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                                                              ÖZET
MEME KANSERİ HÜCRE DİZİLERİNDE MYC İFADESİNE BAĞLI OLARAK DEĞİŞEN EKSOZOM BİYOLOJİK  ETKİNLİĞİNİN ARAŞTIRILMASI 
Büşra ÇELİKKAYA
Yüksek Lisans Tezi, Kanser Moleküler Biyolojisi AD
             Tez Yöneticisi: Dr. Öğr. Üyesi Onur TOKGÜN
                           Ağustos 2020, 61 Sayfa


Meme kanseri, Türkiye ve dünya genelindeki kadınlar arasında görülen en yaygın ve kanser ile ilişkili ölümlerde en yüksek orana sahip kanser türüdür. Progresyonunda birçok hücresel eleman rol almaktadır. Bunlardan biri olan eksozomlar çeşitli kanser türlerinde olduğu gibi meme kanserinde de proliferasyon, invazyon ve migrasyon gibi süreçler üzerinde etki göstermekte olup son zamanlarda bununla ilgili literatüre birçok çalışma girmiştir. Fakat kanser hücrelerinde birçok biyolojik süreci etki eden önemli bir transkripsiyon faktörü olan Myc’nin, meme kanserinde eksozom biyogenezine olası etkilerine bağlı olarak eksozom aracılı-meme kanseri sürecine etkisi üzerine yeterli araştırma olmadığı gözlemlenmiştir. Bu doğrultuda çalışmamızda, ilk olarak meme kanseri hücre dizilerinde Myc gen ifadesi, MCF-7 hücre dizisinde siRNA aracılıyla baskılanırken, MDA-MB-231 hücre dizisinde kalıcı ifade vektörü(pCDH-MYC) aracılığıyla arttırıldı. Ardından, hücre dizilerindeki Myc gen ifade seviyeleri eş zamanlı-PZR yöntemi ile kontrol edildikten sonra hücre dizilerinin Myc ifadesi düzenlenmiş ve düzenlenmemiş hücre soylarından salgılanan eksozomlar izole edildi. İzole edilen eksozomlar, 40 ve 60 µg/µl miktarında MCF-10A (normal meme epitel hücresi) hücre dizilerine uygulandılar. Farklı Myc ifadesine sahip kanser hücre-türevli eksozomların normal meme hücresindeki hücresel süreçlere etkisi proliferasyon, wound healing(yara iyileşme deneyi), invazyon deneyi ile gözlemlendi. Elde edilen veriler, Graphpad prism ve SPSS programlarında analiz edildi. Çalışmalarımızda, Myc ifade düzeyi farklı olan meme kanseri hücre dizilerinden-köken alan eksozomların  normal meme-epitel hücresi üzerinde farklı etkinlikte çeşitli hücresel süreçlerine etki ettiği tespit edildi. pCDH-MYC infekte MDA-MB-231 hücre dizilerinden elde edilen eksozomlar ile muamele edilen MCF-10A hücrelerinde popülasyon ikileme zamanı, yara iyileşme hızı, invazyon aktiviteleri muamele edilmeyen ve MCF-7 Myc-siRNA-türevli eksozomlar ile muamele edilenlerden daha yüksek olduğu gözlemlendi(p<0.01, p<0.001, p<0.0001 anlamlılık seviyelerinde). Hücrelerin Myc-ifadesine bağlı olarak eksozomal etkinliğin farklılık gösterdiği tespit edilmiştir. Sonuçlarımız, Myc’nin meme kanserinde eksozomal süreç üzerindeki olası etkilerine bağlı olarak kanser hücre-türevli eksozomların normal meme-epitel hücresi üzerindeki etkisinin farklı olduğunu ortaya koymuştur. Ayrıca, bulgularımızın moleküler mekanizmaya yönelik ilerideki çalışmalarla desteklenebileceğini düşünmekteyiz.
.
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ABSTRACT
Investigation of Exosome Biological Activity in Breast Cancer Cell Arrays Due to Myc Expression
Büşra ÇELİKKAYA
M. Sc. Thesis in Cancer Molecular Biology
                           Supervisor: Dr. Öğr. Üyesi Onur TOKGÜN (PhD.)
                           August 2020, 55 Pages


Breast cancer is one of the most common cancer type in Turkey and world-wide. It has highly average in cancer-associated malignancy. Many biological factors act in the process of breast cancer. Exosomes effect cellular processes as proliferation, invasion and migration in the breast cancer as well as many cancer types. There are growing evidences indicating role of exosomes in breast cancer. However, there is no study elucidating the effects of exosomes-derived breast cancer cell lines upon Myc regulation. Therefore, in this study, we infected MCF-7 cells with siRNA targeted–Myc in order to down-regulate the expression of Myc and MDA-MB-231 cells with lentiviral vector(pCDH-MYC) to up-regulate the expression of Myc. Expression levels of Myc in all cell lines have been evaluated by qRT-PCR. Subsequently, exosomes of breast cancer cell lines carrying overexpressed/ downregulated Myc expression were isolated. MCF-10A cells are treated with these exosomes which accounts for equally 40 and 60 µg/µl protein.  Subsequently, the effect of exosomes derived-breast cancer cell lines, substituted expression of Myc, on cellular proliferation, invasion and migration in the normal breast cell line were evaluated by population doubling, wound healing and invasion chamber assay. The results we obtained were evaluated by both Graphpad Prism and SPSS programs. We concluded that exosomes which are derivating from breast cancer cells with different Myc expression status have different effects on variable cellular processes in normal breast ephitelial cells. We obtained that population doubling times, wound healing, invasion activites were higher in MCF10-A cells that were treated with exosomes derived-MDA-MB-231 cell line, compared to the cells with exosomes derived-MCF-7 cell line and MCF10-A control cells ( p<0.01, p<0.05, p<0.001, p<0.0001).  Our results revealed that Myc have different effects in the breast ephitelial cells treated with exosome derived breast cancer cells depending on the possible effects on exosomal process in breast cancer. Moreover, we believe that these findings can be supported by with future studies focusing on enlighting the molecular mechanisms.
.
Keywords : Myc, exosome, brast cancer, proliferation, invasion
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1. GİRİŞ


Meme kanseri insidans ve ölüm oranı göz önünde bulundurulduğunda dünya genelinde kadınlarda en sık ortaya çıkan kanser türüdür. Erkeklerdeki görülme oranı kadınlarla kıyaslandığında oldukça düşüktür. Meme kanseri meme bezleri ve süt kanallarını oluşturan hücrelerin kontrol dışı aşırı bir şekilde bölünmesi nedeniyle ortaya çıkmaktadır. Klinik, patolojik ve tedaviye verilen yanıt açısından oldukça heterojendir. Görülme sıklığına göre %30 lobüler karsinom, %70 duktal karsinom ve %1-2 oranında ise inflamatuar kanserler olmak üzere 3’e ayrılır. Otozomal dominant kalıtım paternine sahiptir ve %5'i genetik yatkınlıkla bağlantılıdır. Meme kanseri hücrelerine yapılan DNA mikrodizi analizleri sonucunda mutasyonlar, amplifikasyonlar ve delesyonlar gibi birden fazla genetik değişiklik saptanmıştır. Tanımlanan bu genetik değişimlerden en önemlisi yüksek dereceli meme kanserlerinin %30-50'sinde saptanan MYC amplifikasyonudur.
Bir transkripsiyon faktörü olan MYC insan genomunun %15’ ini düzenler. Aynı zamanda birçok kanserin büyümesini devam ettiren, çoklu hücresel süreçlerde önemli bir sinyal merkezi olarak işlev gösterir. Meme kanseri hücrelerinde ise MYC anjiyogenez, transformasyon, hücre büyümesi ve hücre döngüsünün kontrolünde rol oynar. MYC, asetilasyon, fosforilasyon ve ubikuitinlasyon ile translasyon sonrası modifikasyona uğrar oluşan modifikasyonlar sonucu MYC ‘in protein stabilitesini ve transkripsiyonel aktiviteleri etkilenir. Normal hücreler ile kıyaslandığında, Myc tarafından transkripsiyonel olarak indüklenen hücrelerde kalitatif ve kantitatif açıdan farklılık görülmektedir. Bazı hücrelerde Myc gen ifadesindeki artışının kontrolsüz hücre bölünmesini indüklemesine bağlı olarak hücre ölümüne sebep olmasının yanısıra meme kanseri hücreleri hücre hatlarında agresif karakter ile ilişkili olduğu gösterilmiştir. Bu özelliğinden dolayı meme kanseri ve diğer pek çok kanser türlerinde MYC ‘yi hedef alan tedavi stratejileri geliştirilmektedir.
Eksozomlar çeşitli hücrelerden salgılanan 30-100 nm büyüklüğünde fosfolipid çift tabaka ile çevrili ekstrasellüler veziküllerdir. İdrar, kan, amniyotik sıvı, anne sütü, serum, plazma gibi birçok vücut sıvılarında bulunur. Eksozomlar, birçok farklı hücre çeşidi tarafından hücrelerarası ortama, hücreler arası sinyal iletimi, genetik biyomateryallerin taşınımı, bağışık yanıtın düzenlenmesi gibi farklı görevleri yerine getirmek amacıyla salınır. Görevleri köken aldıkları hücreler tarafından çeşitli kontrol mekanizmaları ile seçilen içerikleri belirlemektedir. Bu doğrultuda normal hücrelerden salgılanan eksozomlar hücresel homeostasiyi korumak için salgılanırken tümör hücrelerinden salgılanan eksozomlar kanserleşme sürecine katkıda bulunurlar. Litaratürde gerçekleştirilen çalışmalarda eksozom seviyelerinin tümörün agresifliği ile ilişkili olduğu gösterilmiştir. Bu sebeple eksozomların kanser tanısı ve prognozunda dolaşımdaki biyobelirteçler olarak kullabilmektedir.


1. 1. Amaç

Gerçekleştirilen tez çalışmasının amacı, MYC ifadesi lentiviral aşırı ifade vektörü ve siRNA’lar aracılığıyla düzenlenmiş MDA-MB-231 ve MCF-7 hücre dizilerinden izole edilen eksozomların normal hücre dizisi olan MCF-10’nın biyolojik fonksiyonları üzerine (proliferasyon, invazyon ve yara iyileşmesi) etkilerinin araştırılması amaçlanmıştır.

 
















2. KURAMSAL BİLGİLER VE LİTERATÜR TARAMASI


2. 1. Meme Kanseri

Meme kanseri dünyada kadınlarda görülen en yaygın kanser türüdür. Her yıl yaklaşık olarak 1. 6 milyon kadına yeni teşhis konulmaktadır buda tüm kadın kanserlerinin 1/4 ‘ünü oluşturmaktadır. Ayrıca kansere bağlı tüm ölümler içinde beşinci sıradadır, gelişmiş ve gelişmekte olan ülkeler içerisinde ise akciğer kanserinden sonra en çok ölüme sebep olan kanser türlerinden biridir.

2. 1. 1. Epidemiyoloji

Uluslararası Kanser Araştırmaları Ajansı (IARC) tarafından yayımlanan GLOBOCAN 2018 veri analizlerine göre 2018 yılında dünyada 18. 1 milyon kanser vakası, 9. 5 milyon ise kansere bağımlı ölüm bildirilmiştir. Akciğer kanseri, tüm kanser vakalarının %11. 6 ‘sını oluşturarak kadın ve erkek her iki cinsiyette de en sık vaka alan kanser tipidir. Meme kanseri görülme sıklığı açısından ikinci sırada yer almaktadır (Bray vd. American Cancer Society, 2018).
Ülkemizde 2014 yılında yayımlanan resmi rakamlara göre son 1 yılda yaklaşık 96.000 erkek ve 67.200 kadına kanser teşhisi koyulmuştur. Ayrıca, 2015 yılında meme kanserinden yaşamını yitiren kadın sayısının yaklaşık 4000 olduğu belirlenmiştir (web1) (TKİ, 2014).
Ülkemizde meme kanseri insidansının 2018 yılında 100 binde 43 olduğu, her yıl yaklaşık olarak 15.000 kadına kanser tanısı konulduğu açıklanmıştır. (web2) (Ulusal Kanser Kontrol Planı, 2018). 



2. 1. 2.  Etiyoloji

Meme kanserinin sebepleri henüz tam anlamıyla bilinmemekle birlikte yaş, cinsiyet, çevresel ve genetik faktörler gibi birçok risk faktörünün meme kanserinin oluşumunda rol oynadığı bilinmektedir.

2.  1. 2. 1.  Cinsiyet
Meme kanseri genellikle kadınlara özgü bir hastalık olsa da erkeklerde nadir görülen bir malignite olup, tüm kanser vakalarının % 1'inden daha azını oluşturmaktadır.

2. 1. 2. 2. Yaş

Meme kanseri görülme sıklığı yaş ile birlikte önemli bir şekilde artmakta ve menopoz çağında zirveye ulaşmaktadır. 2016 yılında, Amerika'da meme kanseri ile ilişkili tüm ölümlerin yaklaşık % 71. 2'si 40 ve 60 yaş üstü kadınlarda bildirilmiştir. Bu nedenle, 40 yaş ve üstü kadınlarda düzenli olarak mamografi taraması yaptırmaları gerekir (Yi-Sheng vd 2017).

2. 1. 2. 3. Sigara Kullanımı

Sigara dumanı, meme kanseri gelişiminde farklı aşamalarda hareket edebilecek potansiyel olarak zararlı birçok madde  içerir. Yapılan pek çok in vitro çalışmanın sonucunda, tütün dumanında bulunan bileşiklerin meme tümörlerini indükleyebileceğini gösterilmiştir (Terry and Rohan, 2002). Ayrıca Amerika Kanser Topluluğu araştırmacılarının çalışmaları sonucunda ilk hamileliğinden önce sigara kullanmaya başlayan kadınlarda sigara kullanmayanlara göre %21 artmış risk saptanmıştır. Buna bağlı olarak sigara içmenin menapoz öncesi meme kanseri riskinin artabileceği tespit edilmiştir. (Dossus vd,2014; Macacu vd, 2015; Tokgün vd, 2017; White vd, 2017)

2. 1. 2. 4. Beslenme 

Gerçekleştirilen birçok çalışmada besin tüketimi ve meme kanseri arasındaki ilişki araştırılmıştır. Bununla birlikte diyet ve beslenme kanser için etkili bir koruyucu strateji olarak kabul görmüştür.  Soya ürünleri izoflavonlar açısından zengindir ve prospektif çalışmalar izoflavon alımının meme kanseri riskinin azalmasıyla neredeyse önemli ölçüde ilişkili olduğunu göstermiştir. Yapılan epidemiyolojik çalışmalarda meyve, sebze (özellikle turpgillerdeki sebzelerin) ve soya ürünlerinin tüketilmesinin meme kanseri riskinin azalmasıyla ilişkili olduğunu öne sürülmüştür. (Li vd, 2017)

2. 1. 2. 5. Obezite

Aşırı kilo ve obezite meme kanseri gelişimi ve nüks ile yakından ilişkilidir. Obezite, inflamasyon ve tümör mikro ortamı arasındaki etkileşim, öncelikle hormon duyarlı ve postmenopozal hastalarda tümör genişlemesini sağlar.  Erişkin dönemde ve menapozdan sonra meme kanseri riskinin kiloya bağlı olarak arttığı görülmüştür (Keum vd, 2015). Bu da postmenapozal kadınlarda yüksek östrojen seviyeleine ek olarak insülinlerininde yüksek seviyes de gözlendiği diğer mekanizmalarla da ilişkilendirilmiştir (Estevez and Bueno, 2019) . 

2. 1. 2. 6. Alkol Tüketimi

Yapılan epidemiyolojik çalışmalara dayanan sonuçlarda günde 35-44 gram alkol tüketiminin, meme kanseri oluşum riskini %32 arttırabildiği görülmüştür(Liu vd, 2015; Jayasekara vd, 2016; Sun vd, 2017).

2. 1. 2. 7. Aile Öyküsü

Meme kanserinde aile öyküsü önemlidir. Anne ya da kız kardeşi meme kanseri teşhisi almış kadınlarda kansere yatkınlık yüksektir. Ailede hastalıktan etkilenen en az bir birey olması durumunda risk ortalama 2 kat artmakla birlikte ailede birden fazla bireyde görülme durumunda risk 4 kat artmaktadır. Aynı zamanda aile bireylerinde yumurtalık kanseri öyküsünün olması da her iki cinsiyette de artmış meme kanseri riski ile ilişkilendirilmektedir.

2. 1. 2. 8. Genetik Faktörler

Çeşitli genetik faktörlerin kanser insidansına katkıda bulunduğu bilinmektedir. Meme kanserinde bu oran %5'i olup otozomal dominant olarak etkisini göstermektedir. Kalıtsal meme kanserilerinin yaklaşık %40'ı BRCA1 ve BRCA2 genlerindeki mutasyonlar sebebiyle meydana gelir. Bahsedilen mutasyonları gösteren kadınların %85’i ömür boyu invaziv meme kanseri görülme riskine sahiptir. Ayrıca primer meme kanserlerinin yaklaşık %20'sinde HER2'nin aşırı ekspresyonu tespit edilmiştir. Ras proteinlerinin mutasyonları meme kanserinde nadirende (<%5) olsa karşımıza çıkmaktadır. c-Myc'in aşırı ekspresyonu ağırlıklı olarak yüksek dereceli, invaziv meme kanserlerinde görülür. p53 tamir yolağındaki genler, TP53, PTEN geni ve CHEK2 geni de meme kanseri sürecinde rol oynayan önemli genlerdir (Tokgün,2018).

2. 1. 2. 9. Çevresel Faktörler

Laboratuvar çalışmaları sonucunda çevresel kirleticilerin DNA'ya zarar vererek, tümör büyümesini teşvik ederek veya meme bezi gelişimini değiştirerek meme kanseri riskine katkıda bulunabileceği gözlemlenmiştir. Ayrıca iyonize radyasyona maruziyetin, tıbbi tanı veya terapötik tedavisel uygulamaların meme kanseri gelişim riskini arttırdığı görülmüştür.

2. 1. 2. 10. Menapoz Sonrası Hormonlar

Yüksek endojen östrojen seviyeleri, meme kanseri insidansında artışa neden ola iyi tanımlanmış bir risk faktörüdür. Post menapozal kadınlarda artan seks hormonlarının yüksek seviyede risk ile ilişkili olduğu doğrulanmıştır. Hormonal menapoz tedavisi veya progestin ve östrojen içeren kombine olarak kullanılan hormonal tedavilerde meme kanseri riskini arttır. (Kamińska vd, 2015)




2. 2. Meme Kanseri Türleri

Meme kanseri genellikle invaziv ve invaziv olmayan olmak üzere 2’ye ayılmaktadır. Gen ekspresyon profillerine dayanarak ise meme kanserleri; luminal A, luminal B, Her2 / Neu amplifiye, bazal benzeri ve normal benzeri olmak üzere 5 alt-gruba sınıflandırılmıştır. Her grup farklı biyolojik özelliklere ve klinik sonuçlara sahiptir, bu da meme kanserinin hastalar arasındaki farklı moleküler yollardan ilerlediğini gösterir. 

2. 2. 1. İnvaziv Olmayan Meme Kanseri 

Bulunduğu kanalların, lobüllerin ya da dokuların yakınına veya dışına uzamadan gelişen kanser türleridir.
· Lobüler Karsinoma 
Lobüler karsinoma vakaların %13’ünü oluşturmaktadır. Meme lobüllerinin çevresinde çoğalan anormal hücrelerinin oluşturduğu kanser türüdür. Kanser meme lobülerinin dışına uzamadan bazı lobüllerinin çevresinde anormal hücreler çoğalmıştır.
· Duktal Karsinoma İn Situ
En yaygın olarak görülen meme kanseri türüdür. İnvaziv olmayan meme kanseri vakaların %80’nini oluşturur. Meme kanallarını oluşturan normal epitel hücrelerin anormalleşmesiyle oluşan kanser tipidir.

2. 2. 2. İnvaziv-Meme Kanseri

Meme kanserlerinin %80’i oluşturan invaziv alt türü meme bezi epitel hücrelerinden köken almakta olup meme kanalını oluşturan hücreleri aşarak bölgede çoğalırlar. 4 moleküler alt tipi bulunmaktadır. Hormon reseptörlerinin (HR + / HR-) gözlenip gzlenmemesi ya da, HER2 seviyeleri moleküler alt tipleri belirler (Tokgün vd 2018). 



Luminal A Kanseri (HR+/HER2-)
Luminal A tipi kanserler yavaş çoğalırlar ve daha az agresif karaktere sahiptirler. %71 oranında gözlenmektedir. 
      Luminal B Kanseri (HR+/HER2+)
Luminal B kanserler ER+ ve/veya PR+‘dır. %12 oranında gözlenmektedir.  Moleküler biyobelirteçleri olan Ki67 ya da HER2 pozitiftir. İleri evre kanserlerdir ve düşük sağkalım gösterirler.
      Üçlü Negatif Meme Kanseri (HR-/HER2-)
ER negatif, PR reseptör negatif ve HER-2 negatif kanserlerdir. %12 oranında gözlenmektedir. Premenapozal kadınlarda ve BRCA1 gen mutasyonuna sahip olan kadınlarda daha sık görülmektedir. Üçlü negatif meme kanserlerinin %75’i basal-benzeri alt tip karakterindedir. Bu kanserler diğer alt türlerine kıyasla daha kötü prognoz ile karakterizedir (Perou ve Borresen-Dale, 2011; Bianchini vd, 2016, Tokgün vd 2018).
 HER2-zenginleştirilmiş Meme Kanseri (HR-/HER2+)
Diğer alt türlerine kıyasla daha agresif yayılım gösterirler ve %5 oranında gözlenmektedir. 


2. 3. Meme Kanserinin Evrelendirilmesi

Meme kanserinde evrelendirme tümörün yayılımını göstermek, prognozu hakkında bilgi sahip olmak ve tedavi stratejilerini belirleyebilmek için oldukça önemlidir. Kanserin anatomik yapısını tanımlamak ve evresini belirlemek için dünya çapında TNM sistemi kullanılmaktadır. Tümör boyutu ve yayılımını (T), bölgesel lenf düğümlerinin konumu ve yayılımını (N) ve uzak metastaz varlığı veya yokluğunu (M) göstermektedir. T, M, N evrelerinin belirlenmesinden sonra 0-1-2-3-4 evreleri belirlenir. Evre-0 in situ evre olarak değerlendirilirken, Evre-1 erken evre, evre-4 ise son evre olarak tanımlanır (Cserni vd, 2018)
Tablo 2. 1 Meme kanserinin evrelendirilmesi
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2. 4. Meme Kanserinin Tedavi Stratejileri

Son zamanlarda meme kanseri sürecini yönlendiren sinyal yolaklarının ve moleküler mekanizmaların belirlenmesi ile meme kanserinin tedavsinde önemli gelişmeler kaydedilmeye başlanmıştır. Tedavi stratejileri önemli hücresel olayları hedef almaktadır. Trastuzumab, pertuzumab, lapatinib ve ado-trastuzumab emtansin (T-DM1), ABD Gıda ve İlaç İdaresi tarafından yaygın olarak önerilen anti-HER2 hedef ajanlarıdır (Michalaki vd, 2010; Ishida vd, 2009). VEGF’e karşı bevacizumab’ın da onaylanan bir ajan olduğu bildirilmiştir. Bunlar haricinde EGFR, kombine EGFR ve HER2 inhibitörleri, PI3K/AKT/mTOR ve VEGF/VEGFR inhibitörleri RAS/MEK/ERK gibi önemli sinyal yolakları ile etkileşen ajanlar, IGF, IGFR inhibitörleri gibi tirozin kinazlara karşı ajanlar; Poli ADP Riboz polimeraz inhibitörleri gibi apoptozu uyaran matriks metalloproteinaz inhibitörleri, Ras, Myc BRCA1 gibi meme kanserinden sorumlu genleri, invazyon ve metastazı hedefleyen birçok ilaç da pre-klinik ve klinik denemeler aşamasındadır.



2. 5.  Myc Onkogeninin Yapısı ve Fonksiyonu

Tavuklarda sarkoma, lösemi ve diğer kanser türlerinin gelişimine katkı sağlayan avian retrovirüslerinin sınıflandırıldığı bir çalışmanın sonunda v-myc onkogeni tanımlanmıştır (Tokgün vd, 2017). 
Kanser ve Myc onkogeni arasındaki ilişki, Myc onkogeni yakınında retroviral insersiyon içeren avian-lökosis virüs aracılı B-hücreli lenfoma üzerindeki çalışmalar sonucunda belirlenmiştir. İleriki yıllarda yapılan çalışmalar sonucunda kromozomun 8q24 bölgesinde yerleşmiş olan Myc ile t(8;14)’in agresif Burkitt lenfoma gelişiminde önemli rol oynadığı gösterilmiştir. Myc onkogeninin amplifikasyonu, myeloid lösemiler ve kolon kanserlerinde tanımlanmıştır.
Myc transkripsiyon faktörü, sarmal-dönüş-sarmal lösin zincir protein yapısındadır. Birçok hücresel biyolojik süreçte kilit rollerle ilişkilidir (Tokgün vd 2017). MYC aktivasyonu artmış protein sentezi, değişen hücre metabolizması, farklılaşma, hücre proliferasyonu ve metastaz ile ilişkilidir. 
Myc onkogenleri C-MYC, MYCL ve MYCN olmak üzere üç üyeden oluşur (Hui, Hudan , Guoliang ,2018). Sırasıyla c-Myc, L-Myc ve N-Myc kodlar. c-Myc (Myc) 64 kDa ağırlığa sahip bir proteindir. 439 amino asit taşır. Diğer üyelerden L-Myc 364 amino asite, N-Myc ise 464 amino asite sahiptir. 
Myc’nin C-terminal bölgesi sarmal-dönüş-sarmal lösin fermuar dimerizasyon motifine sahiptir. C- terminal bölge tarafından diğer proteinlerle dimerizasyon yapabilmektedir. 
Myc’in transkripsiyonel aktivasyonu genellikle Max proteini ile bir dimer oluşturularak gerçekleştirir. Oluşturulan heterodimer (Myc-Max) DNA’daki özel E-kutusu (5’-CACGTG-3’) bölgesine bağlanarak çalışır. Oluşan heterodimer yapı DNA’nın ilgili bölgesine bağlandıktan sonra, MYC proteininin N-terminal bölgesi çeşitli transkripsiyonel düzenleyici proteinlerle etkileşir (Tokgün vd, 2017; Stine vd 2015.)
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Şekil 2. 1 MYC geni ve proteininin yapısı: fonksiyonel alanlar ve etkileşimler (Carabet vd, 2018)

MYC ‘in onkogenik özelliğinden dolayı hücrede transkripsiyonel ve post-transkripsiyonel seviyede ifadesi kontrol edlmektedir. Bu kontrol hücre içi ve dışı sinyal mekanizmaları aracılığı ile gerçekleşmektedir. Dorman haldeki bir hücre de normalde eşik değerinde Myc ifadesi gözlemlenirken hücre döngüsünü aktive edici sinyallerin uyarımı altında Myc ifadesinin arttığı görülmüştür. Myc geninin aktivasyonu birçok kanser türünün gelişimine katkı sağlar. Kromozomal translokasyonlar, 3’-UTR sekanslarının uzaklaştırılması, gen amplifikasyonları ve MYC lokusunun yakınına retrovirüslerin insersiyonu gibi birçok yol bu aktivasyonun gerçekleşmesine sebep olur (Tokgün vd 2017).
Myc hücre döngüsü mekanizmalarının doğrudan düzenleyicisidir. Hücre döngüsünde G1/S fazını hızlandırıp G2/M fazını uzatır. DNA hasarı tarafından uyarılan hücre döngüsünün durdurulmasını p16, p21, p27 ve p53 gibi hücre döngüsü kontrol noktası gen ürünlerinin aşırı ifadesi aracılığıyla önlemektedir (Tokgün vd 2017; Chernova vd 1998). Bu geçiş, siklin bağımlı kinazları aktive etmek için spesifik siklinlerle etkileşime girerek düzenlenir. Sikline bağımlı kinaz inhibitörleri bu aktivasyonu inhibe eder. Myc, siklin D1, siklin D2, siklin E, CDK4 ve cdc25a’yı indükler. Uygun olmayan hücre dögüsü proliferayonu genomik kararsızlığa yol açarak yeni mutasyonlara, anormal kromozom sayısı ve yapılarının oluşmasına neden olur. Myc aşırı ifadesi anöploidi, poliploidive gen amplifikasyonu ile karakterize edilen genomik kararsızlığı uyarır. Hücre döngüsü ilerlemesindeki rolüne ek olarak Myc’in farklılaşma süreçlerini ve hücre adezyonunu aktif olarak inhibe ettiği düşünülmektedir (Tokgün vd 2017).
Özetle Myc, hücre büyümesi, proliferasyonu, metabolizması, farklılaşması ve apoptozunun önemli bir düzenleyicisidir. Tümör baskılayıcılarının kaybı ve onkojenik yolların aktivasyonu ile ilişkili olan gen amplifikasyonu, transkripsiyonel düzenleme ve mRNA ve protein stabilizasyonu dahil olmak üzere meme kanserinde MYC deregülasyonunda birden fazla mekanizma yer alır. MYC düzensizliği meme kanseri gelişimine ve ilerlemesine katkıda bulunur ve kötü prognoz ile ilişkilidir (Jinhua, Yinghua,  Olufunmilayo, 2010).


2. 6. Meme Kanserinde MYC’in Rolü

Kanser biyopsileri üç veya daha fazla kat c-myc gen amplifikasyonu taşır. c-myc'nin ekspresyon frekansları büyük ölçüde değişkenlik gösterir. Tümör vakalarının sadece yaklaşık % 22'sinde artmış c-Myc mRNA ekspresyonu görülür ve aşırı ekspresyonun gen amplifikasyonundan kaynaklandığı düşünülmektedir.
Meme kanserinde, c-myc amplifikasyonu, diğer genlerdeki değişikliklerle pozitif veya negatif korelasyon gösterebilir. c-myc genini içeren kromozomal bölgenin amplifikasyonunun, translokasyon aracılığıyla ökaryotik translasyon başlatma faktörü 3'ün (eIF3) p40 alt birimini ve Her2 genini içerdiği bildirilmiş ancak bu iki genin ortak bir amplikonda birlikte lokalizasyon sıklığı belirlenmemiştir.
Her2 (erbb2) epidermal büyüme faktörü reseptörü (EGFR) ailesinde bir gendir ve meme kanserlerinin yaklaşık% 20-30'unda çoğaltılır. Bazı araştırmalar, Her2 ve c-myc genlerinin amplifikasyonunun, bazı meme kanseri biyopsilerinde pozitif korelasyonlu veya eşzamanlı olarak meydana geldiğini göstermiştir. Bununla birlikte, diğer çalışmalarda Her2 geninin amplifikasyonu ile c-myc arasında ters korelasyon olduğu da bildirilmiştir. Birçok çalışma, ER ve PR için negatif olan durumlarda c-myc amplifikasyonu veya aşırı ekspresyonunun daha sık meydana geldiğini göstermektedir.
Meme kanseri ile ilişkili gen 1 (BRCA1), kaybı veya inaktivasyonu da özellikle meme ve yumurtalık kanseri riskini artıran varsayılan bir tümör baskılayıcı gendir. BRCA1 c-Myc proteinine fiziksel olarak bağlanabilir ve c-Myc aracılı transkripsiyonu baskılayabilir. Ayrıca, BRCA1, c-Myc ve c-Ras aktivasyonu ile dönüştürülen REF fenotipini tersine çevirebilir. Bu veriler, BRCA1'in bir tümör baskılayıcı olarak işlev görme mekanizmasının, kısmen c-Myc'ye bağlanması ve c-Myc'nin transkripsiyonel aktivitesini baskılaması ile ilişkili olabileceğini göstermektedir. Dolayısıyla BRCA1 kaybının nispeten artmış c-Myc aktivitesi ve dönüştürme potansiyeli ile sonuçlanır. (Liao, Dickson 2000)
Özetle MYC ifadesindeki düzensizlik meme kanseri gelişimine ve ilerlemesine katkıda bulunur ve kötü sonuçlarla ilişkilidir. Tümör baskılayıcılarının kaybı ve onkojenik yolların aktivasyonu ile ilişkili olan gen amplifikasyonu, transkripsiyonel düzenleme ve mRNA ve protein stabilizasyonu dahil olmak üzere meme kanserinde MYC deregülasyonunda birden fazla mekanizma yer alır. MYC düzenlemesinin karmaşıklığı ve meme kanserinin heterojenliği nedeniyle birçok soru cevaplanmamıştır. MYC deregülasyonunun mekanizmasının açıklanması uygun terapötik hedefler bulmamıza ve agresif meme kanseri formuna karşı etkili tedavi stratejileri geliştirmemize yardımcı olacaktır.


2. 7.  Ekstraselüler Veziküller

Ekstraselüler veziküller (EV'ler) 50 yıl önce Wolf tarafından plazmada gözlemlenmiştir. O zamandan beri, incelenen tüm biyolojik sıvıların veziküller içerdiği görülmüştür ayrıca in vitro çalışmalarda büyütülen hücre hatlarının veziküllerinin farklı boyutlarda salındığı gösterilmiştir.  Bu veziküller yıllar boyunca farklı isimlerle adlandırılmış ancak günümüzde toplu olarak EV'ler olarak adlandırılmaktadır.
EV'ler in vitro birçok ökaryotik hücre tipi tarafından salgılanır. Kan, idrar, safra, anne sütü ve sinovyal, lakrimal, seminal, asit ve bronkoalveoler lavaj sıvıları ve vücut sıvılarında bulunurlar.
Salınma ve boyut mekanizmalarına bağlı olarak eksozomlar, mikro veziküller ve apoptotik cisimler olmak üzere üç ana EV tipi tanımlanmıştır (Nina, Alicia, 2017). Biyogenez mekanizmaları temel alındığında ise eksozomlar ve mikroveziküller (sMVS) olarak iki farklı EV sınıfı tanımlanmıştır. Bu iki EV’nin boyutları, içerikleri, oluşum ve salınma mekanizmaları birbirinden farklıdır.


2. 8. Eksozomlar

Eksozomlar, farklı hücre tipleri tarafından salgılanan nükleik asitler (DNA, mRNA, miRNA, uzun ve kısa kodlayıcı olmayan RNA), proteinler (hücre iskeleti proteinleri, transmembran proteinleri ve ısı şoku proteinleri), enzimler (GAPDH, ATPase, pgk1) lipitler dahil olmak üzere çeşitli bir yük grubu içeren 30-160 nm çapında membran endositik kökenli membran vezikülleridir (Vader 2014).

2. 8. 1. Eksozom Biyogenezi 

Eksozomlar yapısal olarak multiveziküler gövde (MVB) zarının içe doğru tomurcuklanmasıyla oluşan geç endozomlardan üretilir. Geç endozomal membranların invajinasyonu, MVB'lerde intralüminal veziküllerin (ILV'ler) oluşumuyla sonuçlanır (Minciacchi vd. 2015). Bu işlem sırasında, sitosolik bileşenler yutulur ve ILV'ler içine kapatılırken, bazı proteinler invajinasyon membranına dâhil olur. ILV’ler, plazma membranı ile füzyonu sonucu “eksozom” olarak adlandırılır ve ekstraselüler boşluğa salınır.
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Şekil 2. 2 Eksozom biyogenezi ve salınımı (Chen vd, 2018)

ILV'lerin oluşumu için taşıma fonksiyonu için gerekli olan endozomal sıralama kompleksinin (ESCRT)  gerekir. ESCRT, (0-III) MVB oluşumunu, vezikül tomurcuklanmasını ve protein kargo sınıflandırmasını kolaylaştırmak için uyum içinde çalışan dört ayrı proteinden oluşur (Henne, 2011, Hurley 2015 ). 
ESCRT mekanizması, ubikitine edilmiş proteinlerin, ESCRT-0'ın ubikitin bağlayıcı alt birimleri yoluyla endozomal membranın spesifik alanlarına ayrılmasıyla tanınması başlatılır. ESCRT -I ve ESCRT -II kompleksleri ile etkileşimin ardından, oluşan kompleks tomurcuklanma süreçlerinin desteklenmesinde rol oynayan bir protein kompleksi olan ESCRT-III ile birleşir. Son olarak, ILV'leri oluşturmak için tomurcukları ayırdıktan sonra ESCRT-III kompleksi, ayırma proteini Vps4 tarafından sağlanan enerji ile MVB membranından ayrılır (Henne, 2011). Eksozom salımının ESCRT tarafından düzenlenen bir mekanizma olup olmadığı tartışılmaktadır. Çeşitli hücre tiplerinden izole edilen eksozomlarda farklı ESCRT bileşenleri ve ubikuitine proteinler tanımlanmıştır. Ek olarak, birkaç ESCRT (TSG101 ve CHMP4) proteini ile ilişkili olan tipik eksozomal protein Alix'in, endosomal membran tomurcuklanması ve emiliminin yanı sıra, eksozom kargo seçimine katıldığı anlaşılmıştır. Bu gözlemler, eksozomal biyogenezde ESCRT işlevini anlatan hipoteze yol açmıştır.
Kimi zaman eksozomal kargo,  ESCRT'den bağımsız bir şekilde MVB'lere ayrılması için alternatif bir yolu tercih etmektedir; bu, eksozomal kargonun endozomal membran içinde lateral olarak ayrılması mikro alanlara bağlıdır. Bu mikro alanların, seramidlerin fosfokolin parçasının hidrolitik olarak uzaklaştırılmasıyla oluşturulabildiği sfingomiyelinazlarda oldukça zengin olduğu düşünülmektedir(Airola vd. 2013).  
Seramidlerin, model zarlarda yanal faz ayrılmasını ve mikro bölgelerin birleşmesini indüklediği bilinmektedir. Ayrıca, seramidin koni şeklindeki yapısı, endozomal membranın kendiliğinden negatif eğriliğine neden olabilir, böylece alan kaynaklı uyarılmış tomurcuklanmayı teşvik eder. Sonuç olarak, seramide bağımlı bu mekanizma, eksozom biyogenezinde eksozomal lipidlerin anahtar rolünü vurgulamaktadır ( Zhang Y 2019).
Tetraspaninler gibi proteinler, eksozom biyogenezine ve protein yüklemesine de katılırlar. Tetraspanin ile zenginleştirilmiş mikro bölgeler (TEM), reseptörlerin bölümlere ayrılması ve plazma zarındaki sinyal proteinlerinin sağlanması için özelleşmiş membranlardır (Perez-Hernandez vd 2013) Tetraspanin CD81 ile birlikte TEM'lerin, hedef reseptörleri ve hücre içi bileşenleri eksozomlara ayırmada önemli bir rol oynar.  
Biyoaktif moleküllerin, eksozomlara spesifik olarak ayrılmasını sağlamak için ESCRT'ye bağımlı veya bağımsız mekanizma (tetraspaninler ve lipitler dahil) gibi çeşitli özel mekanizmalar mevcuttur ve bu mekanizmalar hücre tipinin kökenine bağlı olarak çeşitli şekilde hareket edebilir.
Eksozomlara ek olarak, hücreler tarafından üretilen diğer membran vezikülleri, plazma membran tomurcuklu mikroveziküller (MV'ler) ve apoptotik cisimleri içerir. MV'ler, plazma zarından dışarı doğru tomurcuklanma ile üretilen membran veziküllerinin heterojen popülasyonlarıdır.  Değişken şekillerle 100-1000 nm büyüklüğündedirler ve ağırlıklı olarak trombositler, endotel hücreleri (EC'ler) ve kırmızı kan hücrelerinin ürünleri olarak karakterize edilirler. MV'lerin yoğunluğunun 1,25 ila 1,30 g / mL arasında olduğu bildirilmiştir ( Muller vd 2010 ). Apoptotik cisimler, apoptozun geç aşaması sırasında sadece plazma zarından salınır, 1 ila 5 mm arasında değişir, trombositlerinkiyle karşılaştırılabilir ve birkaç hücre içi fragman, hücresel organel, membran ve sitosolik içerik içerir. Apoptotik cisimler, 1.18 ila 1.28 g / mL arasında değişen MV'lerden daha yüksek sükroz gradyan yoğunluğuna sahip kapalı yapılardır (Thery 2001).


2. 8. 2. Eksozomların Protein İçerikleri

Eksozomlar proteinler, lipitler, nükleik asitler içerirler. İçeriklerinin hücre tipine büyük ölçüde bağımlı olmasından dolayı parental hücrelerin küçük versiyonları olarak kabul edilmişlerdir. Yaklaşık 4400 protein, 194 lipit, 1639 mRNA ve 764 miRNA dahil olmak üzere farklı hücre tiplerinden eksozomlarda çok çeşitli yapısal elementler tanımlanmıştır(Kim vd 2013).
Tipik olarak, eksozomlar, hücre penetrasyonu, invazyon ve füzyon olaylarında yer alan tetraspaninler (CD9, CD63, CD81, CD82); antijen bağlanması ve sunumunda yer alan stres tepkisinin bir parçası olarak ısı şoku proteinleri (HSP70, HSP90); Eksozom salımına katılan MVB formasyon proteinleri (Alix, TSG101); ayrıca membran taşınması ve füzyonundan sorumlu proteinler (anneksin ve Rab) gibi çeşitli fonksiyonlara sahip proteinler ile oldukça zenginleştirilir (Vlassov 2012). Bu proteinler arasında, bazı üyeler eksozom biyogenezine katılır (Alix, flotillin ve TSG101), 
Seçilen proteinlerin yanı sıra, eksozomlar ayrıca alıcı hücrelere dahil edilebilecek farklı RNA kalıpları içerir. RNA dizileme analizi, mikroRNA'ların (miR) insan plazmasından türetilen eksozomal RNA türlerinde en bol olduğunu göstermiştir. miR'ler eksozomlara paketlendikten sonra, hücreler arasında tek yönlü bir transfere uğrayabilirler, bu da alıcı hücrelerin geçici veya kalıcı fenotipik değişikliklerini ortaya çıkaran, hücreler arası bir iletişimin kurulmasına yol açar. Anjiyogenez, hematopoez, ekzositoz ve tümörjenezde yer alan miR-214, miR-29a, miR-1, miR-126 ve miR-320 gibi MiR'ler, hücre dışı iletişimde eksozom tabanlı hücrelerde bildirilmiştir(Waldenstrom 2014). miR'lerin yanı sıra, uzun RNA türlerinin, özellikle uzun kodlayıcı olmayan RNA'ların (lncRNA'lar) ve dairesel RNA'ların (circRNA'ların) son zamanlarda eksozomlarda mevcut olduğu ve kanser gelişimi de dahil olmak üzere çeşitli biyolojik süreçleri etkilediği farklı litaratür kaynaklarıında gösterilmiştir.
Eksozomların biyoaktivitesi sadece proteinlerinde ve nükleik asitlerinde değil, aynı zamanda lipit bileşenlerinde de bulunur. Genel olarak eksozomlar, stabiliteleri ve yapısal sertliklerinden sorumlu olan fosfatidilserin (PS), fosfatidik asit, kolesterol, sfingomiyelin (SM), araşidonik asit ve diğer yağ asitleri, prostaglandinler ve lökotrienlerde zenginleştirilir. Ayrıca eksozomlar, çeşitli biyoaktif lipitlerin birimlerini bağımsız olarak üretebilen bazı fonksiyonel lipolitik enzimlere de sahiptir. Bu eksozomal biyoaktif lipitler, endozomlar içinde lipit aracıları ile konsantre edilip alıcı hücreler içinde içselleştirilebilirler.
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Şekil 2. 3 Eksozomların protein bileşenleri (Zhang vd, 2019)

2. 8. 3. Eksozom Aracılı Hücreler Arası İletişim

Hücreler, sinyal yayılımını kolaylaştırmak için, uzak hücrelerle, hormonlar ve sitokinler gibi salgılanan çözünebilir faktörler yoluyla iletişim kurarken, boşluk bağlantıları, hücre yüzeyi protein / protein etkileşimleri dahil, doğrudan hücre-hücre teması yoluyla komşu hücrelerle iletişim kurarlar. 
Hücreye özgü protein, lipit ve nükleik asit yüküne sahip eksozomların yeni bir hücre içi iletişim mekanizması olarak işlev görebileceği kabul edilmektedir. Bunun nedeni köken alınan hücrelerden salınan eksozomların hedef hücrelerle etkileşime girerek hedef hücre davranış ve fenotip özelliklerinin değişimine neden alabileceği gözlemine dayanır. Eksozomal biyolojik uygulamaların başarısı büyük ölçüde, reseptör-ligand etkileşimleri, membranların doğrudan füzyonu veya endositoz yoluyla içselleştirmeyle elde edilebilen genetik materyallerin etkili verilmesine bağlıdır.  İçselleştirildikten sonra, eksozomlar, endozomların sınırlayıcı membranı ile kaynaşabilir bu da içeriklerinin hedef hücrelerin sitoplazmasına yatay genetik transferine yol açar (Tian 2010).
[image: ]
Şekil 2. 4 Eksozom aracılı hücre-hücre iletişiminde yer alan yolların gösterilmesi(Zhang vd, 2019)
1) Eksozomlar, alıcı hücrelere doğrudan yüzeye bağlı ligandlar yoluyla sinyal verir.
2) Eksozomlar, aktif reseptörleri alıcı hücrelere aktarır.
3) Eksozomlar, alıcı proteinleri fonksiyonel proteinlerin, lipitlerin ve RNA'ların verilmesi yoluyla epigenetik olarak yeniden programlayabilir


2. 9. Meme Kanserinde Eksozomlar

Kanser hücrelerinden salınan eksozomlar genellikle mutant onko-proteinler, onkojenik transkriptler, mikroRNA ve DNA dizileri taşırlar. (Van Niel 206).  Eksozomların, sinyal moleküllerini tümör mikroçevresi içindeki kanser hücrelerine aktarabilme özelliğinden dolayı tümör hücrelerinin immün sistemden kaçınmasına, tümör invazyonuna, metastazı aktif etmesine, tümör mikro-ortamını yeniden oluşturulmasına ve anjiyogenezi indüklemesine yardımcı olurlar.
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Şekil 2. 5 Meme kanserinde eksozom aracılı sinyal kaynaklı etkilenen hücresel süreçler (Jia vd, 2017)

Tümör ekzomomları anjiyogenezde belirgin bir rol oynar.  Melanom türevi EV'ler, anjiyogenez ve ekstraselüler matriks yeniden şekillenmesinde yer alan metastatik faktörleri uyarabilir.  Kanser hücresinden türetilen eksozomların endotelyal hücreler tarafından alınması, endotelyal hücrelerin proanjiyojenik sekretomunu uyararak hipoksik şartlar altında anjiyogenezi uyarır, EC'lerin yapısal bütünlüğünü bozar. MiR-105 ile yüklenen kanser hücresinden türetilen eksozomlar, sıkı bağlantı proteini olan ZO-1'i downregüle düzenler, böylece endotelyal hücrelerin vasküler geçirgenliğini ve metastatik yayılmasını arttırır. Mezenkimal kök hücrelerden miR-132 ile yüklenen eksozomlar, EC'lerin tüp oluşumunu artırarak anjiyogenezi teşvik eder. Meme kanseri hücreleri tarafından salgılanan eksozomlarda bulunan miR-210'un anjiyogenezi desteklediğini ve n-SMase2 yıkımı ile meme kanseri hücrelerinden eksozom salgısının baskılanmasının, anjiyogenezin inhibisyonu yoluyla metastazı baskılayabildiğini göstermiştir. Çok sayıdaki profil analizi sonuçlarında eksozomlardan salgılanan miRNA'ların meme kanseri hücre dizilerinin invaziv ve migrasyon kapasitesini arttırdığını da göstermiştir.  Çeşitli meme kanseri hücre dizilerinde up regüle edilen ve pro-metastatik miRNA olarak bilinen eksozomal miR-9, normal fibroblastlar tarafından alınabilir ve kansere bağlı fibroblast fenotipine geçerek tümör büyümesine katkıda bulunduğu açıklanmıştır.
Kanser hücrelerinden türetilen eksozomlar, doğal öldürücü (NK) hücreler üzerinde sitotoksik etkilere sahiptir Fas ligandını taşıyarak T hücresi apoptozunu indükler. Bruno ve diğ. BM-MSC türevli eksozomların HepG2 hücrelerinde apoptoz ve hücre döngüsü durmasını indüklediğini ve SCID farelerinde tümör supresyonunu indüklediğini göstermiştir (Gurunathan vd, 2019).


2. 10. Hipotez 

Meme kanseri hücreleri hatlarında Myc onkogeni ifadesine değişen eksozomal kargo içeriği değişimine bağlı olarak eksozom ve eksozomal içerik proliferasyon, invazyon gibi hücresel biyolojik süreçlere etki eder.






















3. MATERYAL VE METOD


3. 1. Gereçler

Tablo 3. 1 Çalışmada kullanılan cihazlar
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Tablo 3. 2 Çalışmada kullanılan kitler
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Tablo 3. 3 Gerçek Zamanlı Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR) çalışmasında kullanılan primerler
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Tablo 3. 4 Çalışmada kullanılan vektörler 
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3. 2. Yöntemler

3. 2. 1. Hücre Kültürü

MCF-7 hücreleri ısı ile inaktive edilmiş %10 Fetal Sığır Serumu (FBS, GIBCO, Amerika), %0.5 penisilin çözeltisi (10000U/ml penisilin, 10 mg/ml streptomisin, GIBCO) ve %1 L-glutamin (GIBCO) eklenen DMEM (Sigma) besiyeri içinde %5 CO2 ‘li 37 0C’deki inkübatörde kültüre edildi. 

MDA-MB-231 hücreleri, ısı ile inaktive edilmiş %10 FBS (GIBCO, Amerika), %1 Penisilin Solüsyonu (10000U/ml penisilin, 10 mg/ml streptomisin, (GIBCO) ve %1 L-glutamin (GIBCO) eklenmiş RPMI1640 (Sigma, Almanya) besiyerinde %5 CO2 içeren 370C’deki inkübatörde kültüre edildi.

MCF-10A hücreleri ise %1 Penisilin, L-glutamin, %5 ısıyla inaktive edilmiş at FBS (GIBCO, Amerika), 20ng/ml EGF (Miltenyi Biotec, Almanya), 10ug/ml insülin (GIBCO, Amerika), 0.5ug/ml hidrokortizon (Sigma, Almanya) içeren DMEM/F12 (Sigma, Almanya) besiyeri içerisinde 37°C’deki, %5 CO2 ve %95 nemli hava ortamında inkübe edilmiştir.
Tez çalışmasının tümündr kullanılan parental ve Myc ifadesi değiştirilen hücrelerinin mikroskop görüntüsü Şekil 3. 1 ’ de verilmiştir.
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Şekil 3. 1 Çalışmada kullanılan hücrelerin mikroskobik görüntüsü



3. 2. 2. Hücrelerin Dondurulması

MCF-7 hücreleri için %10 dimetilsülfoksit (DMSO, Sigma) içeren DMEM,  MDA-MB-231 hücreleri için %10 dimetilsülfoksit içeren RPMI1640 besiyerleri hazırlandı. MCF-10A hücreleri için %10 dimetilsülfoksit, %70 besiyeri, %20 horse FBS içeren DMEMF12 besiyeri hazırlandı. Hücreler dondurma prosedürü için 15 ml’ lik falkona alındı ve 1500 rpm’de 5 dk. santrifüj edildi. Süpernatant atıldıktan sonra falkon içerisine dondurma amacıyla hazırlanan besiyerleri eklendi ve yavaşca pipetaj yapılarak homojenize edilip hücre kültürü için kullanılan özel cryo tüplere aktarıldı. Dondurulan hücreler -80 0C’de muhafaza edildi.

3. 2. 3. Hücrelerin Çözülmesi

–80°C’ den alınan cryo tüpler 50 ml’lik falkon alındı. 37 °C’deki su banyosu içerisinde çözüldü. Çözünen hücreler sonra 15 ml’lik falkon içerisine alınıp üzerlerine 5 ml besiyeri eklendi. Ardından hücreler 1500 rpm’de 5 dk santrifüj edildi. Santrifüj sonrasında süpernatant atıldı. Kalan pellet üzerine besiyeri eklenip hücreler homojen hale getirildi. Total hacim 7 ml olacak şekilde T25 flasklara alınarak kültüre edildi.

3. 2. 4. Transfeksiyon

Dharmacon firmasından alınan Myc small interfering RNA (siRNA), Myc ifadesi taşıyan MCF-7 hücreleri üzerinde kullanılarak Myc ifade seviyesinin düşürülmesi amaçlandı. Bu amaç için MCF-7 hücreleri Myc-siRNA’sı Xfect RNA Transfection Reagent (Cat. No. 631450) kullanılarak transfekte edildi.
· Transfeksiyon işleminden önce MCF-7 hücreleri 6 kuyucuklu plakalara (100.000/2 ml) ekildi. Hücre yoğunluğu % 80 - % 90 olduğunda transfeksiyon edildi.
· 2 steril ependorf tüpün birine (50 pmol) siRNA üzerine total hacim 100 µl olacak şekilde Xfect Reaction Buffer eklendi. Diğer ependorf tüpe 90 µl Xfect Reaction Buffer üzerine 10 µl Xfect Polymer eklendi.
· 2. Ependorf tüp 1. Ependorf tüpe ilave edildi ve 10 dk inkübasyona bırakıldı.
· Transfeksiyonu yapılacak kuyuya damla damla ilave edildi.
· 4 saat sonra besi yeri değiştirilip 48 saat inkübasyona bırakıldı.
· Transfeksiyondan 48 saat sonra Myc ifadesindeki değişim kontrol edildi.

3. 2. 5. Lentivirüslerin Üretilmesi

Myc aşırı ifade vektörünün lentiviral kökenli olması ve gen ifadesinin düzenlenmesinde lentiviral yöntemlerin geçici transfeksiyon yöntemine göre daha uzun süreli kalıcılık sağlamasından dolayı tez çalışmasında lentiviral infeksiyon yöntemi kullanıldı.
Lentivirüs üretimi için ise ikinci nesil paketleme sistemi kullanıldı. Deney protokolü aşağıdaki şekildeki gibidir: 
· Lentivirüs üretiminde HEK293T hücreleri kullanıldı. Hücreler T75 flasklara 15 ml DMEM besi yerinde ekildi. Ekim işleminden 48 saat sonra hücreler 15 ml’lik falkonlarda toplanarak sayımları yapıldı. Sayım işleminin ardından lentivirüs üretimi için, ml’de 4x106 hücre olacak şekilde 15 mL DMEM ve %10 FBS içeren besiyerinde T75 flaska ekildi. 
·  Hücrelerin besiyeri 25μM chloroquine içeren 7,5 mL taze DMEM besiyeri ile değiştirilip 1-2 saat inkübatörde beklemeye bırakıldı. 
· 15 ml’lik falkon tüp içerisine 3.5 μg pMD.G2, 15 μg transfer plazmid, ve 6.5 μg pPAX2 513 μl distile su ile çözüldü. Plazmid karışımının üzerine 57 μl CaCl2 (2.5M) eklendi ve birkaç kez alt üst edildi.
· Ardından falkon tüp düşük hızda vorteklenirken üzerine 570 μl HBSS (Hank’s balanced tuz çözeltisi) damla damla yavaş bir şekilde eklendi, 5 dk inkübe edildi.
·  Hazırlanmış olan karışım HEK293T hücrelerinin besiyeri içerisine eklendi ve 16-17 saat boyunca inkübatörde inkübasyona bırakıldı. 
· İnkübasyon sonunda eski besiyeri, 7.5 mL taze DMEM besiyeri ile değiştirildi. 24 saat inkübasyona bırakıldı. 
· Virüs içeren HEK-293T hücre besiyeri toplanıp 0.45 μM’lik PVDF (Poliviniliden Florid) filtreden geçirilerek 4 0C’de saklandı.  
· Bir önceki besiyeri değiştirme ve filtreden geçirme adımı tekrar edilerek toplanan besiyeri 4 0 C deki ilk ayrılan virus ile birleştirildi. 
· 3 hacim virüs içeren besiyerlerinin üzerine 1 hacim Lenti-X concentrator (Clontech) eklendi ve 5-10 kez dikkatlice karıştırıldı.
· 4 0C’de 1 gece bekletilip, 4 0C’de 1500xg’de 45 dk santrifüj edildi. Santrifüj sonrası süpernatant kısım alınarak tekrar 4 0C’de 1500xg’de 3 dk santrifüj edildi.
· Pellet virus içeren DMEM hacminin 1/100 oranında PBS ile iki kez yıkandı ve elde edilen virüs partikülleri ependorf tüplere 20 μl olacak şekilde alikotlanarak -80 0C’ye kaldırıldı. 
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Şekil 3. 2 Lentivirüs üretiminin şematik gösterimi (Web 3)

3. 2. 6. İnfeksiyon

Lentivirüs üretimi yapıldıktan sonra kültüre edilen hücreler, 20 μl lentivirüs ve 8 μg/ml polybrene kullanılarak infeksiyon işlemleri gerçekleştirildi. (Şekil 3. 3). 1 gün sonra besiyerleri çekilip hücreler 2 kez PBS ile yıkandı. Flasklara 5 ml taze besiyeri verildi.
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Şekil 3. 3 Lentivirüs infeksiyonu



3. 2. 7. İnfekte Edilmilş Hücrelerin Seçilimi

İnfeksiyonu gerçekleştirilen hücreler aktarılan Myc aşırı ifade vektörünün etkisini gösterebilmesi için 2 pasaj çoğaltıldı. İnfekte edilen bütün hücreler vektörü almadığı için infekte edilmiş hücrelerin viral vektör genomunda yer alan seçilim markırına bağlı olarak seçilmesi amaçlandı. 

3. 2. 7. 1. İnfekte Edilmilş Hücrelerin Seçilim Belirtecinin Dozunun Belirlenmesi

pCDH Myc aşırı ifade vektörü ile infekte edilen MDA-MB-231 hücreleri 6 kuyulu plakalara 100.000 hücre olacak şekilde ekildi. 24 saat sonra hücrelere 200, 400 ve 1000 μg/ml dozlarında G418 uygulandı. Doz uygulamasından 48 saat sonra hücrelerin tripan mavisi ile sayımı yapılarak uygulanacak doz belirlendi.

3. 2. 8. Total RNA’nın İzolasyonu

MCF-10A, MCF-7, MDA-MB-231 hücre dizilerine transfeksiyon ve infeksiyon işlemlerinin ardından Myc gen ifadesindeki değişimi incelemek için hücrelerden total RNA örnekleri trizol ile total RNA izolasyonu protokolü ile aşağıdaki gibi gerçekleştirildi:
· Flasktan kaldırılan hücreler santrifüj cihazında 1500 rpm’de 10 dk santrifüj edildi. Besiyeri uzaklaştırıldıktan sonra pelletin üzerine 700 µl trizol eklenerek 5 dk 25 0C oda sıcaklığında inkübe edildi. Ardından 200 µl kloroform eklenip vortex yapıldı. 500µl izopropanol içeren ependorf tüplere alındı. Alt üst edilip 10 dk bekletildi.  40C’de 12000 rpm de 10dk santrifüjün ardından süpernatant atıldı. Pellet üzerine 500 µl %70 etanol eklenerek tekrar vortexlendi ve 7500 rpm’de 10 dk santrifüj edildi. Santrifüjden sonra alkol pelletten uzaklaştırıldı ve ependorf tüplerin ağzı açık birşekilde RNA’lar kurumaya bırakıldı



3. 2. 8. 1. RNA Miktarının Spektrofotometrik Olarak Belirlenmesi 

İzolasyonu yapılan RNA’ların saflık seviyelerini değerlendirmek için RNA konsantrasyonları Nanodrop cihazı kullanılarak ölçüldü. 260 ve 280 nm dalga boylarındaki absorbansları alınıp çıkan A260/A280 değerlerine göre RNA’ların saflıkları seviyeleri belirlendi.

3. 2. 9. Total RNA’nın cDNA’ya dönüşümü

RNA örnekleri ABM cDNA Sentez Kit’i kullanılarak cDNA’ya dönüştürüldü. 
1 μl RNA, 1 μl random primer ve 1 μl dinükleotidtrifosfat (dNTP) aynı tüpte karıştırıldı. Üzerine RNaz içermeyen su ile 14,5 μl’ye tamamlanarak karışım 65°C’de 5 dk inkübasyona bırakıldı. İnkübasyon işleminin ardından karışı buzda 1 dk bekletildi. Ayrı bir tüp içine 1 μl Reverse Transkriptaz, 0,5 μl RNAse OFF, 4 μl 5X RT Buffer, 5,5 μl revers transkripsiyon karışımı hazırlandı. 
Reaksiyon için hazırlanan karışım thermal cycler cihazında 25 0C’de 10 dk, 50 0C’de 50 dk ve 85 0C’de 5 dk olacak şekilde reaksiyona bırakıldı. cDNA’ya dönüşümü tamamlanan örnekler - 20 0C’de saklandı.

3. 2. 10. Total RNA Örneklerinden Ekspresyon Analizi 

Myc ifadeleri değiştirilen hücrelerden izolasyonu yapılan ve cDNA’ya dönüştürülen RNA örnekleri Kilogreen 2X (ABM) kullanılarak Corbett Rotor-Gene 6000 cihazında analiz edildi. Reaksiyondan önce kullanılacak cDNA’lar 1/3 oranında nükleaz içermeyen su ile seyreltildi. 
 Reaksiyon karışımı; 10 μl KiloGreen 2X master mix, 2 μl cDNA, 0.3 μM ileri ve geri primerler ile son hacim 20 μl olacak şekilde hazırlandı. Kontrol primeri olarak β-Aktin kullanıldı. Reaksiyon her örnek için 3 tekrarlı olacak şekilde tablo 3. 5 de belirtildiği gibi yapıldı. 
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Tablo 3. 5 qRT-PZR koşulları

3. 2. 11. Eksozomların Toplanması

     Kültüre edilen MCF-7 kontrol siRNA, MCF-7 Myc siRNA, MDA-MB-231 boş vektör ve MDA-MB-231 PCDH-MYC vektör hücreleri eksozomlarının toplanması için T25’lik flasklara 5 ml %10 eksozom depleted FBS içeren RPMI 1640 besiyerine (Sigma, Almanya) ekildi. Eksozomlarının salınımı için 2 gün boyunca 370C’de %5 CO2 ve %95 nemli hava ortamında inkübe edildi. İki gün sonra besiyerleri 15’lik falkonlara alınarak eksozom izolasyonu için ayrıldı. Flasktaki hücreler ise tripsinle kaldırılarak protein izolasyonu çalışmaları için -800C ‘de saklandı.

3. 2. 12. Eksozom İzolasyonu

MCF-7 kontrol siRNA, MCF-7 Myc siRNA, MDA-MB-231 boş vektör ve MDA-MB-231 PCDH-MYC vektör hücrelerinin eksozomları miCURY Exosome Cell/Urine/CSF Kit ile izole edildi.
· Eksozom izolasyonundan önce 15’lik falkona toplanan besiyerleri hücre artığından arındırılmak için 3000xg’de 5 dk santrifüj edildi. 
· Santrifüj sonrasında süpernatantlar 0.22’lk filtreden geçirilerek yeni falkon tüplere alındı.
· Falkon tüplerin her birinin içerisine total hacmin dörtte biri kadar Precipitation Buffer B yavaşça eklendi ve 5 sn vorteks yapıldı.
· 4 0C’de bir gece inkübasyona bırakıldı.
· 20 0C’de 30 dk 3200xg’de santrüjlendi. Santrifüj sonrası süpernatant kısım ayrıldı. 4 0C’de saklandı. Pellet 5 sn 3200xg’de santrüjlendi.
· Santrifüj sonunda pellet 100 μl Resuspension Buffer tamponu ile çözüldü ve 15 sn vortekslendi. 
· Saflaştırılmış eksozom örneği -20 0C’de saklandı.

3. 2. 13. Eksozomlardan Protein Örneklerinin Toplanması

Myc ifadesi lentiviral aşırı ifade vektörleri aracılığıyla değiştirilen MDA-MB-231 ve MCF-7 hücrelerinden izolasyonları yapılan eksozomların proteinleri RIPA Buffer (0,05 molar tris-HCl pH: 7,65, % 10 SDS, % 1 NP-40 % 0,5 deoksikolat ve 0.15 molar NaCl) ile toplandı. Toplanan proteinler 16000x g’de, 4 0C’de 15 dk santrifüj edilerek hücre artıkları ortamdan uzaklaştırıldı. Süpernatantlar steril ependorf tüplere alınıp protein miktar tayini için -800C’de saklandı.

3. 2. 14. Protein Miktar Tayini

Toplanan protein örnekleri 1/1000 sulandırıldı. Ardından üzerlerine Bradford reaktifi eklendi. 25, 12,5, 5, 2,5 ve 1 μg Dana serum albümin (BSA) standartları hazırlandı ve örneklerdeki protein miktarları standartlara karşı tespit edildi. Ölçüm analizi 595 nm dalga boyunda Glomax Multi Detection System (Promega) cihazı ile gerçekleştirildi.

3. 2. 15. Western Blot

	Protein miktarları belirlenen eksozom örneklerinden;
· İzole edilen ekzosom örneği 30 μg protein olacak şekilde alındı ve üzerine 1:1 oranında protein yükleme boyası (100 mM Tris-HCL (pH 6.8), %12 betamerkaptoetanol, 2% SDS, 1% Bromofenol blue, 20% gliserol) eklenerek, 5 dakika 99°C’de kuru blokta kaynatıldı. 
· Kaynatma işleminden sonra 10 μl pipet kullanılarak, ependorf tüp içindeki örnekler %10’luk SDS jele yüklendi ve yürüme tamponu (Tris baz 0.1 M, Hepes 0,1 M, SDS 3 mM) ile 90 voltta 1-1,5 saat elektroforez ile yürütüldü.
· Elektroforez işleminin ardından protein transfer tamponu (20% metanol, 50 mM Tris, 40 mM glisin ) içinde 4oC’de 90 mAmp akım şiddetinde bir gece boyunca nitroselüloz (Millipore) üzerine transfer edildi. 
· Transfer aşamasından sonra membran, %5'lik yağsız süt tozu içeren TBST (34 mM NaCl, 25 mM Tris-HCl pH:7,6 %1 Tween 20) çözeltisi CD63 primer antikoru (1:1000 oranında) kullanılarak oda sıcaklığında 1 saat işaretlendi. 
· Membran üzerindeki spesifik proteinin primer antikorlarla işaretlemesinin ardından, membran 30 dk TBS-T ile oda sıcaklığında yıkandı. 
· Yıkama işleminin bitmesiyle membran primer antikorların immünoglobilinlerine karşı spesifik olarak geliştirilmiş olan ve 1:7500 oranında HRP (Horseradish Peroksidaz Cell Signaling) bağlı sekonder antikor bulunduran %5'lik yağsız kuru süt tozu içeren TBS-T içerisinde tekrar işaretlendi. 
· Ardından artmış kemilüminosans ECL reaktifi (Millipore) kullanılarak Licor Odysey FC Cihazında bantlar değerlendirildi

3. 2. 16. Eksozom Alınımının Gösterilmesi

Myc ifadesi lentiviral aşırı ifade vektörleri aracılığıyla değiştirilen MDA-MB-231 ve MCF-7 hücrelerinden izolasyonları yapılan eksozomlar akridin oranj (AO) kullanılarak boyandı. AO geçirgen bir zardır ve eksozomların içindeki tek sarmallı RNA'ları (ekso-RNA'lar) etiketler. 40 μg/ μL MDA-MB-231 kontrol vektör eksozomu ve 100 μg/ μL AO 1 saat boyunca inkübatörde inkübasyona bırakıldı. İnkübasyon sonunda MCF-10A hücrelerinin kültür ortamına AO ile boyanmış eksozomlar ilave edildi. 4 saatlik inkübasyondan sonra flöroesan mikroskobu ile değerlendirildi.

3. 2. 17. Hücre kültürlerinin Eksozom İle Muamelesi

Myc ifadesi ekspresyon vektörleri aracılığıyla değiştirilen MCF-7 ve MDA-MB-231 hücrelerinden izole edilen eksozom örnekleri BCA yöntemi ile protein miktar tayini sonucu 40 μg eksozom hücre kültürü aşamasında MCF-10A hücrelerine verildi.



3. 2. 18. Proliferasyon

Kültüre edilen MCF-10A hücreleri 6 kuyucuklu plaklara her kuyuda 60.000 hücre/ml olacak şekilde ekilip bir gece 37 0C’de CO2 ve %95 nemli hava ortamında inkübe edildi. Ertesi gün besiyerleri değiştirildi. Kuyulara 2 ml taze besiyeri ve sırasıyla 40 μg MCF-7 kontrol siRNA, MCF-7 siRNA, MDA-MB-231 boş vektör ve MDA-MB-231 PCDH Myc hücrelerinden daha önceden izole edilen eksozomlar verildi. 48 saat inkübasyona bırakıldı. 48. saatin sonunda hücreler tripan mavisi aracılığıyla hemocytomer ile sayıldı. Sayım işleminden hemen sonra hücreler 6 kuyulu plakalara 60.000 hücre/ml olacak şekilde ekildi. Bu işlemin ardından hücrelerin 48. saat sonunda sayımı yapılarak aşağıda belirtilen formüle göre hücrelerin popülasyon ikileme zamanları hesaplandı.
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3. 2. 19. Wound Healing (Yara İyileşme Deneyi) Deneyi

Kültüre edilen MCF-10A hücreleri 6 kuyucuklu plaklara her kuyuda 1x105/2ml hücre olacak şekilde ekildi. Bir gece 37 0C’de CO2 ve %95 nemli hava ortamında inkübe edildi. Ertesi gün besiyerleri değiştirildi. Kuyulara sırayla 40 μg MCF-7 kontrol siRNA, MCF-7 siRNA, MDA-MB-231 boş vektör ve MDA-MB-231 PCDH Myc hücrelerinden daha önce izole edilmiş olan eksozomlar verildi ve inkübasyona bırakıldı. 24 saat sonra kuyuların her biri 100 μl’lik pipet ucu ile tam ortasından çizildi. Çizimden sonraki 24. ve 48. saatlerde ölçüm yapılarak hücrelerin migrasyon etkinliği değerlendirildi.



3. 2. 20. İnvazyon Deneyi 

MCF-10A hücrelerinin eksozomları almaları için deneyden 24 saat önce parental hücreler 6 kuyucuklu plaklara her kuyuda 1x105/2 ml hücre olacak şekilde ekildi ve 37 0C’de CO2 ve %95 nemli hava ortamında inkübe edildi. Ertesi gün besiyerleri değiştirildi. Kuyulara sırayla 80 μg MCF-7 kontrol siRNA, MCF-7 siRNA, MDA-MB-231 boş vektör ve MDA-MB-231 PCDH Myc hücrelerinden daha önce izole edilmiş olan eksozomlar verildi. 48 saat inkübasyona bırakıldı. İnvazyon deneyi için Corning BioCoat Matrigel Invasion Chamber kullanıldı.
· 8 µm gözenek boyutlu polikarbonat zar içeren insörtler deneyden 2 saat önce    -80 0C ‘den çıkarıldı. 
· 24 kuyulu transwell plaklara zar içeren insörtler yerleştirildi.
· 24 kuyulu transwell plakların alt kuyuları 500 µl % 20 FBS içeren medyum ile doldurulup 2 saat 370C’de CO2 ve %95 nemli hava ortamında inkübe edildi.
· 2 saat inkübasyonunun sonunda insörtler yeni 24 kuyulu transwell plaklara alındı.
· Alt kuyulara 750 µl % 20 FBS içeren besiyeri, üst kuyulara ise total hacim 500 µl olacak şekilde serumsuz besiyeri içine 5x104 hücre ekildi ve 24 saat 370C’de CO2 ve %95 nemli hava ortamında inkübe edildi. Deney düzeneği şekil 3. 4’de gösterilmiştir.
· 24 saat sonra chamberlardan besiyerleri çekildi. Chamberlar önce 2 dk boyunca % 100 metanol ile yıkandı ardından 2 dk boyunca %0.25’lik kristal viyole ile boyandı.
· Boyama işleminden sonra chamberlar PBS ile yıkanıp kurumaya bırakıldı. Kuruma işleminin ardından analiz için görüntüleri fotoğraflandı. 
· İnvazyon yüzdeleri aşağıdaki formüle göre hesaplandı.
% İnvazyon=
   Matrijelli insert membrana invaze olan hücre sayısı
   Kontrol insert membrana migrasyon yapan hücre sayısı
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Şekil 3. 4 İnvazyon deney düzeneği

3. 2. 21. İstatiksel Analiz

Hücre gruplarındaki gerçek zamanlı PZR verileri karşılaştırmalı Ct yöntemi olan 2-ΔΔCt analiz istatistik yöntemi kullanıldı. Analizler GraphPad Prism 8. 0. 1. Programı ve SPSS versiyon 22 programı kullanılarak yapıldı. İki grup arasındaki karşılaştırmalar bağımsız t testi ile analiz edildi, gruplar içindeki karşılaştırmalar eşleştirilmiş t testi ile analiz edildi, çoklu gruplar arasındaki karşılaştırmalar Two-way ANOVA kullanılarak analiz edildi. Tüm analizler için p<0.01, p<0.001, p<0.0001 anlamlılık seviyesi olarak kabul edildi.
















4. BULGULAR


4. 1. Kalıcı Lentiviral Myc Ekspresyon Vektörü Etkinliğinin Belirlenmesi

Myc ifadesi western blot ile saptanamayacak seviyede düşük olan MDA-MB-231 meme kanseri hücre dizisine Myc kalıcı ekspresyon vektörü ile infeksiyon işlemi gerçekleştirildi. İnfeksiyon ve hücrelerin seçilim işleminden sonra hücre pelletleri toplandı, RNA izolasyonu, cDNA dönüşümü ve qRT-PCR materyal metod bölümünde anlatıldığı şekilde gerçekleştirildi. qRT-PCR sonuçlarına göre Myc ifade düzeyi çok düşük olan MDA-MB-231 hücrelerinin infeksiyondan sonra Myc ifade seviyelerinin 27 kat arttığı saptandı (Şekil 4. 1).
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4. 2. siRNA Transfeksiyonunun Etkinliğinin Belirlenmesi 

Myc small interfering RNA (siRNA)’nın Myc ifadesinin baskılanması üzerine etkilerini belirleyebilmek için Myc ifadesi taşıyan MCF-7 hücrelerinde Myc ifadesinin baskılanması amaçlandı. Bu doğrultuda MCF-7 hücreleri Myc siRNA’sı kullanılarak transfekte edildi. Transfeksiyon işleminden 48 saat sonra Myc ifadesindeki değişimi değerlendirmek için hücre pelletleri toplandı. RNA izolasyonu, cDNA dönüşümü ve qRT-PCR materyal metod bölümünde anlatıldığı şekilde gerçekleştirildi. qRT-PCR analiz sonuçlarına göre Myc ifade düzeyinin 55 kat baskılandığı saptandı (Şekil 4. 2).
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Şekil 4. 2 MCF-7 hücrelerinin Myc ifade seviyesi







4. 3. Kalıcı Lentiviral Myc Ekspresyon Vektörü Verilen Hücrelerin Seçilim Dozlarının Belirlenmesi

[bookmark: OLE_LINK1]Mevcut tez çalışmasında kalıcı Myc aşırı ifade vektörü ile infeksiyonu gerçekleştirilen hücreler 400 μg/ml G418 ile seçildi. Gerçekleşen seçilim sonunda infekte edilmiş vektör genomuna sahip hücreler elde edildi.
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Şekil 4. 3 Kalıcı lentiviral myc ekspresyon vektörü verilen hücrelerin seçilim dozları


4.  4. İzole Edilen Eksozomların Western Blot ile Analizi

İzole ettiğimiz eksozomların protein izolasyonları yapıldıktan sonra Western Blot için MCF-7 kontrol siRNA’nın eksozomu seçildi. Immunoblotting işlemi eksozom markırı olan CD63 primer antikoru kullanarak yapıldı.  Kontrol için ise MCF-7 kontrol si RNA besiyeri süpernatantı kullanıldı. Yapılan western blot analizi sonucunda izole edilen eksozomunun CD63 proteinini içerdiği gözlemlendi.
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Şekil 4. 4 MCF-7 kont. siRNA eksozomunun CD63 ifadesinin gösterilmesi


4. 5. MCF-10A Hücrelerinde Eksozomların Gösterilmesi

Myc ifadesi lentiviral aşırı ifade vektörleri aracılığıyla değiştirilen MDA-MB-231 ve MCF-7 hücrelerinden izolasyonları yapılan eksozomlar akridin oranj (AO) ile boyandıktan sonra MCF-10A hücreleri ile muamale edildi. Dört saatlik inkübasyon sonunda hücrelerin flörasan ve ışık mikroskobunda görüntüleri alındı. Görüntülerin analizinde eksozom alan hücrelerin eksozomu almayan hücrelere göre daha parlak oluğu saptandı.
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Şekil 4. 5 Eksozom ile muamele edilen MCF-10a hücrelerinin mikroskop görüntüsü





4.6. Meme Kanseri Hücre Dizilerinde Myc İfadesindeki Değişime Bağlı Hücre Proliferasyonuna Etkisi 

Meme kanseri hücre hatlarında Myc ifadesindeki değişimine bağlı olarak salınan eksozomların hücre proliferasyonuna olan olası etkisini araştırmak amacıyla materyal metod bölümünde anlatıldığı gibi hücre çoğalma analizi yapıldı. Analiz sonucunda kalıcı lentiviral Myc aşırı ifade vektörü ile infekte edilmiş MDA-MB-231 ve Myc-siRNA ile infekte edilmiş MCF-7 hücrelerinin eksozomları ve MCF10A hücreleri kullanıldı. Bu amaçla 6 kuyulu kültür kaplarına 6x104 hücre/2 ml sayısında MCF-10A hücreleri ekildi 24 saat sonra kalıcı lentiviral Myc ekspresyon vektörü ile infekte edilmiş MDA-MB-231 ve Myc-siRNA ile infekte edilmiş MCF-7 hücrelerinin eksozomları MCF10A hücrelerine verildi. 2 gün ikübasyondan sonra hücreler tripan mavisi kullanılarak hemocytomer ile sayıldı.
 Çoğalma analizi sonucu elde edilen veriler incelendiğinde MDA-MB-231 PCDH Myc eksozomları ile muamele edilen hücrelerin MCF-7 Myc siRNA eksozomları ile muamele edilen hücrelere kıyasla daha da artmış bir çoğalma kinetiği olduğu gözlemlenmiştir. 


                   
Şekil 4. 6 MCF-10A hücrelerinin çoğalma kinetiklerinin sonuçları
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Şekil 4. 7 MCF-10A hücrelerinin çoğalma kinetiklerinin mikroskop görüntüsü

Myc siRNA ile baskılanan MCF-7 hücrelerinin eksozomları ile muamele edilen MCF-10A hücrelerinde Myc ifadesindeki azalışa bağlı olarak hücre çoğlama kinetiğinin de azaldığı saptanmış oldu.

Şekil 4. 8 MCF-10A hücrelerinin çoğalma kinetiklerinin sonuçları
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Şekil 4. 9 MCF-10A hücrelerinin çoğalma kinetiklerinin mikroskop görüntüsü

Lentiviral Myc aşırı ifade vektörü aracılığıyla Myc ifadesi düşük seviyede olan MDA-MB-231 hücrelerinin eksozomlarının MCF-10A hücreleri ile muamelesi sonucu Myc ifadesindeki artışa bağlı olarak hücre çoğlama kinetiğinin de arttığı saptandı.

            Şekil 4. 10 MCF-10A hücrelerinin çoğalma kinetiklerinin sonuçları
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Şekil 4. 11 MCF-10A hücrelerinin çoğalma kinetiklerinin mikroskop görüntüsü


4. 7. Myc İfade Değişimine Bağlı Olarak Değişen Eksozom İçeriğinin MCF-10A Hücrelerinin Yara İyileşmesine (Wound Healing) Etkisi

      Meme kanseri hücre dizilerinde Myc ifadesindeki değişime bağlı olarak salınan eksozomların hücre migrasyonuna olan etkisini gözlemlemek amacıyla yara kapanma (wound healing/ strach assay) deneyi materyal metod bölümünde belirtildiği şekilde gerçekleştirildi. Deney gruplarının 0. ve 24. saatlerdeki mikroskop görüntüleri görüntülenip yara kapanma yüzdeleri hesaplandı.
      MCF-10A hücrelerinin 24 saat sonraki yara kapanma yüzdeleri %53 iken MCF-7 kontrol siRNA eksozomu ile muamele edilen MCF-10A hücrelerinin %54 olduğu saptandı (Şekil 4.12, Şekil 4.13).
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Şekil 4. 12 MCF-10A hücrelerinin yara kapanma yüzdelerinin sonuçları 
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Şekil 4. 13 MCF-10A hücrelerinin yara kapanma yüzdelerinin mikroskop görüntüleri

      MCF-10A hücrelerinin 24 saat sonraki yara kapanma yüzdeleri %53 iken MCF-7 Myc siRNA eksozomu ile muamele edilen MCF-10A hücrelerinin %33 olduğu saptandı (Şekil 4.14, Şekil 4.15).
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Şekil 4. 14 MCF-10A hücrelerinin yara kapanma yüzdelerinin sonuçları 
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Şekil 4. 15 MCF-10A hücrelerinin yara kapanma yüzdelerinin mikroskop görüntüleri

      MCF-10A hücrelerinin 24 saat sonraki yara kapanma yüzdeleri %53 iken MDA-MB-231 kontrol boş vektör eksozomu ile muamele edilen MCF-10A hücrelerinin %55 olduğu saptandı (Şekil 4.16, Şekil 4.17).
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Şekil 4. 16 MCF-10A hücrelerinin yara kapanma yüzdelerinin sonuçları 
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Şekil 4. 17 MCF-10A hücrelerinin yara kapanma yüzdelerinin mikroskop görüntüleri
      MCF-10A hücrelerinin 24 saat sonraki yara kapanma yüzdeleri %53 iken MDA-MB-231 pCDH Myc eksozomu ile muamele edilen MCF-10A hücrelerinin %78 olduğu saptandı (Şekil 4.18, Şekil 4.19).
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Şekil 4. 18 MCF-10A hücrelerinin yara kapanma yüzdelerinin sonuçları
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Şekil 4. 19 MCF-10A hücrelerinin yara kapanma yüzdelerinin mikroskop görüntüleri

         Görüntülerdeki yara kapanma mesafe yüzdeleri iyileşen alan formülü ile hesaplanarak yara iyileşme oranları hesaplandı. 


Şekil 4. 20 MCF-10A hücrelerinin yara kapanma yüzdeleri

	GraphPad 8. 0. 1 programında yapılan Two-way ANOVA testine göre istatiksel olarak analiz edildi. Analiz sonuçlarına göre MCF-10A parental ve MCF-7 siRNA eksozomu ile muamele edilen hücreler kendi arasında kıyaslandığıda p=0,0019; MCF-10A parental hücreler ile MDA-MB-231 pCDH Myc eksozomu alan hücreler kendi arasında kıyaslandığında p=0,0004; PMCF-7 Myc siRNA ekso ve MDA-MB-231 pCDH ekso kıyaslandığında p< 0,0001 değerleri ile tez çalışmamızdaki hipotezi doğruladığı görülmüştür.




4. 8. Myc İfade Değişimine Bağlı Olarak Değişen Eksozom İçeriğinin MCF-10A Hücrelerinin İnvazyonuna Etkisi

Myc ifadesindeki değişimine bağlı olarak salınan eksozomların, MCF-10A hücrelerinde invazyona olan etkisinin belirlenmesi için transwell chamberlar kullanılarak materyal metod bölümünde anlatıldığı şekilde deney yapılmıştır. Transwell chamberların boyanması sonrası invazyon yapmış MCF-10A hücrelerinin görüntüleri şekil 4.21 ve şekil 4.22’ de gösterilmiştir.
Alınan görüntüler sonucunda chamberda boyanan hücrelerin sayısı sayılıp formüle göre invazyon yüzdeleri ve kat değişim oranları hesaplandı. Sonuçlar GraphPad 8. 0. 1 programında Two-way ANOVA testine göre analiz edildi. 
Analiz sonuçlarına göre MDA-MB-231 pCDH Myc eksozomu uygulanan MCF10A hücrelerinde invazyonun MCF-10A parental hücrelerine kıyasla 3,87 kat arttığı (p<0.0001), MDA-MB-231 boş vektör eksozomu verilen MCF-10A hücrelerinde invazyonun MCF-10A parental hücrelerine kıyasla 1,35 kat arttığı (p;0.0046) gözlemlenmiştir (şekil 4.21).
MDA-MB-231 hücrelerinin eksozomlarının verildiği hücreler kendi arasında kıyaslandığında PCDH Myc vektörün eksozomunun hücrelerde invazyonu belirgin bir şekilde arttırdığı p<0.0001 değerine göre anlamlı bunlundu. 
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Şekil 4. 21 İnvazyon yapmış MCF-10A hücrelerinin mikroskop görüntüleri (10x)

         MCF-7 Myc siRNA eksozomu verilen MCF-10A hücrelerinde invazyonun MCF10A parental hücrelerine kıyasla anlamlı bir şekilde azaldığı (p=0,0058), MCF-7 kontrol siRNA eksozomu verilen MCF-10A hücrelerinde invazyonun MC-10A hücrelerine kıyasla 1.29 kat arttığı (p;0.0028) saptandı (şekil 4.22). 
 MCF-7 hücrelerinin eksozomlarının verildiği hücreler kendi arasında kıyaslandığında MCF-7 myc siRNA eksozomu verilen hücrelerde invazyonun belirgin bir şekilde baskılandığı p<0.0001 değerine göre anlamlı bulundu.
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Şekil 4. 22 İnvazyon yapmış MCF-10A hücrelerinin mikroskop görüntüleri (10x)






5. TARTIŞMA


Meme kanserinin moleküler alt tiplerinde c-Myc aşırı ekspresyonunun normal meme benzeri %38’inde bazal benzeri meme kanserinde %50’sinde gözlemlenmekteyken Luminal kanserlerde % 11, Her2-e’de % 11. 9 ve claudin-low gruplarında düşük seviyelerde c-Myc fonksiyonu gözlemlenmiştir. Aynı zamanda invaziv ve inflamatuar duktal meme karsinomu, metaplastik karsinomlar ve medüller olanlarda da c-Myc ekspresyonu yüksek düzeyde tespit edilmiştir. (Pourteimoorvd. 2018). 
Myc, önemli bir transkripsiyon faktörüdür. DNA da bulunan E-kutusu dizilere bağlanarak tranksipsiyon sürecinde, aktive edici ve baskılayıcı olarak görev alabilmektedir. Bu özelliklerinden dolayı Myc onkogeni farklı kanser çeşitlerinde önemli bir hedef molekül olarak incelenmiştir. Yapılan son çalışmalar, Myc aracılığıyla ifadesi düzenlenen birçok geni tanımlamıştır. Myc tarafından ifade edilen bu genler hücre proliferasyonu, farklılaşması, apoptoz ve hücre metabolizması gibi önemli hücresel biyolojik süreçlerde önemli roller oynamaktadırlar. Myc’in, çeşitli tümör türlerinde aşırı ifadesi kanserleşmede oldukça etkilidir. Birçok kanserde Myc onkogeni ifade mekanizmasının nasıl değiştiğini belirlemeye için çeşitli araştırmalar yapılmıştır. Yapılan araştırma sonuçlarında Burkit lenfomada genomik translokasyon, akciğer ve meme kanserlerinde ise aşırı ekspresyonu tanımlanmıştır. Aşırı ifade edilen Myc onkogeninin kanserleşme sürecindeki rollerini belirlemeye yönelik yapılan çalışmalar, hücre döngüsünü indüklemesi, hücre ölüm yolaklarını yönetmesi, hüce çoğalma ve metabolizma süreçlerini düzenlemesi, genomik kararsızlığa sebep olması ve tümör çevresine etkisi özellikleri aracılığıyla gerçekleştirdiğini göstermiştir (Tokgün 2017).
Eksozomlar, normal veya kanserli hücrelerden salınan hücrelerarası kargo ve haberleşme molekülleridir. Salgılandıkları hücreye özgüdürler. Nano boyutlarda olmalarından dolayı, eksozomlar, hedef hücre tarafından kolayca tanınarak hücre içine alınır. Eksozomlar, hücre-hücre etkileşimi, sinyal iletimi, haberleşme, hücresel moleküllerin taşınması gibi birçok biyolojik olayda görev alırlar. Köken aldıkları hücrelere özgü taşıdıkları moleküler belirteçler sayesinde hastalık patolojisinde de önemli rol alırlar. Bundan dolayı eksozomlar, kanser oluşumu ve yayılımında aktif fonksiyon görürler. 
Kanser hücrelerinden salgılanan eksozomlar, hücre membranları ile füzyona girerek etkilerini gösterirler. Eksozomlar tümör oluşumunu tetikleyerek mikro çevre oluşturma, anjiyogenezi uyarma, hedef hücrelerin adezyonunu, hareketliliğini ve invazyonunu değiştirerek metastaz özelliği kazandırma ve ilaç direnci geliştirme gibi katkıları olduğu ortaya çıkarılmıştır. 
Eksozomlar, kanser de dahil olmak üzere birçok hastalığın tanı ve tedavisi için potansiyel belirteçlerdir. Eksozomların taşıdıkları kargo içeriklerinin (özellikle mRNA ve miRNA içeriği) hastalıkların tanısında önemli bir avantaj olacağı düşünülmektedir. Ayrıca, eksozomların, belirli alıcı hücrelere veya dokulara sinyal vermek için lipitler, RNA'lar ve proteinler dahil olmak üzere geniş bir içerik yelpazesi ile zarflama kapasitesi, onları kanserlerin ve diğer patolojilerin tedavisi için umut verici bir teşhis biyobelirteç ve terapötik araç haline getirir. Ekzomomları hedefleyen yeni terapötik stratejilerin geliştirilmesi ile meme kanseri tedavisinde daha etkili önleme ve müdahale stratejilerine yol açacaktır.( Jia, 2015)
Tez çalışmamızda Myc ifadesine bağlı olarak değişen eksozom içeriğinin meme kanseri hücre dizilerinde proliferasyon, invazyon, migrasyon gibi hücresel biyolojik süreçlerdeki olası etkilerini araştırmak için Myc aşırı ifade vektörleri ve Myc siRNA’sı kullandık. Tez çalışmamızın ilk adımında Myc ifadesi western blot yöntemiyle belirlenemeyecek derecede düşük seviyede olan MDA-MB-231 hücresinde tasarladığımız lentiviral vektörler aracılığıyla Myc ifadesi oluşturulurken, Myc amplifikasyonu taşıyan MCF-7 hücresinde siRNA aracılığı ile Myc ifadesi baskılandı. Tez çalışmamızda kültüre ettiğimiz hücrelerin Myc ifade değişimleri, yapmış olduğumuz gerçek zamanlı PZR sonuçları siRNA ve üretilen lentiviral vektörlerinin uygun şekilde çalıştığını ve hücrelerdeki Myc ifade değişimlerini doğrudan etkilediklerini göstermiştir.
Tez çalışmamızın sonraki aşamasında Myc ifadesi düzenlenen MCF-7 ve MDA-MB-231 hücrelerinden eksozomlar izole edilmiştir. Elde edilen eksozomal kargo içeriklerinin MCF-10A hücre dizilerinde proliferasyon, migrasyon, invazyon ve wound healing (yara iyileşmesi) gibi hücresel süreçlere olan olası etkilerinin araştırılması amaçlanmıştır. 
Bu amaç doğrultusunda oluşturulan Myc ifadesine bağlı olarak salınan eksozomların hücre proliferasyonuna olası etkisini saptayabilmek için gerçekleştirilen hücre çoğalma analizi sonuçları değerlendirildiğinde Myc ifadesi oluşturulan hücrelerin eksozomlarının Myc ifadesi taşımayan kontrol hücrelerin eksozomlarına kıyasla hücre çoğalma hızlarında anlamlı seviyede artış olduğu gözlendi. Bu bulguya göre sonradan oluşturulan Myc ifadesinin eksozomal içerik meme kanseri hücre dizileri olan MDA-MB-231 hücresinde proliferasyonu arttırıcı bir etkisi olduğunu gösterdi. MDA-MB-231 hücresindeki Myc ifadesindeki artışa bağlı olarak artan proliferasyonu gösterdikten sonra tez çalışmamızda kullanılan diğer hücre olan MCF-7 hücresinin Myc ifadesinin siRNA aracılığıyla baskılanması amaçlandı. Myc ifadesi siRNA aracılığıyla baskılanan MCF-7 hücrelerinin eksozomunun MCF-10A hücresinde yapılan hücre çoğalma analizi sonuçları değerlendirildiğinde Myc ifadesindeki azalmaya bağlı olarak hücre çoğalmasında anlamlı seviyede bir düşüş saptanmıştır. Bu veriler tez çalışmasında kullandığımız meme kanseri hücre hatlarında Myc ifadesindeki değişimine bağlı olarak hücre proliferasyonunun da doğrudan etkilendiğini göstermiştir.
Çalışmamızın devamında hücredeki yara iyileşmesi(wound healing) ve invazyon süreçlerininde belirlenmesi açısından yara iyileşme ve invazyon deneyleri yapıldı. pCDH-MYC infekte MDA-MB-231 hücre dizilerinden elde edilen eksozomlar ile muamele edilen MCF-10A hücrelerinin MCF-7 Myc-siRNA-türevli eksozomlar ile muamele edilenlerden daha invaziv olduğu p<0.01, p<0.001, p< 0.0001 anlamlılık seviyelerinde gözlemlendi. 
Myc onkogeni kanserleşme sürecinde tek başına hareket etmeyip diğer onkogenik faktörlerle de ilişki kurduğu için oldukça önemlidir. Litaratürde Myc ve eksozom özelinde yapılan çalışmalar sınırlıdır.  Myc ifadesine bağlı olarak meme kanserinin agresifleştiği bilinmektedir fakat Myc ifadesinin eksozom içeriği üzerine olası etkilerinden sorumlu moleküler mekanizmaların aydınlatılabilmesi için ileriye yönelik çalışmalar gerekmektedir.  












6. SONUÇ


Çalışmalarımızda, Myc ifade düzeyi farklı olan meme kanseri hücre dizilerinden köken alan eksozomların normal meme epitel hücresi üzerinde farklı etkinlikte çeşitli hücresel süreçlerine etki ettiği tespit edildi. pCDH-MYC infekte MDA-MB-231 hücre dizilerinden elde edilen eksozomlar ile muamele edilen MCF-10A hücrelerinde popülasyon ikileme zamanı, yara iyileşme hızı, invazyon aktiviteleri muamele edilmeyen ve MCF-7 Myc-siRNA-türevli eksozomlar ile muamele edilenlerden daha yüksek olduğu gözlemlendi(p<0.01, p<0.001, p<0.0001 anlamlılık seviyelerinde). Hücrelerin Myc-ifadesine bağlı olarak eksozomal etkinliğin farklılık gösterdiği tespit edilmiştir.      
Sonuçlarımız Myc’in meme kanserinde eksozomal kargo içeriğini düzenleyerek hücrelerin agresif profil kazanmasına katkı sağladığını ortaya koymuştur. Çalışmamızda meme kanserinde Myc’in eksozom aracığılıyla hücre agresifliğinin gösterilmiş olması litaratüre yeni bilgiler sunmuş olsa da bu etkinin moleküler mekanizmalarının aydınlatılması yönünde gerçekleştirilecek detaylı çalışmalara ihtiyaç duyulmaktadır.
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