [B-katenin
stabilizasyonunun inhibisyonuna, niikleer $-katenin seviyelerinin azalmasina ve asagi
akis hedeflerinin ekspresyonuna neden olur. Klinik olarak, meme kanseri hastalarinda
TMEM170B veya B-katenin ekspresyonu genel sagkalim orani ile 6nemli Olgiide
iliskilidir [47]. Tez kapsaminda yapilan elde edilen sonuglarda sadece FoxO3a artisi
ile birlikte miR-27a seviyesinin wt ve FT hlcre modellerine gore daha fazla oldugu ve
orlistat uygulamasinin FF hiicre modellerinde miR-27a seviyesinin artigini
destekledigi goriilmektedir. Bu kapsamda BT-474 hiicrelerinde miR-27a’nin timor
baskilayici roliinii korudugu one siirtilmektedir (Sekil 4-8). miR-200 ailesi, miR-200a,
miR-200b, miR-200c, miR-141 ve miR-429 olmak iizere bes iiyeden olusur. Cogu
kanser turinde, miR-200 ailesi tiimor baskilayici miRNA gorevi goriir [48]. miR-
200a, mide kanseri, gliom, melanom, ndéroblastom ve prostat kanserinin timor
blylmesini inhibe eder [48]. miIRNA 200a , melanomda Siklin Bagimli Kinaz 6'y1

(CDK6) hedefler ve boylece hiicre dongiisii durmasina neden olur ve kanser hiicresi
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proliferasyonunu azaltir [49]. miR-200 ailesi, kanser hicresi proliferasyonunu
diizenleyen anahtar yollarin {iyelerini hedefler. PI3K/AKT yolu proliferasyon, gog,
invazyon ve EMT'yi (epitelyal-mezenkimal gegis) destekler. MiR-200a, mesane ve
karaciger kanserinde STAT4' inhibe ederek hiicre proliferasyonunu azaltir. miR-
200a, renal hiicreli karsinomda TGFB2'yi hedefler ve kanser hiicrelerinin istilasini ve
gocunt inhibe eder [50]. Yapilan ¢aligmada elde edilen sonuclarda FoxO3a artig1 ve
orlistat uygulamasi ile birlikte miR-200a ifadesinin 6nemli derecede arttig
belirlenmistir (Sekil 4-9). mIRNA-429 , miRNA-200 ailesinin bir Gyesidir ve
yumurtalik, akciger ve mide kanserleri dahil olmak {izere bir¢ok karsinomda tiimor
baskilayic1 oldugu gosterilmistir. MDA-MB-231 hiicrelerinde miR-429, meme
kanseri hiicrelerinde EMT ’yi inhibe eder ve FN1'i hedefleyerek Wnt/B-katenin sinyal
yolunu baskilamaktadir [51]. Calismamiz kapsaminda, FoxO3a ve orlistat uygulamasi
ile birlikte miR-429 ifadesinin énemli derecede arttirdigi gozlenmistir (Sekil 4-10).
MIiR-767-5p'min, normal beyin dokularina ve normal insan astrositlerine kiyasla
glioblastoma dokularinda 6nemli 6lgiide ifade seviyesinin arttigi belirlenmistir. Ayni
caligmada, miR-767-5p'nin ektopik ekspresyonunun, in vitro glioblastoma hicre
hatlarinda proliferasyonu, koloni olusumunu ve gogii baskiladigi ve hiicre dongusun
durdurarak apoptozu indiikledigi belirlenmistir [52]. Pan-Kanser Analiz Platformuna
gére miR-767-5p ekspresyonunun meme invazif karsinomunda, normal meme
dokularina kiyasla daha yiiksek oranda ifadelendigi ve ylksek miR-767-5p ifadesinin
meme kanseri hastalarinin kotii prognozlar ile iligkili oldugu belirtilmektedir. Buna
ek olarak, miR-767-5p’nin asir1  ifadesinin  meme kanseri hiicrelerinin
proliferasyonunu, migrasyonunu, invazyonunu, epitel-mezenkimal donisiimiin
indiikledigi bilinmektedir [53]. MiR-767'nin insan melanom dokularinda ve hiicre
hatlarinda ifade seviyesinin arttigit ve miR-767'nin ektopik ekspresyonunu insan
melanom hiicre hatlarinda proliferasyonu indiiklemektedir [54]. Benzer sekilde, miR-
767-5p ekspresyonunun, normal hepatik dokularla karsilastirildiginda hepatoselliler
karsinomada ifade seviyesinin artti@i ve bu artisin hastaligin ilerlemesi ve Kotu
prognoz ile iliskilendirildigi belirtilmistir [55]. Yapilan tez caligmasinda elde edilen
sonuclarda FoxOg3a ifadesinin artisinin mMiR-767-5p ifadesini azalttigi ve orlistat
uygulamasinin miR-767-5p ifadesini daha fazla azalttigi belirlenmistir. BT-474
hiicrelerinde azalan miR-767-5p ifadesinin proliferasyonun ve migrasyonun
baskilanmasi ile iliskili oldugu diistiniilmektedir. mMiRNA-130b’nin, mesane, akciger,

hepatoselliler karsinomda, insan gliomunda, 6zofagus skuamdz hiicreli karsinomunda
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ve endometriyal kanserde farkli etkilere sahip oldugu gosterilmistir. miR-130b, timor
metastazinda rol oynayan birkag miRNA’dan biridir. miR-130b'nin hepatoselliiler
karsinomda yiiksek oranda eksprese edildigi ve tiimor sayisi, vaskiiler invazyon ve
postoperatif niiks ve metastaz ile korele oldugunu gosterilmistir. miR-130b artisinin
hepatoselliiler karsinomda epitel-mezenkimal dontisimii PTEN/p-Akt/HIF1 sinyal
yolu ile iligkili olarak tetikledigi belirlenmistir [56]. Endometriyal kanserde p53
mutantlarinin ektopik ekspresyonu ile miR-130b’nin baskilandigi ve buna bagli olarak
ZEBI1 aracili epitel-mezenkimal déniisiimiin tetiklendigi belirlenmistir [57]. Onemli
bir invazyon ve metastaz indukleyicisi olan TGF-B1’nin (transforming growth faktor)
ile kolorektal kanser hicrelerinde miR-130b ifadesini baskilayarak migrasyonu
arttirdig1 belirlenmistir [58]. miR-130b’nin kanser tipine bagl olarak onkogenik ya da
timor baskilayici etki gostermesi ile iliskili olarak meme kanserinde de miR-130b’nin
MCF-7 ve MDA-MB-231 hiicrelerinde de metastatik duruma gore farklilik gosterdigi
bilinmektedir. miR-130b-3p’nin Notch ligand DLL1’1 hedefleyerek meme kanserinde
invazyon ve metastazi baskiladigi belirtilmistir [59]. Elde ettigimiz sonuglarda
FoxO3a artis1 ve orlistat uygulamasinin miR-130b-3p seviyesini 6nemli derece
azalttig1 sonucu elde edilmistir (Sekil 4-12). miR-887-3p’nin kanserdeki rolii ile ilgili
olarak yeterli bilgi bulunmamaktadir. Pankreas kanseri dokularinda miR-887-3p’nin
ifadesinin normal dokulara kiyasla daha yiiksek oldugu belirlenmistir. Artan miR-887-
3p seviyesinin, proliferasyonu, hiicre dongiisii siirecini, hiicre gogiinii ve istilasini
tesvik eden ve pankreas kanseri hiicrelerinin apoptozunu inhibe eden STARD13'lin
ekspresyonunu azalttigi sonuglari elde edilmistir [60]. Tez ¢alismasi kapsaminda elde
sonuglarda FoxO3a artis1 ile orlistat uygulamasinin miR-887-3p’nin seviyesinin

onemli derecede azaldig1 bulunmustur.

miR-27a, miR-200a-5p ve miR-429’un literatiir verileri ile uyumlu olarak FoxO3a’nin
artig1 ve orlistat uygulamasi ile birlikte onemli derece ifade seviyesinin artigina ait elde
edilen sonuglar dogrultusunda ortak hedef genler ve sinyal yolaklarmin analizi
yapilmigtir. Bu kapsamda, kanserde proteoglikanlar (Proteoglycans in cancer), kok
hicrelerin pluripotensini duzenleyen sinyal yolu (Signaling pathways regulating
pluripotency of stem cells), ErbB sinyal yolu, EGFR tirozin kinaz inhibitor direnci
(EGFR tyrosine kinase inhibitor resistance) sinyal yolu, TGF- B sinyal yolu sinyal
yollarinin ortak olarak hedefledikleri goziikkmektedir. Benzer sekilde miR-767-5p,
miR-130b-3p ve miR-887-3p’nin de onkomiRNA &zelligi gosterdigi ve FoxO3a artisi
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ve orlistat uygulamasi ile ifade seviyelerinin azaldii belirlenmistir. Belirtilen
miRNA’lar tarafindan hedeflenen sinyal yollar1 arasinda kanser sinyal yolu, EGFR
tirozin kinaz inhibitor direnci (EGFR tyrosine kinase inhibitor resistance), PI3K-AKT
sinyal yolu (PI3K-Akt signaling pathway), Kok hicrelerin pluripotensini diizenleyen
sinyal yollar1 (Signaling pathways regulating pluripotency of stem cells), kolorektal
kanser (colorectal cancer), Ubiquitin aracili proteoliz (Ubiquitin mediated proteolysis)

ve FoxO sinyal yolu bulunmaktadir.

miRNA'larn rolii, insiilin benzeri biiytiime faktorii I reseptorii (IGF-IR) ile tetiklenen
sinyalleme, EGFR, MEK/ERK/MAPK yolu, Wnt/b-katenin, PI3K/Akt/rapamisinin
memeli hedefi (mTOR)/PTEN yollari, NF-kB sinyali ve vaskiiler biiyiime faktorii A
(VEGFA) ve Ras/Raf aracili sinyalleme yoluyla patofizyolojik siireclerde rol oynayan
hedef mRNA'lar yoluyla proteinlerin ekspresyonunu, hiicre biiyiimesi, ¢ogalmasi,
hayatta kalmasi ve hiicre hareketliliginin diizenlenmesinde degil, ayn1 zamanda enerji

metabolizmasi ve glikoz homeostazisinde de dnemli roller oynar [61].

Proteoglikanlar, kanserin ilerlemesinde nodal roller sergileyen baslica hiicre disi
matriks biyomolekiil siniflarindan birini olusturur. Proteoglikanlar, matriks ile
dinamik etkilesimler yoluyla kanser gelisimi ve ilerlemesi i¢in kritik sinyal yollarini
diizenler. Kanser hiicrelerinin epigenetik imzalarinin, onlarin fonksiyonel 6zelliklerini
ve metastatik potansiyelini yonlendirmede kritik bir rol oynadigi iyi bilinmektedir.
Salgilanan mikroRNA'lar (miRNA'lar), matris proteoglikanlar1 igeren karmasik bir
agda bulunur, dolayistyla hiicre-hiicre ve hiicre-matris iletisimini etkiler [62]. EGFR
ve Ras/Raf/MEK/ERK/MAPK yollarina iliskin olarak, miR-27a, miR-133a, miR-
128b, miR-29b gibi onkobaskilayict miRNA'lar ve onkogenik miRNA'lar miR-21 ve
miR-147b vardir.

Kolorektal kanserde etkili genlerin ve miRNA’larin ifade seviyelerinin arastirildigi
calismalarda miR-27a-3p, PCDH10, GRIN2B, FJX1, Dsc2 ve hsa-miR-375’{in
kolorektal kanserin patojenik mekanizmasiin anlasilmasma yonelik potansiyel
hedefler olarak tanimlandig1 ve proteoglikan ekspresyonunu ile cAMP sinyallemesini
diizenleyerek kolorektal kanserin patogenezinde rol oynadiklar1 belirlenmistir [63].
miRNA’larin proteoglikan ifadesinin diizenledigi bilinse de, proteoglikanlarin da
miRNA ifadesini dogrudan modiile edebilirler. Spesifik olarak, TGF-B1 sinyal

kaskadi, pri-miR-21'i miR-21 Oncesi islemeye tesvik ederek, programlanmis hiicre
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o6lumu proteini 4'Un (PDCP4) translasyonel bir inhibitori olan olgun miR-21
seviyelerini artirabilir [64]. Bir onko-miRNA olan hsa-miR-130b, dogrudan NF-«kB
tarafindan diizenlenir. hsa-miR-130b-3p ayni zamanda PI3K ve integrin Bl sinyal
yollarmin aktivasyonu yoluyla ¢ogalmayi, gogi, istilay1 ve hiicre iskeletinin yeniden
diizenlenmesini destekleyen PTEN ifadesini de azaltir. Ayrica miR-130b-3p
inhibitorleri apoptozu indiikledigi de bilinmektedir [65].

mMiR-767-5p, miR-130b-3p ve miR-887-3p ortak hedefledigi sinyal yollar1 arasinda
yer alan PI3K/Akt sinyal yolu ile ilgili olarak hepatoseliiler karsinomada yapilan
caligmalarda mMIiR-767-5p, miR-105-5p, miR-1269a ve miR-4652-5p’nin ifade
seviyelerinin diizensiz olmasinin kanser gelisimde rolii oldugunu agiga ¢ikarmistir.
MIR-767-5p'min bir grup gocii kolaylastirict miRNA arasinda oldugu belirtilmistir
[66]. Tez galismasi kapsaminda elde edilen sonuglarda orlistat’ i BT-474 meme
kanseri hiicrelerinin canliligini azalttig1 ve FoxO3a artisi ile birlikte hiicre canliginin
onemli derecede azaldigi belirlenmistir. FoxO3a artisinin BT-474 hicrelerinde orlistat
duyarliligini arttirdigi 6ne sirilmektedir. BT-474 hiicrelerinde degisen miRNAs
seviyelerinin analizinde miR-27a, miR-200a-5p, miR-429’un ifade seviyelerinin
arttig1 ve miR-767-5p, miR-130b-3p ve miR-887-3p’nin ifade seviyelerinin azaldigi
belirlenmistir. miR-27a, miR-200a-5p ve miR-429’un ortak hedef sinyal yollari
Kanserde proteoglikanlar (Proteoglycans in cancer), Kok hicrelerin pluripotensini
diizenleyen sinyal yollar1 (Signaling pathways regulating pluripotency of stem cells),
ErbB, EGFR tirozin kinaz inhibitér direnci (EGFR tyrosine kinase inhibitor
resistance), TGF-B sinyal yolu, akut miyeloid l6semi (acute myeloid leukemia),
pankreas (pancreatic), kolorektal (colorectal) ve mide (gastric) kanserde etkili sinyal
yollar1 olarak bulunmustur. miR-767-5p, miR-130b-3p ve miR-887-3p tarafindan
hedeflenen sinyal yollar1 arasinda kanser sinyal yolu, EGFR tirozin kinaz inhibitor
direnci (EGFR tyrosine kinase inhibitor resistance), PI3K-AKT sinyal yolu (PI3K-Akt
signaling pathway), Kok hiicrelerin pluripotensini diizenleyen sinyal yollari
(Signaling pathways regulating pluripotency of stem cells), kolorektal kanser
(colorectal cancer), Ubiquitin aracili proteoliz (Ubiquitin mediated proteolysis) ve
FoxO sinyal yolu bulunmaktadir. FoxO3a artis1 ve orlistat uygulamasii takiben
belirlenen ortak hedef sinyal yollarinda gorevli proteinlerin ifade seviyelerinin
karsilastirilmasinin - yapilmast miRNA-protein aracilt etkilesimi belirmek icin

onemlidir.
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6 EKLER

6.1 Ek A: Kullanilan Cihazlarin Listesi

Tablo 6-1 Kullanilan Cihazlarin Listesi

URUN ADI URUN KODU FIRMANIN ADI
Buz Makinasi AF80 Scotsman
CO2 inkubatoru 50116047 Thermo Fsiher Scientific
Calkalayici GyroTwister Labnet
Derin Dondurucu Ultra Low  Temperature A ARCTIKO
Freezer (ULTF)

Dikey Jel Elektroforezi | Mini-PROTEAN Tetra Cell | BioRad
Sistemi

Distile Su Cihaz1 Tank 30 Liter PE/Milipore Labor Teknik

Dondurucu (-80°C) Ultra Low  Temperature | New Brunswick Scientific
Freezer Innova U725

Elektroforez Donanimlari BioRad

Floresan Mikroskop IX71 Olympus

QRT-PCR Cihaz1 CFX Connect BioRad

Hassas Tarti LE6202S Sartorius

Hemositometre Neubauer Improved Assistent Germany

Invert Mikroskop XDS-1B SOIF

Laminar Flow HERASAFE KS Thermo Scientific

Manyetik Karistirici SB162 Stuart

Mikrodalga Firin MD 595 Arcelik

Mikropipetler CAPP

10 pl, 200 pl, 1000 pl

Mikroplaka Okuyucu iMark BioRad

Mini Santrifiij Cihazi CR-1512 CAPP

Mini Spin Cihazi Fisherbrand 15358266 ThermoFisher Scientific

Optik Mikroskop THA4-200 Olympus

PCR Kapaklari, Stripler AB-0783 Thermo Scientific

Saf Su Cihazn Direct-Q 5UV Labor Teknik

Santrifij NF 200 Nive

Spektrofotometre IMPLEN NanoPhotometer BO-GA

Termal Donguleyici MyCycler Thermal Cycler BioRad
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BT-474 HTB-22 ATCC

75 cm2 Hucre Buyutme 90076 TPP
Kaplan

Egimli Boyun 25 cm2 707001 NEST
Hucre

Biiyiitme Kaplari

96 Kuyucuklu Hucre | 92096 TPP

Kabi

Kriyojenik Sise 607001 NEST

15 ml Santrifij Tapleri | 5100015 CAPP

50 ml Santriftj Tdpleri | 430828 CORNING
DMEM P04-03590 PAN Biotech
Fetal Sigir Serumu FBS-11A Capricorn Scientific

Gelismis (FBS)
Orlistat(100 ug)
Penisilin/Streptomisin
Serolojik Pipet (10 ml)

Transfeksiyon Ajani

FNK-BLK-0830-100ug

P06-07100
SP-10-C
15081

Tripsin-EDTA  (0.25%) | SH40003.01

(1X)
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PAN Biotech
CAPPHarmony
INTRON
BIOTECHNOLOGY
HyClone



6.2 EKB: KULLANILAN KIMYASALLARIN LISTESI

Tablo 6-2 Kullanilan Kimyasallarin Listesi

URUN ADI URUN KODU FIRMANIN ADI
Agaroz(Tip 1) 121853 MERCK

DEPC A0881 AppliChem
DMSO D1370 Duchefa Biochemie
1 kb DNA Ladder GeneRuler SM0311 Thermo Scientific
DNA Jel Yiikleme Boyasi (6X) | R0611 Thermo Scientific
DPBS (10x) P04-53500 PAN Biotech
Etanol TK.200650 Teksoll

iScript cDNA Sentez Kit 1708891 BioRad
2-Propanol (Izopropanol) 1096342500 MERCK
miRNeasy Mini Kit 217004 Qiagen

miScript Il RT Kit 218161 Qiagen

miScript SYBR Green PCR Kit | 218073 Qiagen
Kloroform 1024452500 MERCK
PureZOL RNA izolasyon Ajam | 7326890 BioRad

Saf Etanol 920.026 ISOLAB

Sybr Safe MG-SSGD-01-1000 Hibrigen
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