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Meme kanseri kok hiicrelerinde elajik asit ile indiiklenmis miRNA’larin ifadesi ve
elajik asidin apoptoz lizerine etkisi

Ellagic acid induced expression of miRNAs in breast cancer stem cells and effect of
ellagic acid on apoptosis
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Oz

Amag: Ostrojen bagimli meme kanseri timér olusumunda etkili miRNA’lar elajik asit (EA) uygulamasi ile
baskilanmaktadir. Ancak, EA uygulamasindan sonra meme kanseri kok hiicrelerindeki (MKKH) miRNA’larin ifade
profillerinin diizenlenmesi hala belirsizdir. Bu ¢alismada, MKKH’lerde EA-indiklenmis apoptozun gdsterilimesi ve EA
uygulamasindan sonra degisen miRNA ifade profilinin belilenmesi amagclanmistir.

Gereg ve Yontem: EA'nin MKKH’lerdeki sitotoksik etkisi WST-1 testi ile incelendi. EA uygulamasindan sonra
apoptoz ve hlcre dongiisu analizleri flow sitometri ile yapildi. EA uygulamasindan sonra, MKKH’lerin miRNA ifade
profilleri RT-PCR miRNA array ile tanimlandi.

Bulgular: MKKH’ler Gzerinde EA’nin sitotoksik etkisi saptandi. 48. ve 72. saatlerde EA'nin IC50 konsantrasyonu 24.8
uM'di. EA, MKKH’lerde apoptozu indiklemedi. Bununla beraber, EA'nin 24., 48. ve 72. saat uygulamalarinda S fazi
blogu goézlendi. Toplamda 84 miRNA geninin 76’sinin ifade profili belirlendi. hsa-miR-125b-1-3p’nin ifadesi EA
uygulanmasiyla 3.59 kat artti. Let-7 ve miR-200 aileleri dahil diger tim miRNA’larin ifade profili EA uygulamasi
nedeniyle azalis gdsterdi.

Sonug: Bu galismada, EA’'nin MKKH’de apoptozu etkilemedidi ve hsa-miR-125b-1-3p’in ifadesini arttirirken, basta
hsa-miR-485-5p ve hsa-miR-328-3p olmak Uzere diger miRNA’larin ifadesinde dismeye neden oldugu gorildu.
Anormal miRNA ifade profili nedeniyle MKKH’lerin EA uygulamasina direng gosterebilecegdi diislinildd.

Anahtar Sozciikler: Elajik asit, meme kanseri kdk hiicreleri, miRNA, apoptoz.

Abstract

Aim: miRNAs which are associated with estrogen dependent tumorigenesis of breast cancer are suppressed by
ellagic acid (EA) treatment. However, modulation of expression profiles of miRNAs in breast cancer stem cells
(BCSCs) after EA treatment is still unclear. In this study, it was aimed to show EA-induced apoptosis in BCSCs and
to determine altered expression profiles of miRNAs after EA treatment.

Materials and Methods: Cytotoxic effects of EA on BCSCs were examined by WST-1 reagent test. Apoptosis and
cell cycle analysis after EA treatment were detected by flow cytometry analysis. After EA treatment, miRNA
expression profiles of BCSCs were determined by RT-PCR miRNA array.

Results: Cytotoxic effect of EA on BCSCs was found. IC50 concentration of EA at 48th and 72nd hours was 24.8
uM. EA did not induce apoptosis in BCSCs. In addition, S phase arrest was observed at 24th, 48th, 72nd hours of EA
treatment. Expression profiles of 76 of totally 84 miRNA genes were detected. Expression of hsa-miR-125b-1-3p was
increased as 3.59 folds by EA treatment. Expression profiles of all the others miRNAs, including members of Let-7
and miR-200 families, showed a decrease due to EA treatment.
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Conclusion: In this study, it was observed that EA leads to upregulated expression of hsa-miR-125b-1-3p in contrast
to downregulated expression of all other miRNAs, especially hsa-miR-485-5p and hsa-miR-328-3p, and does not
induce apoptosis in BCSCs. It was suggested that BCSCs may show resistance to EA treatment due to aberrant

expression profiles of miRNAs.

Keywords: Ellagic acid, breast cancer stem cells, miRNAs, apoptosis.

Giris

Meme kanseri kadinlar arasinda en sik gozlenen
kanserlerden biridir. Solunum yolu ve akciger
kanserlerinden sonra, meme kanseri kadinlar arasinda
kanser iligkili 6lumlerin basinda yer almaktadir (1).
Meme kanseri timorleri uygulanan tedaviye kargi direng
gOsterebilmektedir (2-4). Direng olugsumu ile birlikte,
meme kanseri hastalarinda tumdor yalnizca primer bdlge

ile sinirh  kalmamakta ve farkli bdlgelere metastaz
yapabilmektedir (5). Meme kanserinin insidans ve
mortalite oranlarinin yiksek olmasi ayrica tedavi

etkinligindeki  sinirliliklar  nedeniyle yeni kimyasal
ajanlarinin arastiriimasina ihtiya¢c duyulmaktadir. Bitkisel
dogal fenolik bilesiklerin kanser hicreleri (zerindeki
bélinmeyi durdurucu etkisi, bu tur bilegiklerin uygulanan
mevcut kanser tedavisine ek olarak kullanilabilme
potansiyeline dikkat cekmektedir.

Elajik asit (ellagic acid, EA) Myrciaria cauliflora, Juglans
regia, Terminalia chebula, Sanguisorba officinalis,
Punica granatum gibi bitkilerin yaprak, meyve ve
tohumlarindan elde edilebilen fenolik bir bilesiktir (6-10).
Bitkilerde ikincil metabolit olarak olusan elajitaninler’in
(ellagitannins)  hidrolizi sonucu olusan EA, anti-
inflamatuar ve anti-oksidan 6zelliklere sahiptir (11-13).
Birgok calisma, EA igeren bitki ekstraktlarinin birgok
farkl kanser hucresi igin proliferasyonu baskilayici bir
etkiye sahip oldugunu gdstermistir (6,10). EA'nin MCF-7
meme kanseri hicrelerine uygulanmasi apoptozu
indlkledigi gibi hlcre déngusunli de bloke etmektedir
(14). Meme kanseri hucrelerinde, EA TGF-p/Smads ve
PIBK/AKT/mTOR sinyal yolaklari ile iligkili genlerin
ifadesini yeniden dizenleyerek hiicre bolinmesine etki
etmektedir (14-16). Hicre bolinmesini baskilayici
Ozelligine ek olarak, EA vaskuler endotelyal blyime
faktori reseptoriiniin  aktivesini inhibe ederek meme
kanseri tumor hucrelerinin  gé¢iini ve yeni damar
olusumunu engellemektedir (17). Bir kimyasal bilesigin
etkisi tUmor dokusu igerisindeki farkli populasyonlara
gore degisebilmektedir. EA’'nin etkinlidi in vitro ve in vivo
olarak meme kanseri hicrelerinde gosterilmis olmasina
ragmen meme kanseri kdk hicrelerindeki etkinligi hala
belirsizdir.

Kanser kok htcreleri, timor dokusu igerisinde oldukga
az bir oranda bulunan ve kék hiicre benzeri davranis
sergileyen hicrelerdir (18). Kanser hcrelerine kiyasla,
kanser kok hucrelerinin immin sistemi baskilanmis
farelerdeki timor olusturma kapasitesi daha yiksektir.
Hiicre dongusu, DNA onarimi, ilag metabolizmasi gibi
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cesitli hicresel mekanizmalarla iligkili genlerin ifadesi
kanser kok hucreleri ve kanser hucreleri arasinda
farkhhklar géstermektedir (18,19). Hicre sinyal yolaklar
ile iligkili gen ifadelerinin kanser kok hicrelerinde
yeniden duzenlenmesi, tedavi ajanlarina karsi daha fazla
direng gobzlenmesine neden olmaktadir (18,19). Bu
nedenle, konvansiyonel kanser tedavisine ek olarak
kullanilabilecek ajanlarin kanser kék hicreleri Gzerindeki
etkinliginin arastirilmasi gereklidir.

Hicre sinyal yolaklar ile iliskili genlerin ifadesi cesitli
mekanizmalar  yoluyla yeniden dizenlenmektedir.
miRNA’lar 11~22 nikleotid uzunlugundaki protein
kodlamayan RNA molekilleridir. miRNA’lar hedefindeki
mRNA’larin  3UTR bdlgesine baglanarak protein
Urtinine dénusmesini engellemektedir. Protein kodlayan
genlerin ifade kontroliinde rol oynayan miRNA genleri,
normal meme dokusu ve meme kanseri hicreleri
arasinda ifade farkhliklari sergilemektedir (19). Bununla
birlikte, bu farklilik meme kanser hiicreleri ve kanseri kok
hicreleri arasinda da go0zlenmektedir (20). Meme
kanseri kdk hucrelerinde, hiicre apoptozunu indukleyici
ve hicre bdlinmesini inhibe eden miRNA ifadelerinin
azaldigi bilinmektedir (21). Fare meme karsinogenez
modelinde, EA’nin 6&strojen iligkili timér olusumunda
etkili olan anormal miRNA ifadelerini tersine gevirdigi
gOsterilmigtir  (22). EA’nin  meme kanseri  kdk
hiicrelerindeki miRNA ifadesini nasil dizenledidi heniiz
bilinmemektedir. Meme kanseri kék hiicrelerinde sinyal
yolaklarinin farkli dlzeydeki aktivasyonu, EA’nin bu
hicrelerdeki miRNA ifadesi Uzerinde daha farkl bir etki

olusturmasina neden olabilir. Bu c¢alisma, EA
uygulamasina bagl olarak meme kanseri kok
hicrelerindeki miRNA ifade degisimlerini ortaya

cikartmayi amaglamigtir.
Gereg ve Yontem

Hiicre kdiltiird

insan kokenli meme kanseri kok hicreleri 75 cm?lik
flask icerisinde direkt kiltlire hazir bir sekilde CelProgen
firmasindan (San Pedro, CA, USA) temin edildi. Temin
edilen meme kanseri kok htcreleri CD113, CD44,
SSEA3/4, Oct-4, alkalin fosfataz ve aldehid
dehidrogenaz gibi kdk hicre belirtegleri bakimindan
pozitif 6zellik gostermektedir (CelProgen, Kat No: 36102-
29-T75, San Pedro, CA, USA). Meme kanseri kok
hlcrelerinin  kdltard icin  serum ve diger blylime
faktorlerini iceren Human Breast Cancer Stem Cell
Complete Growth Media ortami (CelProgen, San Pedro,
CA, USA) kullanildi. Meme kanseri kok hiicreleri %5

Ege Tip Dergisi



CO; igeren nemli atmosferde 37°C sicaklikta inkiibe
edildi.
WST-1 testi ile sitotoksitenin belirlenmesi

EA’nin, meme kanseri kok hiicreleri tGizerindeki sitotoksik
etkisinin belirlenmesi icin WST-1 testi (Boster Biological
Technology, CA, USA) kullanildi. Calisma o©ncesinde
96’lik kuyucuklu plakalara htcreler her bir kuyuda
10.000 hicre olacak sekilde aktarildi. EA’nin, meme
kanseri kok hucreleri Uzerindeki sitotoksitesi doz ve
zaman bagimh olarak élglldu. EA (50 mg, Fluka, Sigma,
USA) 165 pL DMSO igerisinde ¢ozilerek 1M ana stok
hazirlandi. EA’'nin farkli konsantrasyonlari (100 uM-1,6
uM) 24, 48 ve 72 saat boyunca meme kanseri kok
hiicrelerine uygulandi. inkiibasyon siiresi doldugunda,
hicrelere WST-1 karisimindan 10 uL eklendi. Bir saat
boyunca kuyucuklu plakalar inkiibatérde inkibe edildi.
WST-1 ajani ile inkiibasyondan sonra, 6rneklerin 450 nm
dalga boyundaki absorbans degerleri ELISA okuyucu
(Thermoscientific, Multiskan FC, Finland) ile alindi.
Referans dalga boyu 620 nm olarak belirlendi. EA'nin
uygulanmadigi htcrelerden elde edilen absorbans
degerleri  kontrol olarak veri normalizasyonunda
kullanildi.

Flow sitometri ile apoptozun belirlenmesi

Flow sitometri ile apoptozun belirlenmesi igcin meme
kanseri kok hucreleri 6'li kuyucuklu plakalara her bir
kuyusunda 100.000 hicre olacak sekilde ekildi. EA igin
saptanan ICsp konsantrasyonu apoptoz g¢alismasinda
hicrelere uygulandi. EA uygulanmayan hiicreler ise
kontrol grubu olarak kullanildi. EA uygulanan ve
uygulanmayan hicreler tripsin ile kaldirilarak steril falkon
tuplerine alindi. Tripsin inaktivasyonu i¢in tlplere serum
iceren ortam eklendi. Hucreler 1000 g’de 10 dakika
boyunca santrifiij edildi ve stpernatant alindi. Hicreler
1X PBS ile iki kez ykandiktan sonra orneklere 1X
baglanma tamponu eklendi. Baglanma tamponu
cekilmeden, 6rneklere 5 yL Annexin-V/PE eklendi (BD
bioscience, pharmigen, USA). Ornekler 15 dakika
boyunca oda sicakliginda karanlikta inkibe edildi.
Ornekler 1 saat igerisinde flow sitometride (BD Accuri C6
flow cytometry, Becton—Dickinson, USA) okundu. Analiz
icin Cell Quest Software (Becton-Dickinson, USA)
yazihmi kullanildi.

Hiicre dongiisiiniin belirlenmesi

Meme kanseri kdk hiicreleri 6’ kuyucuklu plakalara her
bir kuyuda 100.000 hicre olacak sekilde ekildi. Hicre
dongusunin belilenmesinde, EA’nin belirlenen 1Csg
konsantrasyonu hiicrelere uygulandi. EA uygulanmayan
hlcreler kontrol olarak kullanildi. Hicreler tripsin ile
kaldinlarak steril falkon tipine alindi ve ftripsin
inaktivasyonu icin serum iceren ortam eklendi. Hicre
barindiran falkon tipleri 300 g'de 5 dakika boyunca
santrifij edildi. Geride kalan hicre pelleti lizerine 1 mL
ylkama tamponu eklenerek érnekler yikandi. Santrifuj ve
yikkama basamaklari tekrarlandi. Yikama islemi
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tamamlandiktan sonra, hlcrelere 125 yL A solusyonu
eklendi. Ornekler oda sicakhginda 10 dakika boyunca
inkube edildi. A sollisyonu 6rneklerden gekilmeden, 100
ML B solisyonu eklendi ve inkibasyon basamagi
tekrarlandi. 100 pL soguk (2-8 °C arasinda) C soliisyonu
drneklere eklenerek buzdolabinda (+4 °C) inkiibe edildi.
Ornekler flow sitometride 3 saat igerisinde okutuldu.

miRNA ifadesinin belirlenmesi
EA’nin saptanan 1Cso konsantrasyonu 72 saat uygulanan
ve herhangi bir uygulamaya maruz birakilmayan meme

kanseri kok hucrelerinden total RNA izolasyonu yapildi.
Total RNA izolasyonu igin Qiagen miRNeasy mini kit

(Qiagen, Hilden, Germany) kullanildi.  Deney
basamaklari  Uretici  firmanin  protokoline  gore
gerceklestirildi. EA uygulanan ve uygulanmayan
hiicrelerden izole edilen total RNA miktari Thermo

Nanodrop 1000 spektrofotometre (Thermo Scientific,
Wilmington, USA) ile &lciildii. izole edilen total RNA’larin
yalnizca olgun miRNA’lari cDNA'ya sentezlendi. Total
RNA &rneklerindeki olgun miRNA’larin cDNA’ya ¢evrimi
icin miScript 1l reverse transcriptase RT kit (Qiagen,
Hilden, Germany) kullanildi. cDNA sentez basamaginda
reaksiyon iceridi ve deney basamaklar uretici firmanin
protokoliine gore gergeklestirildi. cDNA sentezini
gerceklestirmek igin &rnekler 37°C’'de 1 saat inkiibe
edildi. Ters transkriptaz (revers transcriptase) enziminin
inaktivasyonu igin sicaklik 95°C’ye yiikseltildi ve drnekler
5 dakika boyunca inkibe edildi.

Olgun miRNA’lardan cDNA kaliplari elde edildikten
sonra RT-PCR array asamasina gegcildi. EA
uygulamasina bagli olarak goézlenecek miRNA ifade
profili degisimi miScript miRNA PCR Array Human
Breast Cancer (kat no: MIHS-109Z, Qiagen, Germany)
ile tanimlandi. RT-PCR array kuyucuklu plakalari meme
kanseri ile iligkili fonksiyonu bilinen 84 miRNA’'ya goére
tasarlandi. Her bir kuyucuk farkli bir miRNA’ya ait PCR
primerini icermektedir. PCR reaksiyon karisimi 1.375 mL
2X Quanti Tect SYBR Green PCR, 0.275 mL 10X
miScript Universal solisyonu, 1 mL RNase icermeyen su
ve 40 uyL cDNA ile hazirlandi. PCR karisimi
hazirlandiktan sonra 96 kuyucuklu plakalara aktarildi.
Ardindan RT-PCR reaksiyonu baglatildi. RT-PCR
reaksiyonunun isil kosullari Tablo-1’de yer almaktadir.
Veri analizinde 22*°' formili kullanildi. SNORDS61,
SNORD68, SNORD72, SNORD95, SNORD96A ve
RNU6-2 miRNA genleri normalizasyon igin kontrol
genleri olarak segildi. ifade profili saptanan miRNA'larin
sinyal yolaklari igerisindeki ortak etkisi DIANA miRPath
v2.0 veri tabani ile incelendi (23). Kullanilan veri tabani,
Tarbase veri tabani Uzerinden olasi miIRNA-mRNA
iliskisini gostermekle birlikte miRNA hedefindeki sinyal

yolaklarini da KEGG veri tabani  (zerinden
sergilemektedir (23). Coklu miRNA sayisinin ortak hedef
aldigi sinyal yolagina iligkin p degeri, veri tabani

tarafindan Fisher'in kombine olasilik yontemi (Fisher’s
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combined probability method) ile bulundu (23). p degeri
0.05’den kiglik olan sinyal yolagi-miRNA sayisal
etkilesimi anlamh olarak kabul edildi.

Tablo-1. RT-PCR Igin Uygulanan Isi Kosullari

Basamak Siire Sicakhk

On inkiibasyon 15 dakika 95°C

Dongii (45X)

Denaturasyon 15 saniye 94°C

Baglanma 30 saniye 55°C

Sentez 30 saniye 70°C
Bulgular

Elajik asidin sitotoksik etkisi

EA’nin 100 uM, 50 pM, 25 pM, 12.5 uM, 6.25 uM, 3.125
UM ve 1.6 uM’lik konsantrasyon araliklarindaki sitotoksik
etkisi (24, 48 ve 72 saatlik) meme kanseri kdk hiicre
hattinda aragtiriimistir. ilk 24 saatlik uygulamada, EA’nin
meme kanseri kdk hilcreleri Uzerinde her hangi bir
sitotoksik etkisi bulunmadi. Bununla birlikte, 48. ve 72.
saatlerde meme kanseri kok hlcreleri Gzerinde sitotoksik
etki gézlendi. EA'nin 48. ve 72. saatlerde saptanan ICsg
konsantrasyonu 24.8 uM’dir (Sekil-1).

Elajik asit uygulamasi
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Sekil-1. Elajik asidin meme kanseri kok hiicrelerinde 24., 48. ve
72. saatlerdeki sitotoksik etkisi. Elajik asidin 48. ve 72.
saatlerdeki ICso konsantrasyonu 24.8 pM'dir.

Elajik asit apoptozu indiiklemez

Meme kanseri kok hicrelerine 25 yM EA uygulanarak
24, 48 ve 72. saatlerdeki apoptototik hiicre yizdeleri flow
sitometri ile dl¢uldi. EA uygulanmayan kontrol grubunda
canli hiicre yuzdesi %99.5 iken apoptotik hiicre yiizdesi
%0.5 olarak saptandi. 25 pM EA uygulanan meme
kanseri kok hucrelerinde 1. gin, 2. gin ve 3. gun
sonunda canli huicre ylzdeleri sirasiyla %99.2, %100 ve
%99.8 olarak saptandi. EA meme kanseri kok
hicrelerinde apoptozu indiklememektedir (Sekil-2).

Elajik asit S fazi blogu etkenidir

Hiicre dongustiniin belirlenmesinde 25 uM EA 24, 48 ve
72 saatlik zaman periyodlariyla meme kanseri kok
hicrelerine uygulanmistir. EA uygulanmayan hucreler
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kontrol grubu olarak belirlendi. EA uygulanan htcrelerin
G1 evresi yuzde orani azalirken S evresi ylzde orani
artti. Kontrol grubunda hicrelerin S evresi ylzdesi
%14.5 iken, EA uygulanan hucrelerde 1. glin, 2. giin ve
3. glin sonunda S evresi yizdeleri sirasiyla %26.8,
%28.5 ve %35.3 olarak saptandi. EA'nin meme kanseri
kék hicrelerinde S evresi bloguna neden oldugu
bulundu (Sekil-3).
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Sekil-2. Elajik asid uygulamasinin 1. giin (b), 2. gin (c) ve 3.
glindeki (d) apoptotik etkisi. Elajik asit uygulanmayan
meme kanseri kok hucreleri (a) kontrol grubu olarak
kullanildi. Elajik asidin apoptozu indikleyici etkisi
g6zlenmedi.

Elajik asit uygulamasi sonrasi degismis miRNA ifade
profili

Yirmi bes pM EA uygulanan meme kanseri kok
hiicrelerinde 72 saat sonrasinda elde edilen miRNA
ifade profili saptanmigtir. EA uygulanmayan hiicreler ise
kontrol olarak kullaniimigtir. hsa-miR-1, hsa-miR-182-5p,
hsa-miR-200a-3p, hsa-miR-29b-3p, hsa-miR-429, hsa-
miR-548c-3p, hsa-miR-607 ve hsa-miR-96-5p mMiRNA
genlerinin ifadesi saptanamadi. Bu nedenle 84 miRNA
geninin 76’sinin ifade profili saptandi. Bu miRNA
genlerinden yalnizca hsa-miR-125b-1-3p’nin ifadesinde
artis gbzlendi.

EA uygulamasina bagh olarak hsa-miR-125b-1-3p’nin
ifadesi 3,59 katlk artis gosterdi. Diger miRNA genlerinin
tamaminda ifade azalisi saptandi. hsa-miR-485-5p ve
hsa-miR-328-3p miRNA genlerinin en fazla azalan
ifadeye sahip oldugu saptandi. miRNA genlerinin listesi
ve EA uygulamasi sonrasi olusan ifade profilleri Sekil-
4'de verilmistir. ifade azaligi gésteren miRNA’larin (10
kat ve Ustl ifade azalgl) hedefindeki sinyal yolaklarinin
belilenmesinde DIANA miRPath v2.0 veri tabani
kullanildi. Veri analizi igin endotelyal blylime faktori
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(hsa04012), kanser iligkili (hsa05200), hicre déngusu
(hsa04115), p53 (hsa04115), insilin  reseptor
(hsa04910) ve TGF-beta sinyal (hsa04350) yolaklar
secildi. Veri tabaninda incelenen miRNA genlerinin
36’sindan 17’sinde kanser iligki sinyal yolagindaki

a
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genleri hedeflendigi saptandi (p=0.0000534).
Biyoinformatik analize iligkin veriler Sekil-5 ve Sekil-6'da
sunulmustur.
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Sekil-3. Elajik asidin meme kanseri kok hiicrelerinde hiicre dongulsu Uzerine yaptidi etki. Elajik asit uygulanmayan hicreler (a)
kontrol olarak kullanildi. Elajik asidin 24 saat (b), 48 saat (c) ve 72 saat (d) uygulandig! calismada S fazi hiicre yizdeleri

artmistir.
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a

hsa-let-7a-5p hsa-miR-10a-5p hsa-miR-141-3p hsa-miR-181b-5p hsa-miR-19b-3p  hsa-miR-21-5p hsa-miR-27a-3p  hsa-miR-495-3p
hsa-let-7b-5p hsa-miR-10b-5p hsa-miR-145-5p hsa-miR-181c-5p hsa-miR-200b-3p hsa-miR-210-3p hsa-miR-27b-3p  hsa-miR-497-5p
hsa-let-7c-5p hsa-miR-125b-5p hsa-miR-148a-3p hsa-miR-181d-5p hsa-miR-200c-3p hsa-miR-212-3p hsa-miR-29a-3p  hsa-miR-613
hsa-let-7d-5p hsa-miR-125b-1-3p hsa-miR-152-3p hsa-miR-186-5p hsa-miR-202-3p  hsa-miR-214-3p hsa-miR-29¢-3p  hsa-miR-7-5p
hsa-let-7e-5p hsa-miR-128-3p hsa-miR-155-5p hsa-miR-18a-5p hsa-miR-203a hsa-miR-22-3p hsa-miR-31-5p hsa-miR-93-5p
hsa-let-7f-5p hsa-miR-129-5p hsa-miR-15a-5p hsa-miR-193b-3p hsa-miR-204-5p  hsa-miR-222-3p hsa-miR-328-3p  hsa-miR-98-5p
hsa-let-7g-5p hsa-miR-130a-3p hsa-miR-15b-5p hsa-miR-195-5p hsa-miR-205-5p  hsa-miR-223-3p hsa-miR-340-5p
hsa-let-7i-5p hsa-miR-130b-3p hsa-miR-16-5p hsa-miR-199b-3p hsa-miR-206 hsa-miR-25-3p hsa-miR-424-5p
hsa-miR-100-5p hsa-miR-132-3p hsa-miR-17-5p hsa-miR-199a-5p hsa-miR-20a-5p  hsa-miR-26a-5p hsa-miR-485-5p
hsa-miR-107 hsa-miR-140-5p hsa-miR-181a-5p hsa-miR-19a-3p hsa-miR-20b-5p  hsa-miR-26b-5p hsa-miR-489-3p
b
-1,44 -22,08 -7,92 -9,95 -5,79 -21,78 -7,18 -10,16
-3,77 -13,04 -8,66 -4,48 -1,92 -21,18 -2,58 -9,68
-23,50 -12,77 -2,59 -9,41 -20,89 -25,36 -6,94 -29,75
-11,51 -18,70 -9,48 -1,91 -1,28 -7,59 -13,59
-1,34 -4,91 -8,78 -5,44 -14,67 -17,20 -20,60 -18,06
-1,85 -11,35 -16,28 -8,25 -12,77 -15,61 -6,52
-17,57 -27,00 -24,00 -2,32 -12,77 -25,90
-2,42 -4,87 -31,23 -21,93 -8,84 -16,28 -37,65
-10,44 -28,14 -12,25 -1,28 -4,24 -5,56
-27,00 -3,08 -6,04 -8,37 3,15 3,42 -6,25
Azals Artis

Sekil-4. miRNA ifadelerinin elajik asit 72 saat uygulamasindan sonra meme kanseri kok hiicrelerindeki ifade profilleri. Kirmizi renk
ifade azalisini, yesil renk ise ifade artisini temsil etmektedir.

Sinyal yolaklarinda hedeflenen gen sayisi

miRNA

hsa-let-7d-5p
hsa-miR-107
hsa-miR-10a-5p
hsa-miR-125b-5p
hsa-miR-132-3p
hsa-miR-15a-5p
hsa-miR-15b-5p
hsa-miR-16-5p
hsa-miR-17-5p
hsa-miR-200c-3p
hsa-miR-205-5p
hsa-miR-21-5p
hsa-miR-212-3p
hsa-miR-22-3p
hsa-miR-222-3p
hsa-miR-7-5p
hsa-miR-93-5p

v Vv Vi

Sinyal yolagi P degeri miRNA
(KEGG pathway database)
I. ErbB (EGF) sinyal yolagi (hsa04012) 0,0000119 11
1. Kanser iliskili sinyal yolaklari (hsa05200) 0,0000534 17
I1l. Hiicre dongiisti (hsa04110) 0,0003888142 14
IV. p53 sinyal yolag: (hsa04115) 0,00369382 10
V. insiilin reseptor iliskili sinyal yolagi (hsa04910) 0,005266395 8
VI. TGF-beta sinyal yolagi (hsa04350) 0,01245914 9

Sekil-5. On kat ve Usti ifade azalisi sergileyen miRNA’larin hedefledigi sinyal yolaklari. Sekilde mor kutucuk igerisindeki rakamlar
her bir miRNA'nin belirtilen sinyal yolagi igerisindeki protein sentezleyen hedef gen sayisini vermektedir. Bazi miRNA’lar
sentez yolagi igerisinde birden fazla mRNA'y1 hedefleyebilmektedir. Sekildeki p dederi listedeki sinyal yolagi ve sinyal
yolagini hedefleyen miRNA sayisi iligkisini belirtmektedir.
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Sekil-6. Elajik asit uygulamasina bagli olarak ifadesi azalan miRNA’larin kanser iligkili sinyal yoladi (hsa05200) icerisindeki gen
hedefleri. Yesil renk genlerin miRNA hedefi olmadigini géstermektedir. Sari renk, sinyal yolagindaki genin analiz edilen
miRNA’lardan sadece birinin hedefi oldugunu gdéstermektedir. Turuncu renk, sinyal yolagindaki genin analiz edilen
miRNA’lardan birden fazlasinin hedefi oldugunu géstermektedir.

Tartisma

Cesitli calismalarda, bitkisel kokenli dogal bir fenolik
molekll olan EA’nin hucreler tzerinde anti-oksidan ve
anti-inflamatuar etkilere sahip oldugu vurgulanmaktadir
(11,13,24). EA ve diger fito-kimyasallari iceren Dbitki
ekstraktlari meme kanseri hicrelerinde boélinmeyi
durdurmakta ve apoptozu indiklemektedir (10,14).
Ekstrakt iceriklerinin HPLC metodu ile incelenmesi,
EA’nin diger molekillere gére daha fazla bulundugunu
ortaya cikarmigtir (6,25). EA’nin tek basina meme
kanseri hicrelerine uygulandigi ¢alismalarda da hiicre
déngusunin baskilandigi ve apoptozun meydana geldigi

bildirilmistir (14). Meme kanseri hicrelerinin agiri
bolinmesinden sorumlu aromataz ve telomeraz
enzimlerinin aktiviteleri de EA tarafindan
dislrtlmektedir (26,27). Buna ilaveten, EA meme

kanseri timér modelinde hicre gog¢u ve yeni damar
olusumunu engellemektedir (17). EA meme kanseri
hicreleri Uzerinde  kemoprevantif  ajan  etkisi
gOstermesine ragmen, ilag direnci mekanizmasina sahip
meme kanseri kok hicreleri lizerindeki etkisi farkli veya
sinirh olabilir.
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Bu c¢alismada, EA'nin meme kanseri kok hucreleri
Uzerindeki etkinligi arastinimistir. EA'nin 24, 48 ve 72
saat boyunca uygulandidi sitotoksite deneyinde, 24.
saatte herhangi bir sitotoksik etki saptanmadi. Meme
kanseri kok hicrelerinde uygulama zamaninin artigina
bagli olarak EA’'nin sitotoksik etki gosterdigi bulundu. 48.
ve 72. saatlerdeki ICso konsantrasyonu 24,8 yM olarak
saptandi. Chen ve ark. (14), EA'nin ilk 24 saat igerisinde
MCF-7 meme kanseri hucreleri icin sitotoksik (ICsp =
66.18 uM; 20 pg/mL) etkiye sahip oldugunu bildirmistir.
Dai ve ark. (28), wnt-1 genini iceren fare meme timor
virlisii (mouse mammary tumor virds) yardimiyla fare
meme kanser kok hiicresi elde etmislerdir. Fare meme
kanseri kok hiicrelerinde ise, EA 24. saatte sitotoksik etki
olusturmamasina karsin 48. ve 72. saatlerde sitotoksik
etki olugturmustur (28). Bu bakimdan, EA meme kanseri
hicreleri ve meme kanseri kk hicreleri arasinda farkli
sitotoksik etkiye sahip olabilir. Chen ve ark. (14),
calismasina benzer bir sekilde, Dai ve ark. (28) da
EA’nin fare meme kanseri kok hiicrelerinde apoptozu ve
G0/G1 hicre blogunu arttirmasinin sitotoksik etkiye
neden oldugunu savunmaktadir.
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Bu caligmada, saptanan ICsp; konsantrasyonundaki EA
meme kanseri kok hucrelerine 24, 48 ve 72 saat
uygulandiktan sonra apoptoz ve hucre déngusu analizi
yapildi. Sitotoksik konsantrasyon uygulanmasina ragmen,
meme kanseri koék hicrelerinin  apoptotik hiicre
yuzdesinde artis meydana gelmedi. Bununla birlikte,
EA’nin hiicre déngusiini S fazinda durdurdugu saptandi.
Dai ve ark. (28) aksine, EA’nin apoptozu indiiklemedigi ve
sadece hucre dongisinde etkili oldugu saptandi. Dai ve
ark. (28), sitoktoksite disindaki diger galismalarini, nar
bitkisinden elde edilen bitki ekstraktini fare meme kanseri
kok hicrelerine uygulayarak gerceklestirmistir. EA'nin bitki
ekstrakti igerisindeki farkli fito-kimyasallar ile sinerjistik etki
gosterdigi  bilinmektedir (29,30). Dolasiyla, EA'nin tek
basina meme kanseri kok hicreleri Uzerinde apoptotik
etkisi olmayabilir. Bu c¢alismadan elde edilen veriler,
EA’nin meme kanseri kok hiicrelerinde sitotoksik etkisinin
degil sitostatik etkisi olabilecegini gdstermektedir.

Hucresel farkllasma, hiicre invazyonu ve gogl, ilag
direnci, apoptozis ve kok hiicre 6zelliklerinin korunmasi
gibi birgok farkli mekanizmada miRNA’lar hedefindeki
genlerin ifadesini diizenleyerek rol oynamaktadir (31-35).
miRNA’larin ifadesi meme kanseri hicreleri ve meme
kanseri kok hiicreleri arasinda farkhliklar sergilemektedir
(20). Bu nedenle, meme kanseri kok hicrelerindeki
miRNA’larin anormal ifadeleri EA’nin etkinlik farklihginin
bir nedeni olabilir. EA’'nin 72 saat uygulanmasina bagli
olarak meme kanseri iligkili miRNA’larin ifade profilleri
saptandi. EA uygulamasina bagh olarak sadece hsa-miR-
125b-1-3p’nin ifadesi artig gosterdi. Diger miRNA
genlerinin tamaminda ise ifade azalisi saptand.. ifadesi 10
kat ve Ustl azalis sergileyen 36 miRNA’nin hedefledikleri
sinyal yolaklari DIANA miRPath v2.0 veri tabani ile
incelendi. Bioinformatik inceleme sonucunda, 36
miRNA’dan 17’inin ErbB sinyal yolagi (p=0.0000119),
17’sinin  kanser iligkili sinyal yolagr (p=0.0000534),
14’0Gnun hicre dongisi (p=0.00038), 10'nunun p53 sinyal
yolagi (p=0.0036), 8'inin insllin reseptdr sinyal yolagdi (p=
0.0052) ve Qunun TGF-B sinyal yolagindaki (p=0.012)
iliskili genleri hedefledigi saptand..

Let-7 ailesi miRNA’larin kotl prognoz gdsteren meme
kanseri hastalarinda daha digsik ifade edildigi
bulunmustur (36). Kanser kdk hiicreleri, timar igerisindeki
diger hiicre populasyonlarina gére Let-7 ailesi miRNA’lari
daha dustk dizeyde ifade etmektedir (20). Bununla
birlikte, Let-7 ailesi miRNA’larin diismesi normal meme
kanseri hucrelerini kanser kok hucrelerine transforme
etmektedir (37,38). Let-7 ailesine ait miRNA’lar Oct4,
Sox2, Nanog ve Tcf3 gibi genlerin mRNA ifadelerini
dizenleyerek kok hucrelerin  farkhlasmasini  dizen-
lemektedir (39). Yapilan bu calismada, let-7 ailesine ait
tim olgun miRNA'larin (let-7a-5p, let-7b-5p, let-7¢c-5p, let-
7d-5p gibi) ifadesi EA’ya bagh olarak diigmustir. EA, Let-
7 ailesi miRNA’larin ifadesini distrerek meme kanseri kok
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hicre 6zelliklerinin  korunmasina neden olabilir. Let-7
miRNA’lar  siklin D1 ifadesini baskilayarak Akt1’in
fosforilasyonunu azaltmaktadir (40). Bu nedenle, Let-7
radyasyon ile indiUklenmis timoér baskilanmasini
arttirmaktadir  (40). EA’nin Let-7 ailesine ait olgun
miRNA’larin ifadelerini duglrmesi ayrica radyoterapiye
karsi direncin olusmasinda da etkili olabilir.

TGF-B sinyal yolagi, ErbB sinyal yolagi gibi diger sinyal
yolaklariyla iligkili bir bigimde epitelyal-mezenkimal gegis,
apoptoz, hiicre goci ve metastazda rol oynamaktadir
(41). miRNA-200 ailesi (miR-200a/b/c) miRNA'larin TGF-
sinyal yolagini dlzenleyerek hiicre transformasyonu,
hiicre proliferasyonu, hiicre gogu, timoér blyimesi ve
metastaz Uzerinde gugli baskilayici etkileri oldugu
gosterilmistir (42). miRNA-200 ailesi Uyelerinin meme
kanserinde epitelyal mezenkimal gecis mekanizmasinin
baskilayicilari  oldugu  bilinmektedir. miRNA ailesi
Uyelerinin ifadesi, kdk hiicre fonksiyonunun devamliliginin
korunabilmesi i¢cin meme kanseri kok hucrelerinde
disuktir (21,43-45). Bu galismada, EA uygulamasi meme
kanseri kdk hicrelerinde miRNA-200 aile tyesi olan miR-
200b-3p ve miR-200c-3p’nin ifadelerini dusdrmustar.
EA’nin meme kanseri kok hicrelerindeki genel etkisi
kanser kok hicre &zelliklerinin korunmasini saglamak
olabilir. Kanser kok hucreleri, timodr dokusu igerisindeki
diger alt populasyonlara gére kemoterapi ajanlarina daha
fazla direng olusturdugu bilinmektedir. miR-200c, miR-
27a, miR-181a, miR-328 ve miR-145 hicrelerde direng
mekanizmasindan sorumlu  ATP  baglayan kaset
proteinleri ABCB1 ve ABCG2'yi baskilamaktadir (34). Bu
calismada, bu miRNA’larin olgun formlarinin ifadesi EA’ya
bagli olarak diigmdistir.

Sonug

Bu cgalismada, EA'nin meme kanseri kdk hicrelerindeki
miRNA ifade degisimleri Uzerine etkisi ik kez
gOsterilmistir. EA meme kanseri hiicrelerinde etkili olsa da
ayni etkiye meme kanseri kok hiicreleri izerinde sahip
degildir. EA meme kanseri kék hicrelerini farklilasmadan
koruyabilecegi gibi bu hicreleri kemoterapi ve radyo
terapiye kargi daha direngli bir hale getirebilir. Bu nedenle,
kanser tedavisi géren meme kanseri hastalarinda gunlik
diyette EA igeren besinlerin gikartilmasi dnerilebilir.

Cikar catigmasi

Yazarlar bu calisma ile ilgili herhangi bir ¢ikar ¢atismasi
olmadigini belirtmektedir.
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