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OZET

Donmez, H. WWOX Aracii miR-182 Regiilasyonunun Meme Kanseri
Hiicrelerinde Cisplatin Direnci ile liskisinin Crispr/Cas9 Knockout Yontemi ile
Arastirllmasi, Tekirdag Namik Kemal Universitesi Saghk Bilimleri Enstitiisii
Tiimér Biyolojisi ve Immiinolojisi Anabilim Dali Doktora Tezi, Tekirdag, 2022.
Tez projesinin amac1t Wwox ifade etmeyen TNBC hiicre hattinda (MDA-MB-231)
gelisen cisplatin direncinin miR-182 regiilasyonuna bagl olup olmadigim agikliga
kavusturmaktir. Bu amagla bir onkomiR oldugu bilinen miR-182’nin CRISPR
yontemi ile knockout ya da alternatif bir yontem olarak disiindiigiimiiz miRNA
inhibitorleri ile knockdown edilmesiyle cisplatinin etkisinin arastirilmasi
hedeflenmistir. miRNA knockout deneylerinde siklikla kullanilmayan fakat
giiniimiizde gen tedavisi ¢alismalarinda siklikla kullanilan CRISPR knockout igin
miR-182 gen bolgesine spesifik rehberRNA’lar (JRNA) tasarlandi. Agaroz jelde
knockout olusumunu dogrulayacak bir indel (insersiyon/delesyon) gozlemlenmedi.
Amacimizi gergeklestirmek igin alternatif bir yontem olarak belirledigimiz anti-miR
(mikroRNA inhibitorii) kullanilarak knockdown yapilmasi kararlastirildi. Anti-
mMiR182 inhbitérii MDA-MB-231 hiicrelerine lipofektamin RNAimax ile transfekte
edildi. cDNA sentezi ile Ger¢cek Zamanli PZR yapilarak miR-182 geninin
knockdown edildigi gosterildi. Anneksin V ile apoptoz testi gergeklestirildi. Anti-
miR182 ve cisplatin uygulanan hiicrelerin %20,02’sinin apoptozda oldugunu
%20,10’unun ise ge¢ apoptozda oldugunu saptadik. Anti-miR182 ve cisplatin
uygulanmayan hiicrelerin  %11,71’i apoptozda, %18,37’sinin ge¢ apoptozda
oldugunu saptadik. Ardindan flow sitometri ile hiicre dongiisii analizi ¢alismalari
yapildi. miR-182 inhibitorii ve cisplatin uygulanan hiicrelerde cisplatin ve anti-
miR182 uygulanmayan MDA-MB-231 hiicrelerine gore G2 fazinda %12,23 oraninda
daha fazla artig saptandi. Sonuglar, Wwox ifade etmeyen TNBC hiicrelerindeki
cisplatin direnci ve miR-182 arasindaki bu olasi iliskinin meme kanseri tedavisinde
cisplatin direnci i¢in yeni bir gen tedavisi stratejisinin gelistirilmesinde
kullanabilecegini 6nermektedir.

Anahtar Kelimeler: Wwox, miR-182, iiclii negatif meme kanseri, cisplatin

direnci.
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ABSTRACT

Doénmez, H. Investigation of the Relationship of WWOX Mediated miR-
182 Regulation with Cisplatin Resistance in Breast Cancer Cells by Crispr/Cas9
Knockout Method, Tekirdag Namuk Kemal University Institute of Health
Sciences, Department of Tumor Biology and Immunology, Doctoral Thesis,
Tekirdag, 2022. The aim of the thesis project is to clarify whether cisplatin
resistance developed in the TNBC cell line (MDA-MB-231) that does not express
Wwox is due to miR-182 regulation. For this purpose, it was aimed to investigate the
effect of cisplatin by knocking out miR-182, which is known to be an oncomiR, with
the CRISPR method or knockdown with miRNA inhibitors, which we consider as an
alternative method. For CRISPR knockout, which is not frequently used in miRNA
knockout experiments but is frequently used in gene therapy studies today,
guideRNAs specific to the miR-182 gene region were designed. No indel
(insertion/deletion) was observed in the agarose gel, which would confirm knockout
formation. In order to realize our aim, it was decided to knockdown using anti-miR
(microRNA inhibitor), which we determined as an alternative method. Anti-miR182
inhibitor were transfected to MDA-MB-231 cells with lipofectamine RNAimax. It
was shown that the miR-182 gene was knocked down by performing Real Time PCR
with the cDNA synthesis. Apoptosis assay was performed by Annexin V. Analyzing
the cells that were treated with anti-miR182 and cisplatin. Based on the data, 20.02%
of the cells were in apoptosis and 20.10% were in late apoptosis. Analyzing the cells
that were not treated with anti-miR182 and cisplatin. The data showed that 11.71%
of cells were apoptosis and 18.37% of them are in late apoptosis. Then, cell cycle
analysis studies were carried out by flow cytometry. Cells treated with miR-182
inhibitor and cisplatin had a 12.23% increase in G2 phase compared to MDA-MB-
231 cells without cisplatin and anti-mirl82 treatment. The results suggest that this
link between cisplatin resistance and miR-182 in non-Wwox-expressing TNBC cells
could be exploited in the development of a new gene therapy strategy for cisplatin
resistance in breast cancer therapy.

Keywords: Wwox, miR-182, triple negative breast cancer, cisplatin

resistance.
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1. GIRIS

Meme kanseri en sik goriilen kanser ¢esididir ve diinya capinda kadinlar
arasinda Onemli bir morbidite ve mortalite nedeni olmaya devam etmektedir.
Istatistikler, her y1l 1,15 milyondan fazla kadina meme kanseri teshisi kondugunu ve
bunun da >502.000 6liimle sonuglandigimi gostermektedir (Khamisipour ve dig.
2018).

WW alani igeren oksidorediiktaz geni (WWOX) insan kanserlerinde siklikla
degisen FRA16D kromozomal bolgedeki lokalizasyonu nedeniyle kanserdeki roliinii
belirlemek i¢in ¢ok sayida calisma yapilmaktadir. Tiim bu ¢alismalar, WWOX'un
cok sayida molekiil ile etkilesime girme yeteneginden dolayi, tiimor baskilayici
aktivitesini, cogunlukla hiicreye 0zgli ¢ok cesitli molekiiler eylemler yoluyla
uyguladigim gostermektedir. Insan tiimorlerinde, WWOX ifadesinin ¢esitli kanser
tirlerinde azaldigi veya kayboldugu gosterilmistir. Bu disiik ifadenin meme,
ovaryum, mesane, karaciger ve bobrek kanserlerinde kotii prognoz ile iligkili oldugu

bulunmustur (Taouis ve dig. 2021).

MikroRNA'lar (miRNA'lar), hedef mRNA'larin 3' UTR bolgesine baglanarak
ve translasyonu inhibe ederek veya bozulmalarin1 tesvik ederek genlerin
transkripsiyon sonrasi diizenlenmesinde yer alan kiigiik kodlamayan RNA'larin bir
sinifidir. miRNA'lar, gelisim, farklilasma, biiylime, metabolizma, hiicre sinyali ve
stres yanit1 dahil olmak tizere birgok fizyolojik siirecte yer alirlar. Calismalar,
diizensiz miRNA ifadesinin kanserin baglamasi ve ilerlemesinde rol oynadigini ve
miRNA'larin hiicre proliferasyonu, apoptoz, anjiyogenez, EMT ve tiim0r metastazi
gibi temel onkojenik 6zellikleri diizenledigini gostermektedir. miRNA'larin islevleri
karmasiktir ve olusumunu destekleyen veya tiimdr olusumunu engelleyen aktivitelere

sahiptirler (Cagle ve dig. 2021).

miRNA'lar, dogrudan veya dolayli olarak anjiyogenik sinyal yollarinda yer
alan hedef genlerin ifadesini baskilayarak onkogenler veya timor baskilayicilar
olarak islev goriirler. Timor gelisimi ve metastaz anjiyogeneze baglhidir ve kanser

hastalariin kotii prognozunun ana nedenidir (Hussen ve dig. 2022).



mRNA'nin diizenleyicisi olarak miRNA'min kendisi diger diizenleyiciler
tarafindan diizenlenebilir. miRNA inhibitorii en Onemlilerinden biridir. miRNA
inhibitorleri, miRNA'lar1 sekestre eden ve onkojenik etkilerini azaltan veya hatta
ortadan kaldiran dogal veya yapay RNA transkriptleridir. Yapay miRNA
inhibitorleri, olgun miRNA'lar1 baglayan ve bloke eden eksojen RNA dizileridir.
Bugiine kadar, laboratuvarda anti-miRNA oligoniikleotidleri (AMO) ve miRNA
stingerleri dahil olmak {izere iki yapay miRNA inhibitorii kategorisi yaygin olarak

kullanilmaktadir (Tang ve dig. 2017).

Cisplatin, cis-diamindikloroplatin (II), antiproliferatif 6zelliklere sahip olan
ve bir¢ok hiicre tipinde apoptozu indiikleyen organometalik bir bilesiktir. 1978'de ilk
platin bazli antikanser ilac1 olarak onaylandi ve bu, diger platin (II) ve metal iceren
antikanser ilaglarin kesfedilmesine yol agti. Cisplatinin ¢esitli insan kanserlerine
kars1 etkili oldugu klinik olarak kanitlanmistir ve akciger kanseri, ovaryum kanseri,
meme kanseri, mesane, yemek borusu ve bas boyun kanserlerinin tedavisinde

kullanilmaktadir (Velma ve dig. 2016).

ER, PR ve HER?2 ifadesi olmayan meme kanserlerine {iglii negatif meme
kanserleri (TNBC'ler) denir. Anti-hormonal veya anti-HER2 tedavilerinden fayda
gormezler ve invaziv meme kanserlerinin yaklasik %15-20'sini olustururlar. Bu hasta
grubu icin kemoterapi disinda tedavinin etkili oldugu kanitlanmamistir. Genotoksik
kemoterapotik ajanlar arasinda, cisplatin gibi platin bazli kemoterapédtikler, TNBC
hastalar1 icin potansiyel tedavi secenekleridir ve agirlikli olarak, altta yatan
BRCAL/2 mutasyonlart olan TNBC'lerde olumlu tepkiler gostermistir fakat
cisplatine karst olusan ila¢ hassasiyetindeki farkliliklar ilacin etkin kullanilmasi

ontindeki engeldir (Heijink ve dig. 2019).

MicroRNA-182'nin (miR-182) bir¢ok kanserde onkojenik potansiyele sahip
oldugu gosterilmistir. TNBC dokularinda ve hiicre hatlarinda miR-182'nin 6nemli
Olgiide ifadesinin arttigi gosterilmistir. mMIiR-182'nin  FOXF2'yi hedefleyerek
TNBC'nin baglatilmasinda ve ilerlemesinde 6nemli bir rol oynadigini gosterilmistir

(Zhang ve dig. 2017).



Tim bu veriler bir araya getirildiginde miR-182"nin, TNBC hastalarinda
cisplatin direncinin azaltilmas1 veya ortadan kaldirilmasi i¢in bir terapotik ajan
olabilecegini gostermektedir. Bu tezin amaci da WWOX ifade etmeyen TNBC

hiicrelerinde cisplatin direncinin miR-182 ile iligkisini arastirmaktir.



2. GENEL BILGILER
2.1. Kanser

Diinya ¢apinda 6nemli bir halk saglig1 sorunu olan kanser, 2020'de diinya
genelinde yaklasik 10 milyon 6liimle ikinci 6nde gelen 6liim nedeni olmustur (Wu
and dig. 2021). Her ne kadar cerrahi, kemoterapi, radyasyon tedavisi, hedefe yonelik
biyolojik tedavi ve yeni entegre kombinasyon tedavisi dahil olmak iizere kanser
tedavisi alaninda ¢ok sayida basari elde edilmis olsa da; yiiksek niiks olasilig1, kemo-
/radyasyon direnci, zararli yan etkiler ve toksisite yasam kalitesinin saglanmasinin
ontindeki engellerdir. Bu nedenle, kanser tedavisi i¢in daha fazla teknik ilerleme ve

yeni terapdtik yaklagimlara ihtiyag vardir (Yang ve dig. 2017).

Kanser, genetik ve cevresel faktorlerden ve bu faktorlerin etkilesimlerini

iceren karmasik bir etiyolojiden kaynaklanir (Mctiernan ve Friedenreich 2019).

Kanser, tiimor hiicrelerinin viicutta yayilmasiyla belirgin bir sekilde
karakterize edilir. Birincil bir bolgeden tiimor hiicrelerinin viicudun diger bolgelerine
yayllma ve gb¢ etme siirecine metastaz denir. Metastaz, kanser hiicrelerinin kok
aldig1 bolgeden viicudun ikincil bolgelerine; genellikle kan dolasimi veya lenfatik
sistem yoluyla yayilma siirecidir. Metastaz, kanser 6liimlerinin baslica nedenidir ve
kanser oliimlerinin %90'indan fazlasindan sorumludur (Jiramongkol ve Lam 2020).
Metastatik gecisin altinda yatan biyolojik mekanizmalar hakkinda artan bilgi, yeni
terapotik hedeflerin kesfedilmesini ve metastaz riskini azaltmak i¢in metastaz
ve/veya birincil timor lizerinde etkili olan daha etkili tedavilerin gelistirilmesine
olanak saglar. Birincil tiimor tarafindan sentezlenen molekiiller, belirli metastatik
bolgelerin hazirlanmasinda rol oynar. Bu kritik bir asamadir, ¢ilinkii ikincil hiicrelerin
birincil timor hiicrelerini ¢agiran molekiilleri ifade ettigi ve ayrica onlar1 gog¢ lehine
bir fenotip ifade etmeye tesvik ettigi uygun bir mikrocevresinde olustugu asamadir.
Immiin gdzetim oldukga etkili olmasina ragmen, birincil ve metastaz yapan timor
hiicreleri bu kontrolii ortadan kaldiran stratejiler gelistirir (Gomarasca ve dig. 2020).
Kanserin saglikli hiicrelere gore belirli ayirt edici 6zellikleri arasinda Sekil 2.1.°de de
yer alan genomik kararsizlik, siirekli c¢ogalma  sinyallesmesi, anti-biiyiime

sinyallerinden = kagma, apoptoza direng, replikatif Olimsiizlik, timor



mikrocevresinde kendi kendini gii¢clendiren diizensiz metabolizma, tiimore tesvik

eden enflamasyon, immiin sisteminden kagma, anjiyogenez, doku invazyonu ve

metastaz yer alir.
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2.2. Tiimér Proliferasyonunu Regiile Eden Molekiiler Yolaklar
2.2.1.Wnt/p-Katenin Sinyali

Wnt/B-katenin  sinyali, hiicre c¢ogalmasini, farklilasmasmi, gogiini,
polaritesini ve asimetrik hiicre boliinmesini diizenleyen gelisimsel bir sinyal yoludur.
Embriyonik kok hiicrelerde kritik roller oynar ve somatik hiicrelerin uyarilmis
pluripotent kok hiicrelere yeniden programlanmasini saglar. Anormal Wnt/p-katenin
sinyali, ¢cok sayida kanserde rol oynar. Bu sinyallerin c¢ogu, genellikle tiimor
agresifligi ile iliskilendirilen B-katenin stabilizasyonu ile iliskili mutasyonlardir.
Sekil 2.2.’de yer alan anormal Wnt sinyali ise, ya Frizzled gibi Wnt sinyallesme
yolunun  negatif diizenleyicilerinin  inaktivasyonundan ya da  pozitif

diizenleyicilerinin yiiksek ifadesinden kaynaklanir (Feitelson ve dig. 2015).
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Sekil 2.2. WNT/B-katenin sinyallesmesine genel bir bakis: WNT sinyali

olmayinca ("WNT OFF"), yikim kompleksi sitozolik B-katenin'i fosforile eder ve
fosforile edilmis P-katenin, proteazomlar tarafindan taniarak degrade olur. WNT
sinyali olustugunda ise ("WNT ON"), yikim kompleksinin sitozolik [B-katenin
fosforile etmek igin islevi engellenir. Fosforile olmayan B-katenin sitozolde birikir,

cekirdege gecerek transkripsiyon faktorleri olan T hiicre faktorii ve lenfoid



giiclendirici faktor-1 (TCF/LEF1) ailesi gibi WNT hedef gen ifadesini aktive eder
(Ota ve dig. 2016 ).

2.2.2.Notch Sinyali

Notch, Sekil 2.3.’de de gosterildigi lizere zara bagl ligandlar (JAGI1, JAG2,
delta benzeri 1-4) i¢in memeli transmembran reseptorleri (Notch 1-4) ailesindendir.
Baglanma ile birlikte Notch reseptorleri yikima ugrar ve ¢ekirdege goc eden ayrica
siklin D, p21CIP1, NF-KB, c-myc gibi genleri hedef alan Notch hiicre i¢i domainini
serbest birakir. Notch proteinleri anjiyogenez, proliferasyon, farklilasma ve apoptoza
katkida bulunur. Notch sinyali ayrica embriyonik gelisimde hiicre kaderine, yetiskin
dokularda doku homeostazina da katkida bulunur. Kok hiicre farklilasmasini

diizenler (Feitelson ve dig. 2015).
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Sekil 2.3. Notch sinyal yolu ve kanser metastazindaki rolleri: Notch reseptorleri,
bitisik hiicrelerde eksprese edilen Delta benzeri ve Jagged ligand aileleri tarafindan
aktive edilir. y-sekretaz aracili proteoliz lizerine, NICD proteinleri ¢ekirdege geger
ve koruyucularin (CoR'ler) yerini alarak DNA baglayici protein CSL'ye baglanir.
NICD, DNA baglayic1 protein CSL ve koaktivatorler (CoAs) ile bir kompleks

olusturarak Notch hedef genlerinin transkripsiyonel aktivasyonuna yol acar. Timor



mikro-ortaminda Notch sinyalinin aktivasyonu, epitelyal-mezenkimal gecisi (EMT),
timor hiicrelerinin anoikis direncini destekler (Eskander ve Tawani 2014).

2.2.3.PI3K/Akt/mTOR Sinyali

PI3K/Akt/mTOR yolu, Sekil 2.4.’de de gosterildigi iizere tiimor hiicresinde
biiyiime, cogalma, hareketlilik, hayatta kalma ve anjiyogenezde merkezi bir rol
oynar. mTOR, bircok kanser tiiriinde PI3K/Akt'in asag1 akis hedefi olan bir ser/thr
kinazdir. Mutasyonlar veya gen amplifikasyonu ile mTOR'un anormal aktivasyonu,
kanser hiicresi proliferasyonunu, epitelyal mezenkimal gecisi (EMT) ve antikanser
ilaglara karsi dirence neden olur. mTOR inhibisyonu kolorektal kanserde EMT ve

kanser kok hiicresi benzeri 6zellikleri de baskilar (Feitelson ve dig. 2015).
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Sekil 2.4. PI3K/AKT/mTOR sinyal yoluna genel bakis: AKT; PDKI tarafindan
fosforilasyon yoluyla PI3K yolu aktive edilir. AKT aktivasyonu, protein sentezi,
hiicre proliferasyonu, biiyiimesi ve hayatta kalma dahil olmak iizere gesitli hiicresel
stiregleri kontrol etmek icin BAD, GSK3fB, TSC2 ve PRAS40 gibi efektorlerini
diizenler (Basnet ve dig. 2020).



2.2.4.NF-kB Sinyali

NF-kB transkripsiyon faktorleri, dogal ve adaptif bagisiklik, hiicre
proliferasyonu ve sagkalimi, lenfoid organ gelisimi i¢in gerekli anahtar genlerin
ifadesini diizenler. NF-kB; IL-1 gibi proinflamatuvar sitokinler, epidermal biiyiime
faktorii (EGF), T- ve B-hiicresi mitojenleri, bakteriler, lipopolisakkaritler, viriisler,
viral proteinler, ¢ift sarmalli RNA, fiziksel ve kimyasal stresorler gibi bir ¢cok farkl
uyaran tarafindan farkli kanser tiirlerinde aktive olur. Bu olaylar inflamasyon ve
karsinogenez arasindaki baglantiyr destekler. Bu nedenle, NF-kB, karsinogenezde
onemli bir terapotik hedeftir. NF-KB Sekil 2.5.’de gosterildigi iizere pek ¢ok uyaran
tarafindan uyarilabilir ve yiizlerce geni transkripsiyonel olarak diizenleyebilir.

(Feitelson ve dig. 2015).
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Sekil 2.5. NF-KB, sayisiz uyaran tarafindan wuyarildiginda yiizlerce geni

transkripsiyonel olarak diizenler. Khan ve dig. (2020)’nden alinmustir.
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2.2.5.Hedgehog (Hh) Sinyali

Hh sinyali, ¢esitli dokularda doku polaritesini, yapisint ve kok hiicre
devamliliginin saglanmasini kontrol eder. Omurgalilarda, ic Hh ligand1 [Sonic
Hedgehog (Shh), Desert Hedgehog ve Indian Hedgehog] transmembran
reseptorlerine [Patched (Ptchl veya Ptch2)] baglanir. Ligand baglanmasi iizerine,
Ptch igeren kompleks ve inhibitorii olan Smoothened (Smo) ayrilir. Sekil 2.6.’da yer
alan Smo, cekirdege gecen ve kok hiicrelerin 6zelliklerini regiile eden hedef genlerin
transkripsiyonunu baslatan Gli transkripsiyon faktoriinii aktive eder (Feitelson ve
dig. 2015).

inaktif Shh sinyali aktif Shh sinyali
Shh inhibitérii

SMO inhibitérii

®
_ shi , L
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X ® W|— GLI1 inhibitérii
Shh

/ o \ / . PTCH, GycD1, u“\ proliferasyon
transkripsiyon Y Bel2, Nanog, m—h anjiogenez
apoptoz baskilanmas

kik hiicre yenilenmesi

Sekil 2.6. Hedgehog Sinyal Yolu: Inaktive edilmis sinyallesme (solda), Shh
ligandlarinin yoklugunda meydana gelir. PTCH; SMO'yu inhibe ederek SuFu
tarafindan sitoplazmada GLI1 ayrilmasini engeller. Shh (sagda) varliginda, SMO'nun
PTCH baskilamasi ortadan kalkar. SMO aktif olur. GLI1; SUFU’dan ayrilarak hiicre
nukleusuna baglanir ve tiimor hiicrelerinde cesitli onkojenik 6zellikleri destekleyen

hedef genlerin aktivasyonuna neden olur. Lee ve dig. (2017)’nden alinmigtir.
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2.2.6.Insiilin Benzeri Biiyiime Faktorii (IGF) Sinyali

IGF-1 reseptor/ligand sistemi, hematopoietik ve embriyonik kok hiicrelerde
kendini yenilemesi ile iliskilidir. Bu sinyal, Sekil 2.7.’de de yer aldig1 gibi PI3K/Akt
ve Ras/Raf/hiicre dis1 sinyalle diizenlenen kinazin aktivasyonu ile hiicre biiylimesini
ve hayatta kalmasmi destekler. Nanog (Homeobox proteini)'un hepatoseliiler
karsinomda IGF-1 sinyallemesi yoluyla kanser kok hiicrelerinin kendi kendini
yenilemesini siirdirmede ¢ok énemli bir rolii oldugu gosterildi. IGF-1 sinyali ayrica
Notch, EGFR, leptin gibi diger yollarla capraz iletisim kurar ve yetigkin kok

hiicrelerinin kanser kok hiicresine gegisini destekler (Feitelson ve dig. 2015).
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Sekil 2.7. Insiilin benzeri bilyiime faktérii (IGF)-1 sinyal iletimi: IGF-1; IGF-1R ve
IGF-1/Insiilin hibrit reseptoriine baglanirken, insiilin sadece insiilin reseptdriine
(Insiilin-R) baglanir ve birka¢ sinyal yolunu tetikler. IGF baglayict proteinler
(IGFBPs), IGF-1'in reseptorlere baglanmasini degistirerek IGF-1 sinyalini modiile

eder. IGF-1R, otofosforilasyona ugrayan ve insiilin reseptor substrati (IRS) ailesinin
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tiyeleri de dahil olmak {izere bir¢ok hiicresel proteinin fosforilasyonunu katalize eden
bir tirozin kinazdir. Fosforilasyonda IRS'ler; Akt, Ras/Raf ve Rac dahil olmak tizere
sinyal molekiilleri ile etkilesime girer. Fosfoinositid 3-kinaz ve Akt yolunun
aktivasyonu, hiicrenin hayatta kalmasimi destekler ve endotelyal nitrik oksit sentaz
aktivitesini arttirir, bdylece vazodilatasyonu indiikler. Ras/Raf yolu, cogalma
tepkileri i¢in kritiktir. Rac'in aktivasyonu ise hiicre gocii i¢in énemlidir. Higashi ve

dig. (2012)’nden alinmastir.
2.3.Kanser ve immiin Sistem

Meme kanseri, epitel hiicrelerinde mutasyonlarin birikmesiyle ortaya ¢ikar ve

karmasik genomik ve biyolojik heterojeniteye sahip tiimorlerle sonuglanir (Dekkers

ve dig. 2019).

Timor mikrogevresi; kanser hiicreleri, stromal hiicreler (fibroblastlar,
mezenkimal kok hiicreler, makrofajlar gibi), endotelyal hiicreler, immiin hiicreler,
ayrica, hiicre disi matriks ve cesitli ¢oziinlir faktorler (sitokinler, kemokinler,
metabolitler gibi) dahil olmak iizere farkli hiicre tiplerinden olusan bir "ekosistemi"
temsil eder. Tiim bu bilesenler dinamik ve karsilikli etkilesim i¢indedir. Pozitif ve
negatif sinyaller arasindaki denge, her hiicre tipinin hem fenotipini hem de
fonksiyonunu modiile eder. Ayrica kanser hiicresi proliferasyonu ve metastatik

potansiyelinin kontroliine veya kagisina katkida bulunur (Baxevanis ve dig. 2021).

Kanser ve immiin sistem arasindaki etkilesim, immiin diizenleme adi altinda
ozetlenmistir. Immiin diizenleme siireci eleme, denge ve kagis olmak iizere iic
asamadan olusur. Eliminasyon ve denge, immiin sistemin tiimor biiylimesini yok
etme veya kontrol etme kapasitesine sahip oldugu asamalardir. Ote yandan, timor
hiicrelerinin immiin yikimdan kactig1 kagis fazi, tiimor ilerlemesi ve metastazindaki
rolii nedeniyle kanserin ayirt edici ozelligi olarak kabul edilmistir. Bu asamada
neoplastik hiicreler; otonom modifikasyonlar nedeniyle, immiin algilama ve
yikimdan kagmanmn yami sira efektor  hiicrelerin islevini  degistiren  bir

immiinosupresif mikrogevreyi indiikler (Gomrasa ve dig. 2020).

Tiimor bolgelerinde artan sitototksik T lenfosit (CTL) yogunluklart mevcuttur

ve timorlerin CTL ile infiltrasyonunun, diger prognostik klinikopatolojik
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parametrelerden bagimsiz olarak meme kanserinde oldukc¢a uzun genel sagkalim ile
iligkili oldugu gosterilmistir. CD4+ T lenfositlerinin prognostik rolii, CD8+’e
kiyasla daha az degerlidir ¢iinkii bu alt popiilasyon, zit islevlere sahip Thl, Th2,
Th17 ve FoxP3+ Treg olmak iizere en az dort farkli soydan olusur. Th17 immiin
tepkisi gen kiimesinin yliksek ifadesine sahip hastalar olumsuz bir prognoza
sahipken, Thl kiime genlerinin yiiksek ifdesine sahip hastalarda sagkalim artmustir.
Genel olarak, saglikli donorlere karsi kanser hastalarinda Thl hiicrelerinin
yogunluklar1 azalirken Th2 hiicrelerinin yogunluklar artar. Th2 CD4+ T hiicrelerinin
meme kanseri gelisimini destekleyen tip II tiimoér mikrocevresine katkida
bulundugunu gosteren veriler vardir (Baxevanis ve dig. 2021). Timor

mikrocevresinin sematik gosterimi Sekil 2.8.’de yer almaktadir.

Fonksiyonel olarak dogal oldiiriicii hiicreler (NK), tiimor hiicrelerinin hiicre
aracili Oldiriilmesine dogrudan katilanlar ve inflamatuar sitokinler salgilayanlar
olmak tizere iki smifa ayrilirlar. Dogal Oldiiriicii hiicreler dolagimdaki tlimor
hiicrelerini dldiirmede oldukga etkilidir ve metastaz1 engelleyebilirler, ancak tiimor
mikrocevresi i¢inde tiimor hiicrelerini 6ldiirme etkileri azdir (Anderson and dig.

2020).

Dolasimdaki monositlerden koken alan makrofajlar; tiimor mikrocevresi i¢in
onemli bir immiin hiicresi tiirlidiir. Genellikle proinflamatuar polarizasyon (M1-
polarize) ve anti-inflamatuar polarizasyon (M2-polarize) olarak ikiye ayrilirlar. M1-
polarize makrofajlari; konak savunmasi ve tiimor hiicresi 6ldiirme igin ¢ok onemli
olan proinflamatuar sitokinler ve reaktif oksijen/azot tiirleri iiretir, bu nedenle 'iyi'
makrofajlar olarak kabul edilir. Buna karsilik, M2-polarize makrofajlar sadece anti-
inflamatuar sitokinler iiretip tiimor hiicrelerine karst immiin gozetimi baskilamakla
kalmaz, ayni zamanda tiim0r progresyonunu ve metastazi tesvik etmek icin

anjiyogenezi ve matriks yeniden sekillenmesini tesvik eder (Lei and dig. 2020)
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Sekil 2.8. Tiim6r mikrogevresi. Baxevanis ve dig. (2021)’nden alinmistir.

2.4.Meme Kanseri

Meme kanseri tim diinyada kadinlarda sik goriilen bir kanserdir ve 2018’de
en yiiksek (%11,6) yeni teshis edilen kanser tiirii olup akciger kanserinden sonra
ikinci sirada yer almistir. Meme kanserinin hayatta kalma ve oliim oranlarindaki
egilim cografi cesitlilik gostermektedir. Kuzey Amerika ve Avrupa iilkelerinde
meme kanseri mortalitesi azalirken, 6lim orani1 1990'lardan bu yana bir¢ok Asya,
Afrika ve Latin Amerika iilkesinde artmaktadir. Amerika Birlesik Devletleri'nde
meme kanseri insidansi neredeyse sabit bir egilim gosterirken, 6liim oran1 1990'dan
itibaren kademeli olarak azalmaya baslamistir. Mortalite oranindaki bu azalma, daha
erken kanser teshisine ve iyilestirilmis terapotik miidahaleye baglanabilir (Rahman
ve dig. 2019).

Meme kanserini 6nlemeye yonelik ¢abalara ragmen oniimiizdeki 20 yil i¢inde
daha da artmas1 beklenmektedir. Insidansin artmasina neden olan faktérler ise gogu

ilkede diisiik menars yasi, ilk gebeligin ge¢ olmasi, gebeligin azalmasi, daha kisa ya
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da hi¢ emzirmeme olmak iizere 6ne ¢ikan riskler meme kanseri riski olan kadinlarin
sayisinda artisa neden olmustur. Meme kanseri riskini artiran diger faktorler ise
obezite, alkol tiiketimi, hareketsizlik ve hormon replasman tedavisidir. Meme
Kanserinde Hormonal Faktorler Isbirligi Grubu gelismis iilkelerde meme kanserinin
kiimilatif insidansinin, kadimnlarin ortalama olarak daha fazla c¢ocugu olmasi
durumunda 70 yasina kadar her 100 kadinda 6,3'ten 2,7'ye yaridan fazla azalacagini
tahmin etmistir (Howell ve dig. 2014).

Sigara i¢gmek, Ozellikler adolesan ya da perimenars doneminde sigaraya
baslayan kadinlarda meme kanseri riskini orta diizeyde ve Onemli Ol¢iide
artirmaktadir. Ayrica ailesinde meme kanseri Oykiisii olan kadinlarda sigara ile

hastalik iligkisi daha fazladir (Jones ve dig. 2017).

Meme kanseri ¢ok heterojen bir hastaliktir, alt tiplerine ayirmanin bir¢ok yolu
vardir ve Sekil 2.9.’da molekiiler alt tipleri yer almaktadir. Bununla birlikte, birincil
tani, ostrojen (ER), progesteron (PR) ve insan epidermal biiyliime faktorii reseptorii-2
(HER2) i¢in hormon reseptorlerinin varligini veya yoklugunu degerlendiren tiimoriin
histopatoloji raporudur. Bu reseptorlerin ifadesi, hastalarin Tamoxifen, Anastrozole
ve Trastuzumab gibi endokrin tedavilere uygunlugunu belirlemek i¢in gereklidir.
Meme kanserlerinin ¢ogu reseptor pozitiftir (%77) ve hedefe yonelik tedavinin
etkinligi kanitlanmistir. Bununla birlikte, ii¢ reseptoriin tiimil i¢in negatif olan meme
kanserleri durumunda (iiglii negatif meme kanserleri, TNBC), heniiz hedefe yonelik

bir tedavi mevcut degildir (Mathe ve dig. 2015).
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Sekil 2.9. Meme kanserinin molekiiler alt tipleri. Houseman (2021)’ndan alinmistir.

TNBC, tiim meme kanseri tiirlerinin yaklasik %15-20'ini olusturur (Singh ve
dig. 2021). TNBC tiimorleri genellikle daha agresiftir ve tipik endokrin tedavilere
daha az duyarhidir. Ayrica; kotii prognoza sahiptir ve diger alt tiplere kiyasla daha
yiiksek bir niiks oranina sahiptir (Chang ve dig. 2018).

TNBC alt tipinin diger 6zellikleri, germ hattt BRCA1 mutasyonlar1 (%10),
yiiksek mitotik sayimlar ve TP53 pozitifligidir. TNBC'lerin yaklasik %70°1 bazal
benzeri alt tiptendir ve bazal tip sitokeratin 5, sitokeratin 6'y1 ayrica epidermal
bliylime faktorii reseptoriiniin (EGFR) yiiksek ifadesini ifade eder. Cogu TNBC,
invaziv duktal karsinom olarak smiflandirilir, bununla birlikte metaplastik
karsinomlar ve apokrin karsinomlar dahil olmak iizere diger histoloji tiirlerinin

yiiksek bir oran1 ER, PR ve HER2 negatiftir (Mathe ve dig. 2015).

Birkag calisma, meme kanserinin her bir alt tipin immiinolojik olarak da
farklilik gosterdigini bildirmistir. Ornegin, yogun bir bagisiklik infiltrasyonu (T ve B
hiicreleri, makrofajlar ve miyeloid tiirevli baskilayici hiicreler, MDSC) esas olarak
yiikksek dereceli histolojik alt tipler olan TNBC ve HER2+ meme kanseri ile
iliskilendirilmistir. ER- meme tiimorleri ile karsilastirlldiginda, ER+ meme
timorleri, iyi bir prognozu destekleyen dogustan gelen bagisiklik hiicrelerinin

kiimelerinin varlig ile pozitif olarak iligkilidir. NK’lar; ER+ meme kanserlerinde
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antitiimor aktiviteye sahiptir, ancak sayilari ilerlemis timor evrelerinde azalmaktadir

(Gomarasave dig. 2020).
2.5.MikroRNA'lar ve Kanser iliskisi

MikroRNA'lar (miRNA), transkripsiyon sonrasi gen susturulmasina aracilik
eden yaklagik 18-25 niikleotid uzunlugunda bir grup kisa kodlamayan RNA
(ncRNA)'dir. Ilk miRNA, 1993 yilinda Caenorhabditis elegans'ta rapor edilmistir,
bununla birlikte miRNA'larin genel diizenleyici islevi 2001 yilina kadar iyi
anlasilamamustir (Lin ve Gregory 2015).

Cogu miRNA somatik dokuda kiigiik RNA'larin baskin sinifint olusturur.
Hayvanlardaki diger kiigiik RNA'lar arasinda kiiciik interferans RNA'lar (siRNA'lar),
germinal hiicreler icin tipik olan PIWI etkilesimli RNA'lar (piRNA'lar) ve
kodlamayan mitokondriyal RNA'lar (ncmRNA'lar) bulunur (Bertoli ve dig. 2015).

2001 yilinda, miRNA'larin ¢esitli hayvan ve bitki tiirlerinin her birinde en az
diizinelerce temsilci ile genis bir kiigciik RNA diizenleyicileri smifin1 icerdigi
bulunmustur. Bu kesifle birlikte, kiigiik RNA'larin iki kategorisi tanimlandi. Bunlar
transpozonlar, transgenler ve viriisler gibi yabanci veya istilaci niikleik asitlere yanit
olarak genom biitiinliiglinii koruyan siRNA'lar ve endojen genlerin diizenleyicileri

miRNA’dir (Dana ve dig. 2017).

Bazi miRNA'lar kanserin tespiti, teshisi, siniflandirilmast ve tedavisi i¢in
biyobelirtegler olarak ortaya g¢ikmaktadir. Kanser dahil olmak iizere farkli insan
patolojilerinde miRNA'larin  diizensizliginin meydana geldigi gosterilmistir

(Belvedere ve dig. 2018 ).

MiRNA’lar serum, plazma, tiikiiriik, idrar ve amniyotik sivi dahil olmak
tizere cok sayida viicut sivisinda da bulunmaktadir. Serumdaki miRNA'lar,
hematolojik maligniteler ve kat1 tiimdrlerin varligi ile iliskilidir. Ayrica ¢esitli kanser
tirlerinin ~ erken  teshisi i¢in  kullanilabilirler.  Dolasimdaki miRNA'lar;
transkripsiyonel gen diizenlemesindeki klasik rollerinden tamamen bagimsiz bir islev

olan reseptdr aktivasyonu i¢in sinyaller olarak hareket edebilirler (Leva ve dig. 2014)
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Drosha ve Dicer Sekil 2.10.’da belirtildigi gibi miRNA biyogenezini iki
adimda katalize eder. Cogu miRNA, sitoplazmik RNA kaynakli susturma
kompleksini (RISC) hedef mesajct RNA (mRNA)'larin 3' kodlanmayan bolgesine
(3'UTR) yonlendirerek mRNA translasyonunu baskilar (Zhang ve dig. 2020).

miRNA’larin sentezi ilk olarak, pri-miRNA Onciisiiniin RNA polimeraz I
tarafindan transkripsiyonunu ile baglar. Sonrasi ¢ekirdekte DROSHA ve DGCRS gibi
endoniikleaz enzimleri tarafindan islenmesi ve yaklasik 80-100 niikleotitten olusan
pre-miRNA dizisinin olusumuyla devam eder. Exportin-5, pre-miRNA'lar
sitoplazmik riboniikleaz Dicer tarafindan ¢ift sarmall1 olgun miRNA'ya boliinmesi
icin cekirdekten sitoplazmaya tasir. Olusan olgun miRNA dupleksi, mRNA’nin
translasyonunu diizenleyen RISC olusturan Argonaute (Ago) proteinlerine baglanir.
Olgun miRNA, tamamlayic1 bolgesi araciligiyla hedef mRNA'larinin 3’UTR’deki
tamamlayici dizilerini tanir. Diizenleme i¢in yiiksek tamamlayicilik gerekli olmadig
icin tek bir miRNA birka¢ yiiz mRNA'y1 hedefleyebilir ve ortaya ¢ikan anormal
mIiRNA ifadesi, kanserle ilgili sinyal yollar1 lizerinde derin etkisi olan ¢ok sayida

transkripti etkileyebilir (Reddey 2015).

miRNA'lar, 3' UTR tamamlayic1 dizilere baglanarak hedef mRNA'larin
bozulmasini indiikleyerek veya translasyonunu inhibe ederek gen ifadesini kontrol
eder. Bu 3' baglanma ribozom fonksiyonunu inhibe ederek, 5' ucunun agilmasina,
poli(A) kuyrugunun deadenilasyonuna ve hedef mRNA'nin bozulmasina neden olur.
Hiicre dongiisii, apoptoz, proliferasyon veya invazyon gibi bir¢ok biyolojik siirecin
onemli diizenleyicileri olmanin yani sira miRNA'lar antikanser tedavilerinin
etkinligini de etkileyebilirler (Song ve Rossi 2014). miRNA’larin biyogenez siireci
detaylariyla Sekil 2.10.’da gosterilmisitr.
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miR143 ve miR145, kolon karsinomlarinda ifadesi azalir. Let-7, insan akciger
karsinomlarinda ifadesi azalir ve ifadesinin restorasyonu, akciger kanseri A549
hiicrelerinde hiicre biiylimesinin inhibisyonunu indiikler. miRNA'larin insan
kanserinde rolii olduguna dair bulgular, miRNA genlerinin %50'sinden fazlasinin
kirilgan bolgeler gibi kromozomal bolgelerde ve insan kanserinde genetik olarak
degistirilmig silinme veya amplifikasyon bdlgelerinde yer almasi gercegiyle de

desteklenmektedir (Iorio ve dig. 2005).
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Sekil 2.10. miRNA biyogenez siireci: miRNA genleri genellikle RNA baglayici
protein DGCRS8 ve tip III RNase Drosha'dan olusan bir mikroislemci kompleksi
tarafindan pri-miRNA'lar olarak adlandiritlan RNA polimeraz 1II tarafindan
kopyalanir. Ran/GTP/Exportin 5 kompleksi tarafindan cekirdekten sitoplazmaya
taginmasinin ardindan, pre miRNA'lar baska bir RNase III enzimi Dicer tarafindan
~20-22 niikleotid miRNA/miRNA dupleksine islenir. Dubleks acildiktan sonra,
olgun miRNA, RISC ad1 verilen bir protein kompleksine dahil edilir. Bir miRNA
yiikli RISC, mRNA béliinmesi ve degradasyonu yoluyla gen susturulmasina veya

miRNA ile hedeflenen mRNA transkripti arasindaki tamamlayiciliga bagli olarak
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translasyonel baskiya aracilik eder. Ek olarak, miRNA'lar, Toll benzeri reseptore
(TLR) dogrudan baglanmak icin ligandlar olarak islev gorebilir ve asagi akis sinyal
yollarimi tetikleyebilir. Metiltransferaz 3'iin (METTL3); DGCRS tarafindan taninip
islenerek olgun miRNA olusumu i¢in pri-miRNA'lar1 metilledigi gosterilmistir. Peng
and Croce (2016)’den alinmustir.
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Sekil 2.11. miRNA biyogenez yolunun, genellikle kanserde deregiile olan

adimlarinin sematik bir temsili (Bertoli ve dig. 2015).
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miRNA biyogenezinde degisen adimlar kansere yol agar. Bunlar sekil 2.11.°de

gosterilmistir. Bu 6zellikleri listelemek gerekirse;

miRNA genleri, upstream diizenleyici elementler (enhancer/represor) ve promotdr
bolgeler igerir. Bu durum miRNA'larin CpG metilasyonuna tabi tutuldugunu gosterir.
miRNA'nin kopya sayisindaki degisiklik (genomik amplifikasyon veya delesyon,
aktive edici veya baskilayici mutasyon, epigenetik susturma ve transkripsiyonel
aktivasyon nedeniyle) onkojenik miRNA'larin ifadesini arttirabilir veya timor
baskilayict miRNA'larin ifadesini azaltabilir.

miRNA isleme stirecindeki degisiklik; 6rnegin Drosha'nin ifadesinin azalmasi, pri-
miR'nin pre-miR'ye kirpilmasini azaltabilir.

XPO5 mutasyonu sitoplazmaya pre-miRNA tasinmasini 6nleyebilir.

TARBP2'nin mutasyonu veya DICER1'in ifadesindeki azalma, olgun miRNA
seviyelerini azaltir ve nihayetinde tiimor baskilayici miRNA'larda bir kayba neden
olur.

Onkojenik miRNA'larin birikmesi veya tiimor baskilayict miRNA'larin kayba,
sonunda kanser gelisimine yol agabilir (Bertoli ve dig. 2015).

Bagisiklik hiicreleri, Exportin 5, Dicer, Ago2 ve bazi RNA baglayici
proteinler (RBP'ler) gibi miRNA biyogenezinde yer alan anahtar enzimleri ve
proteinleri diizenleyerek veya degistirerek miRNA islevini diizenlerler. Ayrica
miRNA'lar, farkli bagisiklik hiicrelerinde miRNA tiplerine gére mRNA'lar1 segici
olarak hedefleyebilirler. miRNA aracili hedefleme ayni zamanda rekabet eden

endojen RNA (ceRNA'lar) tarafindan da diizenlenebilir (Jia ve Wei 2020).
2.6.miRNA Ifadesi Seviyelerini Etkileyen Durumlar
2.6.1.Epigenetik mekanizmalar

DNA metilasyonu, RNA modifikasyonu ve histon modifikasyonu epigenetik
olarak miRNA’larin ifadesini diizenler. DNA metilasyonu yaygin olarak promotdr
CpG adalarinda meydana gelir ve miRNA'larin ifadesini inhibe eder. Histon
modifikasyonlari, miRNA'larin translasyon aktivasyonunu arttirma ve susturma
kabiliyeti kazandirir. Ayrica, epigenetik ile ilgili enzimler miRNA'larin hedefi
olabilir. miRNA'lar, epigenetik ile iliskili enzimleri diizenleyerek DNA
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metilasyonunun ve histon modifikasyonunun ifadesini modiille eder. Bazi
miRNA'larin epigenetik diizenleyiciler tarafindan diizenlendigi ve bu nedenle
epigenetik mekanizmayi etkiledigi bulunmustur. 5-AZA, LBH589 ve GSK-J4 gibi
miRNA-epigenetik dongiisiinii diizenleyebilen epigenetik diizenleyici ilaglar, gesitli

hastaliklar igin olas1 gii¢lii bir terap6tik strateji haline gelmistir (Yao ve dig. 2019).
2.6.2.Genetik Degisiklikler

Cergeve kaymasi1 mutasyonlari, mikrosatellit kararsizligindan kaynaklanir. Bu
tir genetik degisimler birkagc mRNA'nin ifadesini etkileyebilir. Bunlardan biri de
TARBP2 mRNA'sidir. TARBP2, Dicer stabilize edici proteindir, kolorektal, mide
kanserinde ve meme kanserinde bulunmustur. Bilinen miRNA'larin yarisindan
fazlas1 kirilgan bolgeler, minimal heterozigotluk kaybi1 bdlgeleri, minimal
amplifikasyon bolgeleri (minimal amplikonlar) veya ortak kirilma noktasi bolgeleri

gibi kanserle iliskili bolgelerde bulunur (Bertoli ve dig. 2015).
2.6.3.miRNA Biyogenez Yolundaki Kusurlar

Drosha, DGCRS8, Xpo5, Dicerl ve TRBP gibi miRNA biyogenezinde yer
alan enzimleri kodlayan genlerdeki cesitli somatik ve germline mutasyonlari, malign
timorlerde tanimlanmigtir. Epitelyal olmayan over kanserlerinde DICER1'in RNase
IIIb alanini etkileyen somatik mutasyonlar gosterilmistir. Argonaute proteinleri,
miRNA ifadesinin ve fonksiyonunun diizenlenmesinde Onemli bir rol oynar.
Argonaute'nin, RNaz aktivitesinden bagimsiz olarak, transkripsiyon sonrast olgun
MIiRNA ifadesini artirdigi gosterilmistir. Ek olarak, Argonaute proteinlerinin asiri
ifadesi, miRNA bozulmasint yavaglattigt ve miRNA yar1 Omriiniinii artirdigi

gosterilmistir (Gulyaeva ve Kushlinskiy 2016).
2.7.0nkomiR'ler

miRNA'larin, protein kodlayan genlerin %90"'indan fazlasimi diizenledigi ve
bdylece onlar1 gen diizenleyicilerinin en biiyiik smifi haline getirdigi tahmin
edilmektedir. Genis diizenleyici rolleri ve c¢esitli hedef mRNA'lar1 nedeniyle
miRNA'lar, hiicre dongiisii, timor gelisimi, gd¢/invazyon ve anjiyogenez dahil

olmak {lizere ¢esitli normal ve patojenik hiicresel siirecleri diizenleyebilir, boylece
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onkogenler (onkomiR) veya tiimor baskilayicilar (tsmiR) olarak islev gorebilirler

(Hannafon ve dig. 2019).

OnkomiR'ler, ¢ok sayida kanserle iligkili geni modiile eden gii¢lii molekiiler
araclardir. Kansere yol acan ¢ok asamali ve cok genli sapmalar, miRNA'larla
yakindan baglantilidir. OncomiR'ler, kanser fenotiplerinin baslangicinda ve/veya
stirdliriilmesinde nedensel bir rolii olan miRNA onkogenleridir. Kanser, ¢esitli
biyolojik yolaklarda yer alan genlerde bulunan sayisiz genetik ve epigenetik
anormalligin toplamini temsil eder. Bu karmasikliga ragmen, kanserler tek bir
onkogene bagimli olabilir, dyle ki, bu onkogenin ortadan kaldirilmasi, malign
fenotipin kaybolmasina veya tersine cevrilmesine yol agar. miR-21 giiglii bir
onkomiR'dir. Birkag¢ in vitro ve in vivo model, miR-21'in ektopik ifadesinin timdr
gelisimi ve kanser ilerlemesi ile iliskili olabilecegini gostermistir. Prostat kanseri
hiicrelerinin ~ pre-miR-21 ile transfeksiyonunun anjiyogenezi  destekledigi
gosterilmistir. Ayrica transgenik farelerde miR-21'in dogrudan ve kosullu asiri
ifadesinin agresif bir B-hiicresi lenfoma fenotipini indiiklemek i¢in yeterli oldugu da
gosterilmistir (Cheng and Slack 2010). Sekil 2.12.’de miRNA biyogenez yolu ve

kanserde oncomiR'leri inhibe etme yollar1 yer almaktadir.
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Sekil 2.12. miRNA biyogenez yolu ve kanserde oncomiR'leri inhibe etme yollart:
miRNA diizensizliginin hiicre proliferasyonu, apoptoz, go¢ ve istilay1 etkileyerek
kanser gelisimini kontrol ettigi yaygm olarak kabul edilmektedir. Ozellikle,
tanimlanan kanserle iliskili miRNA'lar ¢esitlidir ve farkli dokular, kanser tiirleri igin
spesifiktir. Bu da onlarin teshis ve terapodtik hedefler icin potansiyel biyobelirtecler
olduklarini distindiirmektedir. Karsinogenezde miRNA'nin dengeli ifadesinin
basarisizligl, ifadesi artmig onkojenik miRNA'lari veya ifadesi azalmig timor
baskilayict miRNA'lar1 igerir. Bu 6nemli miRNA'lar, miRNA'lar1 arastirmak ve
analiz etmek i¢in ¢esitli yaklagimlarin gelistirilmesini hizlandirmistir. Nguyen ve
chang (2020)’dan alinmistir.

Kronik lenfositik 16semide, miRNA-15 ve miRNA-16'nin ifadesinin azalmasi
2002°de gosterilmistir. miRNA'larin kanser kok hiicrelerinin (CSC'ler) kaderini
diizenledigini gdsteren son kamitlar da vardir. Ornegin, SOX2, miR-200a, miR-200b,
miR-200c, miR-141 ve miR-429 dahil miR-200 ailesi iiyeleri tarafindan hedeflenir.
MiR-34a ifadesi, CSC farklilagsmasi ile negatif korelasyon gosterirken miR-34a,
Notchl't dogrudan hedefleyebilir. Bu genler pluripotens ve iliskili kok hiicre

stiregleri icin gerekli oldugundan kok hiicre miRNA'larinin diizensizligi, kendini
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yenilemenin artmasina ve CSC'lerin apoptozunun azalmasina neden olur (Rahman ve

dig. 2019). Sekil 2.13.”’de kanserlerde rol oynayan bilinen bazi onkogenik miRNA'lar

ve hedef genleri gosterilmistir. Ayrica, Sekil 2.14.’de gosterildigi tizere bir onkomiR,

bircok geni hedef olarak diizenleyebilirken, bir gen bir¢ok oncomiR tarafindan

hedeflenebilir.

onko-miR hedef genleri kanser tipi
miR-9 E-kaderin, LIFR meme kanseri
miR-108 KLF4, HOXD10, TP53, FOX03, glioblastoma, meme kanseri, Szofajiyal
CYLD, PAXS, PITCH1, NOTCHL
. glioblastoma, meme kanseri, kolorektal,
mik-21 PTEN, PDCDA4, RECK, TPM1 akciger, pankreas, karaciger, mide, servikal,
i homeopatik kanserleri
mlR—lDEh}BS PTEN{AR‘IZ ‘,'D|a§| .
meme kanseri
. P53
mif-125b akciger kanseri
miR-130a CRMP4 akciger kanseri
miR-155 SHIP1, PI3K, FADD, CDX1 B hiicreli kanser, glioma
miR-181a PRKCD, Bim servikal, meme kanseri
miR-200s ZEB1, ZEBZ, SIPL servikal, yumurtalik kanseri
miR-210-3p 50C51, TNIPL pankreas kanseri
miR-221/222 PTEN meme kanseri
miR-335 Rb1, Bekw yumurtalk kanseri
miR-498 BRCAL meme kanseri
miR-504 P53, CDKG H5CC, ndroblastoma
miR-1810 POCD4 kolorektal kanser
miR-224/452 DPYSL2, KRAS glioblastoma
miR-181/340 KRAS, MECP2 mide kanseri

Sekil 2.13. Kanserde onkogenik miRNA'lar. Nguyen ve chang (2020)’dan

alinmustir.
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Sekil 2.14. Bir onkomiR, birgok geni hedef olarak diizenleyebilirken, bir gen birgok
oncomiR tarafindan hedeflenebilir. miR-21, ayn1 anda birden fazla geni hedefleyen
bir oncomiR olarak bilinir; timor baskilayict PTEN, birka¢ oncomiR tarafindan
negatif olarak diizenlenir. T cubuklari, miRNA tarafindan hedef ekspresyonunun

baskilandigini gosterir. Nguyen ve chang (2020)’dan alinmustir.
2.8.Meme Kanseri ile iliskili Gen ve miRNA’lar

MikroRNA'larin diizensizligi, meme kanseri dahil olmak {izere bir¢ok insan

kanserinin baglamasinda ve ilerlemesinde rol oynar (Bertoli ve dig. 2015).

Meme kanseri patogenezinde yer alan gesitli hiicresel ve molekiiler hedefler
arasinda, miRNA'larin temel epigenetik diizenleyiciler olarak yer aldig
kanitlanmistir. Bu molekiiller, biiylime, anjiyogenez, gelisme ve farklilasma dahil
olmak {iizere cesitli biyolojik fonksiyonlarda etkili rollere sahiptir. Calismalar,
miRNA'larin  diizensiz regiilasyonunun, meme kanserinde anjiyogenez, timor
bliylimesi, metastaz ve tedaviye yanit gibi tlimorigenezin cesitli yonlerinin ortaya

¢ikmasiyla dogrudan iliskili oldugunu gostermistir (Pour ve dig. 2019).
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Meme kanserinin kesin nedeni belirsizdir. Endokrin bozukluklari, genetik
mutasyonlar ve bagisiklik fonksiyonundaki azalmalar gibi birgok risk faktorii meme
kanserine yakalanma riskini artirabilir. Bununla birlikte, gen mutasyonlarinin
birikmesi ayrica diizensiz gen ifadesinin neden oldugu diizensiz meme epitel hiicresi
proliferasyonu ve apoptoz da meme kanserinin temel nedenidir. Cok sayida genin
miRNA tarafindan diizenlendigi tahmin edildigi i¢in meme timor gelisimi ve
metastazinin birka¢g dokuya 6zgii miRNA tarafindan diizenlenmesi de muhtemeldir
(Li ve dig. 2014).

Meme kanserinde kansere bagli bagisiklik ve kemik metastazinda rol oynayan
miRNA'lar Sekil 2.15.’de yer almaktadir. miRNA'larin kanserdeki rolii ve miRNA
temelli tedavilere yaklasimlardan ise Sekil 2.16.’da bahsedilmistir.

sitotoksik T hilcresi
(CD8’)
dentritik hilcre l /

®

miR-20a, MR-200, NK
miR-93, MIR-5200,
miR-1060, miR-373,
makrofajlar miR-100, MR-302c,

miR-520c, miR-519a-3p

miR-34a, mR-34c,

miR-124, MiR-30 farmily, MRS,

miR-128, miR-335 miR-100

kemik metastan

Sekil 2.15. Meme kanserinde bagisiklik ve kemik metastazinda rol oynayan
miRNA'lar. Gomarasa ve dig. (2020)’nden alinmistir.
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Sekil 2.16. miRNA'larin kanserdeki rolii ve miRNA temelli tedavilere yaklagimlar:

Yiiksek miRNA ekspresyonu kanserde yaygin bir bulgudur. Onkojenik miRNA'larin

yukar1 regiilasyonu, tiimor baskilayict gen hedeflerinin genel bir asagi regiilasyonunu

belirlerken, tiimor baskilayict miRNA'larin asag regiilasyonu, apoptozu bloke etmek

ve proliferasyonu, EMT'yi, istilay1, go¢li ve metastaz1 tesvik etmek icin kanserli

hiicreyi tamamen destekleyerek hedef onkogenlerin yukar1 regiilasyonunu indiikler.

miRNA'lar1 hedef alan terapdtik yaklagimlar; miRNA inhibisyon tedavisi ve miRNA

replasman tedavisidir. miRNA bazli tedavilerin etkileri, hiicre 6liimiinde bir artisa ve

timor gelisiminin 6nlenmesine katkida bulunur. Gomarasa ve dig. (2020)’nden

alinmistir.
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2.9.miR182 ve Kanser iliskisi

miR-182, farkli tiimor tiplerinde bulunan onkogenik bir mikroRNA'dir.
Kolorektal kanserde en fazla regiile edilen miRNA'lardan bir tanesidir. Bu miRNA,

tiimor gelisiminin ilk adimlarinda ifade edilmesine ragmen, timor gelisimini

tetiklemedeki rolii belirsizdir (Perilli ve dig. 2019).

Yiiksek seviyelerdeki miR-182, T hiicre fonksiyonu, DNA onarimi ve
kanserin bir¢ok yoniiyle iliskilendirilmistir (Pucella ve dig. 2015).

mMiR-182'nin azalan seviyesi, mTOR ifadesini arttirmada ve renal karsinom
patogenezini tesvik etmede rol oynar. miR-182'nin asir1 ifadesi, mTOR ifadesini

inhibe eder ve hiicre proliferasyonu ve invazyonunu zayiflatir (Yang ve dig. 2018).
2.10.miR182 ve Meme Kanseri iliskisi

Proteomik c¢aligmalar, son zamanlarda tek bir miRNA'nin yiizlerce hedef
tizerindeki genis etkisini ortaya ¢ikarmistir. Birgok hiicresel yol 6zellikle gelisimsel
ve onkogenik siireglerle ilgili olanlar, miRNA'larin diizenleyici islevinden etkilenir
(Winter ve dig. 2009). Meme kanserinde rol oynadigi gosterilen bazi miRNA
biyobelirtegleri ve meme kanserindeki ayirt edici Ozellikleri Sekil 2.17.°de

gosterilmistir.

miR-182, Ug¢lii negatif meme kanserinde FOXF2'nin 3' UTR bdlgesini
hedefleyerek, FOXF2'yi baskilayarak potansiyel bir ¢ogalma ve metastaz
indiikleyicisi olarak rol oynar. MiR-182’nin asir1 ifadesinin, MDA-MB231
hiicrelerinde artan bir proliferasyon ve istila orani ile sonuglandigi bulunmustur.
miR-182, PFNI1 ifadesinin baskilanmasi yoluyla hiicre canliliginin, ¢ogalmasinin,
istilasinin ve ayrica apoptozun desteklenmesini saglar. Bir digeri ¢alismada, miR-
182'nin PFNI1 ifadesini etkileyerek hiicre proliferasyonunu ve migrasyon hizini da

etkiledigi gosterilmistir (Nurzadeh ve dig. 2021).
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Sekil 2.17. miRNA biyobelirtecleri ve meme kanserinde ayirt edici 6zellikleri.
Bertoli ve dig. (2015)’nden alinmistir.

Meme kanseri trastuzumab direngli hiicrelerde miR-182 asir1 ifadesinin
MET'yi hedefleyerek ve downstream PISK/AKT/mTOR sinyal yolunu inhibe ederek
trastuzumab direncini inhibe ettigi gosterilmistir. Bu nedenle miR-182'nin artmis
ifadesi veya hedef geninin ifadesinin azalmasini, meme kanseri trastuzumab direngli
hiicrelerde trastuzumab direncinin {stesinden gelmek i¢in potansiyel bir strateji

olarak kullanilabilecegi ileri siiriilmektedir (Yue ve Qin 2019).

miR-182 birgok kanser tiiriinde onkogenik bir rol oynar. TGF-$ sinyalinin
downstream efektortidiir. Silindirindromatoz (CYLD), hiicre adezyon molekiili 1
(CADM1) ve SMADT'yi hedefleyerek TGF-p ile indiiklenen EMT'yi ve metastazi
giiclendirir. FOXF2, miR-182-5p'nin bilinen bir hedefidir ve miR-182 tarafindan
diizenlenen kanser ilerlemesine aracilik eder. miR’182'nin hem FOXF2 hem de

SMAD?3"in dogrudan transkripsiyonel hedefi oldugu bazal benzeri meme kanserinde
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(BLBC) gosterilmistir. Bu iliski araciligi ile miR-182, BLBC agresifligini kontrol
eder (Lu ve dig. 2020).

2.11.Cisplatin

Cisplatin (sisdiamindikloroplatin II), son kirk yilda bir¢ok kanserin tedavisi
icin yaygin olarak kullanilan metal bazli bir anti-kanser ilacidir (Praphakaran ve dig.
2013).

Cisplatin, DNA iizerindeki piirin kalintilarina baglanma ve buna gore zincir
ici eklentiler olusturma yetenegini gosteren ve DNA'ya zarar veren bir ajandir.
Ayrica, hiicrelerin DNA onarim mekanizmalarina miidahale ederek DNA'da 6liimciil
hasarlara ve nihayetinde c¢esitli mekanizmalar yoluyla hiicre oliimiine yol agar

(Papadopoulos ve Scorilas 2015).

DNA'y1 ¢apraz baglayan ve RNA transkripsiyonu ve DNA replikasyon
aktiviteleri ile etkilesime neden olan bir DNA-interkalasyon ajanidir. DNA
lezyonlar1 tamir edilmezse, DNA hasarina bagli hiicre dongiisii durmas1 ve apoptoz
tetiklenir. Hiicreler, cisplatine karsi, ilacin hiicrelerdeki birikimindeki degisiklik, ya
inhibe edilmis alim veya arttirilmis akis yoluyla, ilacin redoks mekanizmalariyla
detoksifikasyonu, eksizyon onarim mekanizmalartyla DNA'nin onarimi veya
apoptotik mekanizmalarin negatif diizenlenmesi dahil olmak {izere g¢esitli

mekanizmalarla direngli hale gelebilir (Hill ve dig. 2019).

Cisplatin, platin-DNA eklentilerinin olusumu yoluyla DNA'y1 alkilleyerek
DNA hasarma yol agar, hiicre dongiisiiniin G1/S fazinda kalmasini saglayarak
apoptoza neden olur. Diger tiim platin ilaglar1 gibi, cisplatin de baslangigta kanser
hiicrelerini dldiirmede etkilidir, ancak sonunda direng gelisir. Yan etkileri olsa bile
cisplatin halen kullanilmaktadir. Baslangic klinik tedavileri ve tekrarlayan ve/veya
metastatik kanser hastalarina uygulanir. Kemirgen meme tiimdrlerinin cisplatin ile
tedavisinin baslangigta tiimor biiylimesini baskiladigini, ancak uzun siireli ilaca
maruz kaldiktan sonra ila¢ direncinin meydana geldigini ve kontrolsiiz tiimor niiksii

ve biiyiimesine yol agtigini gézlemlenmistir (Wang ve dig. 2021).
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2.11.Wwox Geni ve Kanser Iliskisi

WW alani igeren oksidorediiktaz (WWOX), iki N-terminal WW alanindan ve
bir C-terminal SDR alanindan olusur. Katlanmis bir konformasyonda, WW alanlar1
SDR alanin1 baglar. Stres kosulu altinda WWOX, Tyr33 fosforile olur ve protein
acilir. SDR alanindaki bir NSYK motifi dstrojen veya androjeni baglar. C-terminal
D3 kuyrugu proapoptotiktir. D3, Alzheimer hastalii gibi beyin korteksinde
kiimelenmeyi Onlemek i¢in TRAPPC6AA'yi (TPC6AA) baglar. Bununla birlikte,
etkinlestikten sonra, katlanmamis WWOX, TPC6AA'yi baglamak icin ilk WW
alanini kullanir (Huang ve Chang 2018).

WWOX geni yaygin kromozomal kirilgan bolge (CFS) FRA16D'yi de kapsar.
"Kirllgan bolge" terimi ilk olarak replikasyon stresini takiben kiiltiirde
kromozomlarda goriilen bosluklar1 tanimlamak i¢in kullanilmistir. Kirillgan bolgeler,
popiilasyon icindeki sikliklarina baglhi olarak nadir veya yaygin olarak
siniflandirilirlar. CFS'ler tiim bireylerde tanimlanabilirken, nadir kirilgan bolgeler
%S5'ten azinda goriiliir. En sik aktive olan ve 1yi durumda olan lenfositlerde ¢alisilan
CFS'ler, 3p14.2'de FHIT'i kodlayan FRA3B ve WWOX’u kodlayan FRA16D'dir.
WWOX lokusunda genetik degisiklikler, heterozigotluk kaybi1 (LOH), homozigot
delesyonlar ve translokasyonlar yoluyla meydana gelir. LOH veya WWOX geninin
bir alelinin veya bir alelinin bir kisminin kaybi, hepatoseliiler karsinomlarin %52'si,
prostat karsinomlarmin %53", akciger ve mide kanserinin yani sira meme

karsinomlarinin %67'si i¢in rapor edilmistir (Schrock ve Huebner 2015).

Kirilgan bir bolgedeki konumunun yani sira, promotdriiniin hipermetilasyonu,
miRNA'lar tarafindan diizenlenmesi ve translasyon sonrasi modifikasyonlar

WWOX’un degistirilmis ifadesine neden olur (Tanna ve Ageilan 2018).

WWOX'un basglica antikanserojen molekiiler fonksiyonlar1 sekil 2.18’de ve
bu fonksiyonlar1 hangi yolaklar {izerinden gergeklestiridigi sekil 2.19°da

gosterilmistir.
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WWOX, kanser iligkili transkripsiyon faktorlerinin transkripsiyonel
aktivitelerini inhibe eder. Dvl-2 ve Bcl9-2 proteinlerine baglanarak Wnt/b katenin
yolagint inhibe eder. SMAD yolaginda SMAD3’e baglanarak TGFB1/SMAD
yolagint inhibe eder. JAK2/STAT3 vyolaginda ise STAT3’e baglanarak
transkripsiyonel aktivitesini inhibe eder. WWOX kayb1 hipoksi ile indiiklenebilir
Transkripsiyon Faktorii 1o’nin (HIF 1) ifadesini uyarir ve anaerobik glikolize tesviki
saglayarak Warburg etkisini destekler. Genom caretaker olmasi nedeniyle kaybi
genomik kararsizliga yol acgarak kansere neden olur. Endozom, golgi,
liziozomlardaki protein trafiginin diizenlenmesi gibi gorevlerde yer alir. Fare
modelleri ayrica WWOX'un tiimor baskilayict aktivitesine de 1sik tutmustur.
WWOX, c¢ekirdekte p53'i baglayarak hareket eden proapoptotik bir proteindir.
Bununla birlikte, WWOX'un p53 eksikligi olan insan akciger kanseri NCI-H1299
hiicrelerinde apoptozu indiikledigi de bildirilmistir, bu nedenle WWOX ayrica
p53'ten bagimsiz olarak programlanmis hiicre 6liimiinii uyarabilmektedir (Taouis ve

dig. 2021).
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Sekil 2.18. WWOX'un ana antikanserojen molekiiler fonksiyonlari. (Taouis ve dig.

(2021)’den alinmustr.
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Sekil 2.19. (A) Wnt/B-katenin, (B) TGFB1 ve (C) JAK2/STAT3 yollarinin WWOX

tarafindan modiilasyonu. (Taouis ve dig. (2021)’den alinmistir.
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2.13.Wwox Geni ve Meme Kanseri

Wwox, 46kDa bir proteindir. Kanser ile iligkili en aktif yaygin kirilgan
bolgedir. Wwox proteini kodlayan genin genomik, lokusu heterozigotluk kaybina ve
homozigot delesyonlara karst duyarlhidir, bunlarin her ikisi de gen ifadesinin
azalmasina neden olur. Wwox heterozigotluk kaybi, meme kanserinin invaziv oncesi
evrelerinin  %70'inde veya daha fazlasinda gozlemlenmistir. Wwox ifadesi
seviyesinin ER ve PR durumu ile iligkili oldugu gosterilmistir, dyle ki Wwox ifadesi
ER- ve PR- pozitif tiimdrlerde bu reseptorler i¢in negatif olan tiimorlere gore daha
yiiksektir (Chang ve dig. 2018).

Meme kanseri hiicrelerinde eksojen Wwox'un asir1 ifadesi veya endojen
Wwox protein ifadesinin restorasyonu, kanser hiicresi biiylimesini baskilar ve in vitro
apoptozu ve ksenograft tiimor biiyiimesinin baskilanmasini indiikler, bu da meme
kanserlerinde Wwox sinyal yolunun yeniden aktivasyonunun terapotik potansiyele
sahip oldugunu disiindiiriir. Wwox ifadesi, invaziv meme karsinomlarinin %63'tinde
azalir ve bu durum 0&strojen reseptor a seviyeleri ile iligkilidir. Birgok tiimor
baskilayict genin ifadesi, kanserde epigenetik mekanizmalar tarafindan azaltilir ve
CpG acisindan zengin gen promotdr bolgeleri kanserlerde siklikla metillenir
(Lliopoulos ve dig. 2007). Sekil 2.20.’de Meme kanserinde WWOX'un diizenleyici

mekanizmalari yer almaktadir.

Meme kanserinde WWOX ifadesi ile ER durumu arasinda pozitif bir
korelasyon gozlenir. Ote yandan, azalmis WWOX ifadesi, meme kanseri hastalarinda
daha kotii prognoz, daha yiiksek relaps ve mortalite oranlart ile iliskilendirilmistir.
Meme kanseri hiicrelerinde, WWOX'un ayrica HIF1a diizenlemesi yoluyla glikoliz
yolu genlerinin ifadesini modiile ettigi de bulunmustur. FRA16D igindeki meme
kanseri delesyonlari %80'den fazla vakada gozlenir ve bu da WWOX kodlama
bolgesindeki degisiklikleri meme kanserinde en yaygin genetik degisim haline
getirir. Bununla birlikte, LOH, WWOX ifadesinin azalmasindan sorumlu olan tek
mekanizma degildir, hipermetilasyon ve WWOX'un kodlama bolgesindeki bazi nadir
nokta mutasyonlarmin da meme karsinogenezinde ve kanser ilerlemesinde rol

oynadig1 bulunmustur (Pospiech ve dig. 2018).



36

TGF- ligandlan
tip ll reseptor N, tip I reseptér

M ICECCRECOCCOOOCCOTCCooeeeeeesse
AN B BB HHN NS T T I S T R s
ICCSOTTESOTTELCTSTCECooTeeeees0

J sitoplazma

WIWOX %

—{wwox
G @B

poliubikuitinasyon ve
— —_— degradasyon

nukleus

Sekil 2.20. Meme kanserinde WWOX'un diizenleyici mekanizmalari: WWOX,
PPxY alani igeren proteinleri baglar ve bunlari sitoplazmada sekestre ederek ErbB4,
AP-2g, SMAD3 ve WBP2 dahil olmak {izere transkripsiyonel islevlerini baskilar.
WWOX'un Tyr33 fosforilasyonu, WW-PPxY etkilesimini destekler. Tyr287
fosforilasyon islemi, WWOX c¢oklu-onarim ve bozunma ile iliskilidir. WWOX
ifadesinin kayb1 veya azalmasi meme kanseri ile iliskilidir. Immiinohistokimyasal
boyama, normal insan meme dokusunda giicli WWOX ekspresyonu gosterir.
WWOX' ekspresyonu, meme kanseri dokularinin %55-63.2'sinde azalir ve meme
kanseri dokularmin %29'unda kaybolur. WWOX SDR alaninin g¢ogunlugundan
yoksun olan FORIII transkripti, meme tiimorlerinin %50'sinde ve meme kanseri

hiicre hatlarinin %90'inda eksprese edilir. Li and dig. (2015)’den alinmistur.

WWOX inaktivasyonunun, genom instabilitesine ve p53 kaybina neden
oldugu gosterilmistir. Hem WWOX hem de p53 degisikliklerini barindiran
hiicrelerin, hiicre biiyiimesi ve transformasyonuna katki sagladigi ve dolayisiyla daha

hizli timdr olusumuna sahip oldugu disiiniilmektedir (Abdeen ve dig. 2018).
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Immiinohistokimya c¢alismalar, WWOX protein diizeylerinin timér alt
tiplerine bagli olarak degisebilecegini gostermistir. Ornegin meme kanserinde,
WWOX o6strojenle regiile edilen bir gen oldugu i¢in liimen tiimorlerinde daha ytliksek
oranda ifade edilir. WWOX ifadesinin kaybi, ER-negatif meme tiimdrlerinde kotii bir
prognoz ile iliskilidir, ancak ER-pozitif meme kanserlerinde oldugu kadar degildir.
Genomik kayiplar, WWOX ifadesinin inhibisyonuna yol agan ana mekanizma gibi
goriinmektedir. Bu nedenle meme ve ovaryum kanserlerinin yarisindan fazlasinin

WWOX geni i¢inde heterozigot delesyonlar1 vardir (Taouis ve dig. 2021).

Meme kanserinde kromozom 16"in uzun kolunu etkileyen genomik ve
kromozomal anormallikler yillar i¢cinde siklikla rapor edilmistir. Ayrica, 16qnun
cesitli bolgelerini etkileyen alelik kayiplarin, karsinom gelisiminin invaziv Oncesi
asamalarinda meydana geldigi gézlemlenmistir. Meme, ovaryum, karaciger ve diger
karsinomlar ve l0semiler dahil olmak iizere c¢ok sayida neoplazide WWOX'u
genomik ve ifade diizeyinde etkileyen anormallikler rapor edilmistir. Ayrica ektopik
WWOX ifadesinin, olduk¢a agresif meme karsinomu hatlarinin ankrajdan bagimsiz
biiylimesini ve in vivo tiimdrijenitesini inhibe ettigi gosterilmistir ve bu protein igin

varsayilan bir tiimor baskilayici roli vurgulanmistir (Nunez ve dig. 2005).

WWOX'un, miRNA ifadesinin kontrolii yoluyla hem epitel hem de
mezenkimal belirteglerin seviyelerini diizenleyerek hiicresel fenotipi kontrol ettigi
bulunmustur. WWOX, c-MYC ifadesinin negatif diizenlenmesi yoluyla, fibronektini
hedefleyen miR-146a'nin birikmesini destekler. Bu yeni 6ngoriilemeyen bulgular,
WWOX kaybinin, miRNA gen ifadesinin modiilasyonu yoluyla {iglii negatif meme
kanseri hiicrelerinin invazyonunu ve metastazini arttirdigini - gostermektedir

(Khawaled ve dig. 2019).
2.14.Gen Susturulmasi ve Crispr

Gen diizenlemesi, hiicrelere benzersiz kimlik ve islev kazandirmak igin
gereklidir. Viicudumuzda bir¢cok hiicre tipi vardir, bu hiicreler ayni zigottan
geldikleri i¢in aym1 genoma sahiptir. Hiicreleri birbirinden ayr1 kilan sey, genlerin

nasil diizenlendigidir. Gen diizenlemesini anlamak, hiicrelerin hem kimliklerine hem
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de islevlerine 151k tutar. Cesitli diizenleyici ve epigenetik mekanizmalar kismen farkli

kimlikleri ve islevleri miimkiin kilar (Das ve dig. 2015).

CRISPR (diizenli araliklarla boliinmiis kisa palindromik tekrarlar), rehber

RNA'lar (gRNA'lar) ve Cas9'un yardimiyla giiglii bir gen diizenleme aracidir (Jin ve
dig. 2019).

Bir genin islevini 6grenmek i¢in yaygin bir yaklasim, o genin ortadan
kaldirildigi bir hiicre veya organizmanin fenotipini arastirmaktir. CRISPR
teknolojisinin gelismesine kadar bu yaklasimi memeli hiicrelerine uygulamak son
derece zordu. Gen aktivitesini baskilamak i¢in daha 6nceki yontemler, her ikisi de
Fokl niikleaz temelli, bir DNA baglama alanmi iceren ¢inko parmak niikleazlari
(ZFN'ler) ve transkripsiyon aktivator benzeri efektor niikleazlari (TALEN'ler)
iceriyordu. Bu yaklasimlar belirli bir lokusta bir ¢ift zincirli DNA kirik (DSB)
olusturma yetenegine sahipken, hem ZFN'ler hem de TALEN'ler, farkli DNA
dizilerini hedeflemek igin DNA baglanma alanlarinin  karmasik yeniden
yapilandirilmasini gerektirdi. Bu nedenle, ¢cok yonliiliikkleri ve kullanighiliklar1 son

derece sinirliyd: (Giuliano ve dig. 2019).

1987 gibi erken bir tarihte, CRISPR ilk olarak Escherichia coli K12'de
bulundu. Gegen yirmi yilda, bu palindromik tekrarlar %40'tan fazla bakteride ve %90
arke'de tanimlanmistir. CRISPR, istilact viriis veya plazmitlerden gelen eksojen
niikleotitler pargalarinin bosluk birakarak olusturan tekrar dizilerini igerir ve
lokuslar1 genellikle cas gibi bazi endoniikleazlarla gevrilidir. ilk olarak CRISPR
RNA'lart (pre-crRNA'lar) kopyalanir ve daha sonra hedef DNA dizilerini
tetikleyebilen ve parcalayabilen bir kompleks olusturmak i¢in Cas (CRISPR ile
iliskili protein) proteini ile birleserek crRNA'lara iglenir (Chang ve dig. 2016).

CRISPR ile iligkili protein 9 (Cas9), Cas proteinleri arasinda en yaygin
kullanilanidir. DNA'nin Cas9 aracili boliinmesi iki RNA ile ¢alisir. ilk olarak;
yabanct DNA'y1 proto-aralayici bitisik motif (PAM) olarak adlandirilan 20 baz gifti
uzunlugunda tamamlayict bir bolge araciligiyla taniyan crRNA, ve ikinci olarak
crRNA ile hibridize olan trans-aktive edici CRISPR-RNA (tracrRNA). Bu sistemi
kolaylastirmak ic¢in, crRNA-tracrRNA flizyonu kimerik bir tek kilavuzlu RNA
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(sgRNA) halinde birlestirilir. Cas9, sgRNA'da ilgili bir DNA dizisine tamamlayic1 20
niikleotitlik bir bolge olusturarak, uygun bir PAM dizisi ile herhangi bir genomik
lokusa hedeflenebilir. DNA kesiminden sonra, DNA onarim mekanizmalari, bir
knockout nedeni olabilen insersiyonlar1 ve delesyonlar1 (indels) tetikleyebilir
(Lentsch ve dig. 2019).

Bakteri genomlarinda CRISPR dizilerinin tanimlanmast daha sonra CRISPR
olarak adlandirilan bir dizi homolog genin ve birlikte CRISPR lokusunu olusturan
iligkili (cas) genlerin tanimlanmasina yol agti. CRISPR-Cas'i viriisle enfekte olmus
bakterilerin genomlarina eklenmesi, CRISPR-Cas'n fajlara karst direng
saglayabilecegini ve enfeksiyona direncin aralayici-faj dizisinin eklenmesi veya
silinmesiyle artirilabilecegini veya azaltilabilecegini ortaya koydu. Daha sonraki
yillarda CRISPR-Cas sisteminin, birlikte iki RNA hibrit bir yap1 olusturan olgun bir
CRISPR RNA (crRNA) ve baz iftli trans-aktive edici crRNA (tracrRNA)
tiretebilecegi gosterildi. Bu iki RNA yapisi, CRISPR ile iligkili protein Cas9'u
spesifik DNA dizilerine yonlendirebilir ve hedef DNA'da DSB olusturabilecegi
gozlemlendi (Yang ve dig. 2019).

CRISPR/Cas9'un ortaya ¢ikmasindan 6nce, RNAI, protein kodlayan genlerin
ifadesini baskilamak i¢in yaygin olarak kullaniliyordu. Bununla birlikte, RNAi'nin,
ncRNA'larin interferans1 i¢in kullamildiginda verimsiz bir yaklagim oldugu
kanitlanmistir. Birincil ncRNA'lardan biri olarak miRNA'lar, CRISPR/Cas?9 ile ilgili
alanda genis c¢apta arastirilmistir. CRISPR/Cas9, ilgili miRNA'larin biyogenez isleme
bolgelerini spesifik olarak hedefleyen sgRNA'larla yapilir. Birincil miRNA'larin
yapist lizerinde CRISPR/Cas9 tarafindan olusturulan degisikliklerin, bu olgun
miRNA'larin hem in vivo hem de in vitro ifadesinde azalmalara yol acabilecegi
gosterilmistir. Hepatoseliiler karsinom (HCC) hiicre dizilerinde miR-3188'1 basarili
bir sekilde knockout etmek icin CRISPR/Cas9 sistemi kullanilmis ve miR-3188
KO'nun hiicre biiylimesini, invazyonunu ve gociinii etkili bir sekilde bastirdigini ve
ksenograft tiimor biiylimesini inhibe ettigi bulunmustur (Yang ve dig. 2017). Sekil
2.21.’de genom diizenlemede CRISPR/Cas9 sisteminin uygulanmasi yer almaktadir.
CRISPR-Cas9 sistemi tarafindan olusturulan DSB’lerin sematik gosterimi ise sekil

2.22.°de yer almaktadir.
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Sekil 2.21. Genom diizenlemede CRISPR/Cas9 Sisteminin uygulanmasi. Mckee ve
dig. (2019)’nden alinmastir.
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Sekil 2.22. CRISPR-Cas9 tarafindan olusturulan DSB’lerin sematik gosterimi.
crRNA ve tracrRNA ile birlikte Cas9, DNA ¢ift sarmallarini spesifik olarak kesebilir
ve DSB'lere neden olabilir. Yang ve dig. (2017)’nden alinmistir.

CRISPR/Cas9'un belirli bir miRNA'ya uygulanmasi, terapétik inhibisyona
yonelik yeni bir yaklagimdir. CRISPR/Cas9 diizenlemesinin neden oldugu miRNA
yikim fenotipi, hem in vitro hem de in vivo modellerde 30 giine kadar stabil bir
sekilde muhafaza edilebilir. CRISPR/Cas9 sisteminin uygulamalarininin,
kodlamayan RNA etkilesimi ile iligkili kanseri tedavi etmek i¢in bir yol saglayabilir
(Nguyen ve Chang 2017).

CRISPR’mn kullanilabilecegi pek c¢ok alan mevcuttur. CRISPR, DNA
dizilerindeki bazi mutasyonlarin neden oldugu genetik hastaliklarin tedavisinde
kullanilabilir. Ornegin, Huntington hastaligina genomda yanlis niikleotid ¢iftlerine
sahip olarak goriilebilen HTT genlerindeki mutasyon neden olur. HTT genindeki
yanlis niikleotidleri dogru olanlarla degistirmek icin CRISPR kullanilabilirse
Huntington hastaligi kolaylikla tedavi edilebilir. CRISPR'nin sonsuz uygulamalari
olmasina ragmen, hala iki zorlukla kars1 karstyadir. {1k zorluk, hedef dis1 problemdir.

Ikincisi ise CRISPR'n etik sorunlaridir. Organizmalarin tarimsal veya biyolojik
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kullanim i¢in diizenlenmesine izin verilse bile, insan genomunun diizenlenmesi hala
cok tartismalidir. Genetik diizenleme sirasinda hatalar veya hedef dis1 etki meydana
gelirse, hastalar ciddi genetik mutasyona neden olabilir, bu da sadece hastalarin
saglik durumunu degil ayn1 zamanda gelecek nesilleri de etkileyebilir (Shen ve dig.
2017).

2.155iRNA

RNA interferans teknolojisi son on yilda ortaya ¢ikmistir. Kodlamayan
RNA'lar, onkogenik mRNA'larin ilgili proteinlerine translasyonunu onlemek igin

kullanilir (Barsoum ve dig. 2020).

RNA interferans yolu, degradasyonu artirarak ve boylece istenmeyen mRNA
dizilerinin translasyonunu azaltarak c¢alisir. siRNA, hiicre sitoplazmasina ulagmak
icin tasarlanmis 19-23-baz ¢iftli bir niikleotit dizisidir ve RNA kaynakli susturma
kompleksi (RISC) ile baglanir. RISC ile baglanma, sens zincirinin bozulmasina yol
acarken, antisens dizisi RISC'ye dahil olmaya devam eder. RISC daha sonra tek gen
ifadesini azaltmak etmek i¢in ¢oklu mRNA’y1 kirpar. Bu terapdtik mekanizma,
mevcut tedavilerin bagisiklik sistemini baskilayarak, hedef dis1i organlara zarar
vererek veya bagisiklik reaksiyonlarini indiikleyerek viicudu c¢ok genis oOlglide
etkileyen hastaliklar i¢in umut vericidir. Terapdtik amaclar icin siRNA, hatal
proteinleri, proinflamatuar sitokinleri, vb. kodlayan mRNA dizilerini hedeflemek
lizere tasarlanabilir (Chevalier 2019). siRNA aracili gen sessizlestirilmesi Sekil

2.23.’de detaylar ile gosterilmistir.
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Sekil 2.23. siRNA aracili gen sessizlestirilmesi: siRNA, hedef mRNA'larinin diziye
bagl dilimlenmesine rehberlik ederek hedef genlerin susturulmasia aracilik eder.
Bu kodlamayan, susturucu RNA'lar, endoniikleaz Dicer tarafindan kisa, aktif ~21-25
nt yapilara iglenen uzun dsRNA molekiilleri olarak baslar. Bir siRNA dupleksi
olusturulduktan sonra, RNA baglayici protein TRBP'nin yardimiyla Dicer tarafindan
RNA kaynakli susturma kompleksinin (burada sadece AGO?2 ile temsil edilen) kalbi
olan Argonaute (AGO?2) iizerine yiiklenir. yiikkleme iizerine, AGO2 siRNA kilavuz
dizisini seger, ardindan yolcu dizisini bdler ve ¢ikarir. AGO2'ye bagliyken, kilavuz
iplik daha sonra AGO2nin hedefi dilimlemesine yetecek kadar uzun olan
tamamlayict hedef mRNA'lar1 ile eslesir. Dilimlemeden sonra, boliinmiis hedef
mRNA serbest birakilir ve RISC, birka¢ tur daha dilimleme i¢in aym yiikli kilavuz
iplik kullanilarak geri donistiiriilii (Dana ve dig. 2017).
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miRNA ve siRNA, 2 tip kii¢iik RNA molekiiliinii temsil eder. Her iki kiigiik
RNA tipinin islenmesi hemen hemen aynidir. Temel fark, onlarin etki
mekanizmasidir. Genel olarak, siRNA, mRNA ile miikemmel tamamlayicilik
gerektirir, ancak miRNA'nin transkriptlerini hedeflemesi i¢in daha az miikemmellik
gerekir. Bir miRNA, birka¢ farkli transkripti hedefleyebilir. Diger bir temel fark,
siRNA'larin tipik olarak mRNA degradasyonu yoluyla transkripsiyon sonrasi bir
seviyede gen ekspresyonunu inhibe etmesidir. miRNA'lar ise hedef genlerini esas
olarak translasyonel baski yoluyla susturur (Subhan ve Torchilin 2019). siRNA ve

miRNA'nin RNAi mekanizmasiin ortak sematik gosterimi Sekil 2.24.°de yer

almaktadir.
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Sekil 2.24. siRNA ve miRNA'nin RNA1 mekanizmasi. Solda siRNA ile, antisens ve
hedef mRNA (sar1) arasindaki tam homoloji, mRNA'nin bdlgeye 6zgii yikimimna ve
degradasyonuna yol acar. Buna karsilik, aktif miRNA zinciri ve mRNA hedefi
arasindaki kismi dizi 6zdesligi; translasyonun inhibisyonuna, decapping ve ardindan

MRNA degradasyonuna yol acar (sagda). Subhan ve torchilin (2019)’den alinmistir.
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siRNA'larin bagisiklik algilamayr atladigi ve memeliler gibi daha yiiksek
organizmalarda gen yikimi i¢in kullanilabilecegi bulundugunda bir farkindalik
olusturmustur. Temel arastirmalarda genis kullanimin yani sira, siRNA'lar artik

terapi i¢in genleri hedeflemek lizere gelistirilmektedir (Neumeier ve Meister 2021).
2.16.miRNA tedavileri

miRNA'lar degradasyon veya translasyon baskilanmasi igin spesifik
mRNA'lar1 hedefleyerek RNA susturma ve gen ifadesinin transkripsiyon sonrasi
diizenlenmesinde Onemli bir diizenleyici rol oynar. miRNA'lar geleneksel
kemoterapotiklere karsi kemosensitiviteyi de arttirabilir. miRNA tabanli gen tedavisi
olasilig1 ne kadar ilging olsa da, miRNA'larin tiimor bolgelerine giivenli ve verimli
bir sekilde iletilmesini saglamada biiylik zorluklar vardir. Bunlardan bir tanesi
sentetik oligoniikleotitlerin viicutta her zaman mevcut olan niikleazlara karsi
savunmasizhigidir. Ikincisi ise, miRNA terapdtik ajanlarinin kanserli hiicreleri
hedefleyebildigi etkinlikle ilgilidir (Roy ve dig. 2021). Kanser ilerlemesi ile iliskili
miRNA'larin artmis ya da azalmis ifadelerinin isimlendirilmesi Sekil 2.25.’de yer

almaktadir.
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Sekil 2.25. Kanser ilerlemesi ile iligkili miRNA'larin kategorizasyonu. Timor

dokularinda; genellikle oncomiR'ler ve metastamiR'ler yukari regiile edildigi icin
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yiiksek ekspresyona, apoptomiR'ler ve tiimdr baskilayici tsmiR'ler asagi regiile

edildigi icin diisiik ekspresyona sahiptir. Roy ve dig. (2021)’nden alinmistir.
2.16.1.Replasman

miRNA bazli terapétikler gelistirmek icin iki genel yaklasim vardir. Birincisi,
ifadesi azalan spesifik proteinlerin ifadesini arttirmak i¢cin miRNA antagonistlerinin
veya inhibitdrlerinin gelistirilmesine dayanir. Ikinci yaklasim ise, anormal sekilde
indiiklenen proteinlerin ifadesini azaltmak i¢cin miRNA mimic kullanilmasindan

olusur (hum ve loiselle 2021).

Tiimor baskilayict miRNA'lar’in genellikle kanser hiicrelerinde ifadesi azalir
ve sonu¢ olarak hedef onkogenlerin artmasi ve tiimorigenezin desteklenmesine yol
acar. miRNA replasman tedavisi, kaybolan islevi geri kazanmak i¢in tlimor
baskilayict miRNA'min yeniden verilmesinden olusur. Bu amacla, birka¢ ajan
kullanilabilir. Bunlar, kiiciik molekiiller, miRNA mimic ve miRNA'nin endojen
ifadesini epigenetik olarak degistiren bir miRNA genini kodlayan DNA plazmidleri
olabilir. miRNA fonksiyonunun restorasyonu igin kullanilan kii¢iilk molekiiller,
miRNA sentezini ve islenmesini artirarak miRNA ifadesini spesifik olmayan bir

sekilde indiikleyen hipometile edici ajanlardan olusur (Gomarasa ve dig. 2020).

Hastaligin gelismesi veya ilerlemesi nedeniyle seviyesi diisen bir miRNA'nin
seviyesini arttirmak i¢in miRNA mimicleri kullanilir. miRNA mimic, yetersiz ifade
edilen endojen miRNA ile aym diziye sahip olan sentetik olarak iiretilmis RNA
molekiilleridir. Bunlar, ilgilenilen miRNA'nin normal ifadesini ve islevini yeniden
olusturabilir. Kisa heteronuklear RNA'lar1 (shRNA'lar), miRNA degistirme araci
olarak da kullanilabilir. Bu sentetik RNA molekiilleri, miRNA yolunun endojen
isleme mekanizmalar1 tarafindan olgun hale getirilir. Kanserde, miRNA'larin ¢ogu,
saglikli dokuya kiyasla daha diisiik bir seviyede ifade edilir. Bu nedenle, anti-tlimor
terapotikleri olarak miRNA'larin gelistirilmesine biiyiik yatirim var. Birgok miRNA
hiicre dongiisiinii diizenler ve tiimor baskilayic1 fonksiyonlara sahip oldugu
diisiiniiliir. Bu miRNA'larin degistirilmesi, mevcut kanser tedavilerini tamamlayabilir

veya arttirabilir (Bajan ve Hutvagner 2020).
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miRNA mimic uygulanmasi ¢ok umut verici olsa da, klinik uygulamalari i¢in

en biiyiik zorluklardan biri, etkili, verimli ve spesifik bir transfer saglamak i¢in en

uygun dagitim sisteminin gelistirilmesidir (Gomarasa ve dig. 2020). miRNA

mimiklerinin kullanimimi ve bu taklitlerin kanser gelisimine etkilerini igeren

caligsmalar Tablo 2.1.’de gosterilmistir.

Tablo 2.1. miRNA mimiklerinin kullanimmi ve bu mimiklerin kanser gelisimine

etkilerini igeren ¢aligmalar. Kumoglu ve dig. (2019)’nden alinmistir.

mMiRNA Kanser tipi Etkisi
mimik
meme Biiyiime ve migrasyonu inhibe eder, metastazi azaltir
Let-7 ailesi mide Multiilag direncini tersine ¢evirir
mide Hiicre proliferasyon, invazyon ve migrasyonu inhibe
miR-1 eder, MET’i hedefleyerek apoptozu destekler
meme STAT3’i hedefleyerek, hiicre proliferasyonunu
uyarir
miR-21 mide Kanser bilylime ve invazyonunu uyarir
endometrial Hiicre proliferasyonunu destekler
akciger Farede Bcl-2’yi hedefleyerek akciger tiimoriini
inhibe eder
miR-34a prostat Kanser kok hiicrelerini ve metastazi inhibe eder
pankreas Farede pankreatik kanser bilyiimeisni ihibe eder
meme EPO ve reseptorii EPOR’u hedefler
miR-125b retinoblastoma Timor blyiimesi ve apoptoz baskilanmasini
destekler
miR-143 mide DNMT3A’y1 hedefleyerek hiicre invazyon ve
proliferasyonunu inhibe eder
akciger FSCNI1 tarafindan ifadesinin azaltilmasi, migrasyon
ve invazyonu inhibe eder
miR-145 kolon Pim-1°1 hedefleyerek timor proliferasyonunu azaltir,
apoptozu arttirir
prostat Radyasyona kars1 tiimor hassisiyetini modiile eder




48

Tablo 2.1. (Devam) miRNA mimiklerinin kullanimimni ve bu mimiklerin kanser

gelisimine etkilerini iceren ¢aligmalar. Kumoglu ve dig. (2019) nden alinmistir.

miR-155 ovaryum Apoptozu destekler
miR- prostat Kemo hassasiyeti arttirir
181b/217
miR-199a ovaryum mTOR’u inhibe ederek, cisplatin direncini tersine
gevirir
miR-203 servikal Proliferasyon ve migrasyonu azaltir
endometrial SOX4 geninin ifadesini  azalttirarak, hiicre
proliferasyon ve migrasyonu ile iligkili gen ifadesini
diizenler
glioblastoma PLD2’yi hedefleyerek proliferasyon ve invazyonu
inhibe eder
miR-221/222 | prostat Biiyiime ve invazyonu destekler
hepatoselliiler Biiyiime ve invazyonu destekler
karsinom
miR-340 akciger Hiicre proliferasyonunu baskilar, apoptozu uyarir
meme Kanser gelisimini inhibe eder
miR-452 meme Docetaxel direncini destekler, apoptotik hiz1 azaltir

2.16.2.miRNA Inhibitorleri

Onkogenik miRNA'lar kanserde asir1 ifade edilir ve bunlarin inhibisyonu,
hedef tiimor baskilayici genlerin normal ifadesinin ve fonksiyonunun restorasyonuna
katkida bulunabilir. miRNA inhibitorleri genellikle onkogenik miRNA dizisini
tamamlayan ve tamamlayict miRNA ile afiniteyi arttirmak i¢in kimyasal olarak
modifiye edilen tek sarmalli oligoniikleotitlerdir. miRNA inhibitorleri arasinda
antisens anti-miRNA oligoniikleotidleri (AMO'lar), kilitli niikleik asit (LNA) anti-
miR'ler, antagomiR'ler, miRNA sponge, miRNA maskeleri ve miRNA'larin kiigiik
molekiil inhibitérleri (SMIR'ler) bulunur (Guo ve dig. 2018).

miRNA'larin fonksiyonel rolleri, miRNA fonksiyonunu baskilayan niikleik

asit bazli molekiiller olan inhibitorler kullanilarak arastirilabilir. Sentetik miRNA
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inhibitor tasarimlari, olgun miRNA'nin (hedef bolge) ters tamamlayicisint igerir ve
RISC'nin neden oldugu bolinmeyi Onlemek, baglanma afinitesini arttirmak ve
niikleolitik bozunmaya kars1 direng saglamak i¢in kimyasal olarak modifiye edilir.
Bir hiicreye verildiginde, endojen olgun miRNA'larin bu tamamlayici sentetik hedef
bolgelerine baglanmasinin geri dondiiriilemez oldugu diisiiniiliir, bu nedenle bu
inhibitdrlerin endojen miRNA'y1 baskiladigi ve onu normal islev icin kullanilamaz
hale getirdigi varsayilir (Robertson ve dig. 2010). miRNA biyogenezinin sematik
diyagrami ve terapotik stratejiler Sekil 2.26.’da gdsterilmistir.

artmig ifade normal fonksiyon azalmig ifade

// —_—— -

+

° l = ———__\ ) mimikler
A T\

= L & 0

miRNA siingeri

— miRNA maskesi TRBP i MIRNAMIRNA' duplex AL —— 0

’\/
IE
iil
R
LS
i
g

/ \W/ ; sitoplazma

nukleus

mRNA geni

miRNA geni

Sekil 2.26. miRNA biyogenezinin sematik diyagrami ve terapdtik stratejiler. Bu
sekilde; oncomiR ve tsmiR'ler i¢in miRNA bazli molekiiler kanser tedavisi tirtinleri
miRNA mimikleri (a), anti-miRNA oligoniikleotidleri (anti-miR'ler) (b), miRNA
stingerleri (c) ve miRNA maskelemesi (d) yer almaktadir. Kumoglu ve dig.

(2019)’nden alinmustir.
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2.16.2.1.miIRNA Antogonistleri (Antagomirs)

AntagomiR'ler, 23-nt uzunlugunda, ilgilenilen miRNA'y1 tamamlayici ve hem
kimyasal olarak modifiye edilmis hem de kolesterol konjuge edilmis tek sarmalll
RNA molekiilleridir. LNA'lar, miRNA fonksiyonel ¢alismalar1 igin in vitro
caligmalarda yaygin olarak kullanilmis ve miRNA inhibitorleri olarak

potansiyellerini ortaya ¢ikarmistir (Gomarasa ve dig. 2020).

AntagomiR'ler, oncomiR'leri baglayarak ve bloke ederek miRNA ile ilgili
yollar1 etkiler. Bu niikleik asit antagonistleri, oncomiR'leri inhibe etmenin bilinen
yollarindan biridir ve bu nedenle kanseri tedavi etmenin etkili bir yolu olabilirler.
AntagomiR'ler, riboz kalintilarimin 2-0-metilasyonunu, 3-konjuge kolesterol
kalintilarin1 ve fosfodiester baglarinin fosforotioat baglar1 yoluyla kismen
degistirilmesini iceren, kimyasal olarak tasarlanmig antisens oligonukleotitlerdir
(Kaboli ve dig. 2015). Kanser tedavisinde calisilan bazi anti-miRNA’lar  Sekil
2.27.’de yer almaktadir.

anti-miRNA kanser tipi etkisi
miR-10b meme kanseri Hoxd10'u hedefleyerek metastaz: azaltir
miR-21 meme kanseri timdr bliylbmesinin inhibisyonu ve kemo-

hassasiyetinin arttinnlmas:

malignant ilerlemeyl inhibe eder
kolorektal kanser hiicre biiylimesi ve invazyonunu inhibe
eder

hilcre blylmesini baskilar

retinoblastoma

miRk-96 akciger kanseri LMO7'yi hedefleyerek timdr baskilayici rol
oynar
miR-133b ovaryum kanseri MDR1'i hedefler ve ilag direncini azaltir
miR-15% meme ve prostat kanser ilerleyisini inhibe eder
kanser] ANX7'yi hedefleyerek hilcre

donglsiinl durdurur

- ovaryum ve meme BRCA1, FOXO3 ve HMGA2'yi hedefler ve
kanseri iterleyisi azaltir

timdr olugum egilimini ortadan kaldirir

mir-191 meme kanseri kemo-hassasiyeti arttinr

miR-200 endometrial kanser kanse hilcrelerinin bliylimesini inhibe eder

-

Sekil 2.27. Kanser tedavisinde c¢alisilan bazi anti-miRNA’lar. Kumoglu ve dig.
(2019)’nden alinmustir.
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2.16.2.2.miRNA Sponge

miRNA sponge, DNA vektorlerindeki giiclii promotdrden kopyalanan, ¢coklu
ve tandem miRNA baglanma bolgeleri araciligiyla ilgili hedef miRNA'ya rekabetci
bir sekilde baglanan, RNA transkriptidir. RNA polimeraz II'den ifade edilen bu RNA
transkriptleri, genellikle iyi izlenip siralanabilmek icin bir floresan raportér gene
baglanmak iizere tasarlanmistir. Bir kez transfekte edildikten ve hiicrelerde istikrarli
bir sekilde ifade edildikten sonra miRNA sponge, hedef bireysel miRNA'ya veya tiim
miRNA ailesine karst uzun siireli veya kalici baskilama uygulayabilir. Bu
avantajlarla miRNA sponge uygulanmasi ve arastirtlmasi, anti-miRNA
oligoniikleotitlerini (AMO) geride birakmaktadir (Chen ve dig. 2017). Kanser
tedavisnde calisilan bazi sponge miRNA'lar ve bunlarin etki mekanizmast Sekil

2.28.’de yer almaktadir.

siingerler kanser tipi etkisi
miR-9 meme kanseri metastaz olusumunu inhibe eder
miR-10b meme kanseri hiicrelerin invazyon ve migrasyonunu inhibe eder

miR-19/ hematopoietik kanser hiicre biiyime ve invazyon inhibisyonunu destekler
miR-155

miR-21 melanoma anti-kanser aktivitelerde rol oynar
KHDAK PDCD4 ekspresyonunu arttirarak invazyon
migrasyon ve proliferasyonu azaltir
bobrek kanseri proliferasyon, invazyon ve migrasyonu inhibe
eder
karaciger kanseri MAP2K3'lin regiilasyonunu arttirarak hiicre

proliferasyounu baskilar

miR-221  melanoma anti-kanser tedavilerde rol oynar

Sekil 2.28. Kanser tedavisnde calisilan bazi sponge miRNA'lar. Kumoglu ve dig.
(2019)’nden alinmustir.
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Sponge RNA'lar, ilgilenilen miRNA'lara tamamlayic1 baglanma bdlgeleri
icerir. miRNA sponge transgenik hiicrelerden olusur ve ayni aileden diger tiim
miRNA'lar1 bloke eder. Iki-yedi spesifik ardisik niikleotit iceren belirli miRNA'larin
dizilerine baglanir. miRNA sponge birden fazla baglanma yeri vardir (genellikle 4-
16). Hem RNA polimeraz II hem de III promotorleri, miRNA sponge kopyalamak
icin kullanilmistir, bununla birlikte, RNA polimeraz II promotorlerinin transkriptleri
5’ cap ve 3’ poliadenillenmis kuyruklar1 nedeniyle daha stabildir (Kaboli ve dig.
2015).

2.16.2.3.miRNA Maskeleme

mMiRNA-maskeleme (miR maskesi), antisens oligoniikleotit teknolojisine
dayanan baska bir yontemdir. miRNA sponge’dan farkli olarak miR maskeleri,
spesifik bir hedef mRNA'min 3'-UTR'sindeki oOngorillen miRNA baglanma
bolgelerini tamamen tamamlar. Boylece miR maskesi, miRNA'nin, inhibitor islevi
bozmak i¢cin hedef mRNA iizerindeki baglanma bolgesine erismesini 6nler. miRNA
maskeleme yaklasiminin sonuglarinin 6ngoriilemezligi, eksiklikleri ve dezavantajlari,
onu umut verici bir terapotik yaklasimdan uzak kilmaktadir. Bu nedenle son yillarda

bu yontemle yapilmis tutarli caligmalar bulunmamaktadir (Kumoglu ve dig. 2019).
2.16.2.4.Anti-miRNA Oligoniikleotidleri (AMO'lar)

Anti-miRNA  Oligoniikleotidleri (AMO'lar)  hedeflenen = miRNA'y1
tamamlayan, olgun miRNA'y1 baglayan ve rekabetci inhibitorler olarak hareket eden,
bdylece spesifik hedef mRNA ile etkilesimi engelleyen 17-22 niikleotit uzunlugunda
tek sarmalli, kimyasal olarak modifiye edilmis antisens oligoniikleotitlerdir.
Terapotik bir perspektiften miRNA'y1 modiile etmek i¢in iki yaklagim kullanilmistir.
Bir tanesi, miRNA mimic olarak adlandirilan sentetik RNA dupleksleri tarafindan
miRNA aktivitesinin restorasyonudur. Diger yaklagim, miRNA'nin antagomir olarak
bilinen AMO’lar tarafindan inhibisyonudur. Antagomir, kimyasal olarak modifiye
edilmis bir AMO'dur. Antagomir gelisimi ilerlemesine ragmen, antagomiri hedef
dokulara ileten tasiyicilar olmadan antagomirin etkinligi sinirli kalmaktadir (Guo ve

dig. 2018).
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3.GEREC ve YONTEM
3.1.Caliymada Kullanilan Cihazlar ve Kimyasallar

Bu tez ¢alismasi Tekirdag Namik Kemal Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi
Biyoloji Anabilim Dali Tibbi Biyoloji ve Genetik Arastirma Laboratuvari'nda
gerceklestirildi. Calismada kullanilan cihazlar Tablo 3.1.’de, ¢alismada kullanilan

kimyasallar Tablo 3.2.’de gosterilmistir.

Tablo 3.1. Calismada kullanilan cihazlar

Cihaz Marka
Analitik Hassas Terazi RADWAG, AS 220.R2
Inkiibator Heal Force
Sogutmal1 Santrifiij Micro 200R Hettich
Gli¢ Kaynagi Bio-RAD
Agaroz jel tanki Bio-RAD
Vorteks Isolab

Farkli Hacimlerde Otomatik Mikro | Eppendorf

Pipetler
Manyetik Isitici Scilogex, MS-H-S
Nano-100 Micro-Spektrofotometre AllSheng

Biyogiivenlik Kabini Biobase




Tablo 3.1. (Devam) Calismada kullanilan cihazlar
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Su Banyosu

Nive

Akis Hiicre Sitometrisi

Beckman Coulter, Navios

Jel goriintiileme cihazi Bio-Rad

Buzdolab1 Bosch

Real Time PZR cihazi Roche, LightCycler 2.0

PZR cihazi Bio-Rad, T100 Thermal Cycler

Invert 151k mikroskobu

Olympus CKx53

Isik mikroskobu

Olympus

CO2’li inkiibator

Heal Force/HF90 Smart Cell
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Tablo 3.2. Calismada kullanilan kimyasallar

Kimyasal

Marka ve Katalog Numarasi

Opti-MEM (1X) Glutamax

GIBCO 51985-026

Lipofectamin RNAIMAX

INVITROGEN 13778-030

Alexa Flour 488 Annexin V/Dead
Cell Apoptoz kit

INVITROGEN V13245

Trypan Blue Stain (%0,4)

GIBCO 15250-061

Tripsin/EDTA

MULTICELL 325-043-EL

PenStrep (Pencillin-Streptomycin)

GIBCO 15140-122

PeqGOLD Universal Agaroz

peqLAB HD00020

Borik Asit

MERCK 1.00165.1000

Sodyum Cloride

MERCK 1.06404.1000

Tris (hidroksimetil)

MERCK 1.08382.0500

DNAase/RNAase icermeyen su

QIAGEN 157033234

Cisplatin

MCE CS-1122

E.D.T.A. disodium

MULTICELL 625-060-CG

MDA-MB-231 (ATCC HTB-26)

Prof. Dr. Cenk ARAL’1n hediyesidir.
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Tablo 3.2. (Devam) Calismada kullanilan kimyasallar

DMEM HIGH
PYRUVATE

GLUCOSE,

GIBCO D6429

T4 DNA Ligase Buffer (10X)

THERMO B69

Platinum™ PCR SuperMix High
Fidelity

THERMO 12532016

QIAprep Spin Miniprep Kit (50)

QIAGEN 27104

Competent cells

Shots)

(TOP10 One

INVITROGEN C404010

T4 PNK Kinaz Buffer

NEB B0201S 10X

T4 PNK

NEB M0201S 500 UNITS

10X FastDigest Buffer

FERMENTAS B64

Lipofectamine 2000, 0.75ml

INVITROGEN 11668027

miRNeasy Mini Kit

QIAGEN 217004

High Capacity cDNA Reverse

Transcription Kit

APPLIED BIOSYSTEMS BY LIFE
TECHNOLOGIES 4868814

Primer 200 baz 50 nmol desalted

SENTEBIOLAB

LightCycler kapiller

ROCHE 04929292001

ATP

INVITROGEN 18330019



https://www.thermofisher.com/order/catalog/product/11668027
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Tablo 3.2. (Devam) Calismada kullanilan kimyasallar

DTT INVITROGEN R0861

Quick Ligation Kit NEB M2200S

High Pure Template Preparation | ROCHE 11796828001

Kit
FBS (Fetal Bovine Serum) GIBCO 10500-064
T4 PNK Kinaz Bufer NEB B0201S 10X

3.2. Rehber RNA Tasarim ve pX330 Cas9 Plazmide Klonlanmasi

Oncelikli olarak, miR-182 gen lokusunun birinci ekzonuna 6zgiil, protospacer
bitisik motif (PAM, NGGQG) dizisi ile sinirlandirilmis 20 baz ¢iftlik bir rehber RNA
(gRNA) tasarlandi. gRNA tasarimi http://crispr.mit.edu/ online veritabaninda yer
alan Benchling programi iizerinden gergeklestirildi. Tasarlanan gRNA’lar Tablo
3.3.’de yer almaktadir. gRNA’larin klonlanmasi i¢in Sekil 3.1.’de yer alan pX330,
bir insan kodunu optimize edilmis SpCas9 ve kimerik rehber RNA ekpresyon

plazmidi, temin edildi.
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(7954) Bbsl
(7932) Bbsl

Sekil 3.1. pX330, bir insan kodunu optimize edilmis SpCas9 ve kimerik rehber RNA
ekpresyon plazmidi. NOVOPRO (2022)’dan alinmistir.

CRISPR-Cas9 sisteminde Cas9 proteini NGG PAM motifini tanir. PAM"
tanidiginda, bitisik dizi, gRNA'min 20bp’lik tanima bdlgesi ile eslesebilir. Baz
eslesmesi basarili olursa, Cas9 proteini genomik DNA'da ¢ift zincirli bir kirik
olusturur. Baz eslesmesi ve PAM tanima her zaman hedeflendigi gibi
gerceklesmeyebilir. Hedef bolgede ¢ift zincir kirig1 gerceklestirmek igin ve diisiik
olasilikli hedef dis1 durumlar i¢in 3 farklt gRNA ¢ift zinciri dizayn edildi. Tasarlanan
gRNA oligoniikleotitleri 50nmol olarak dizayn edildi. 100 uM’lik stok hazirlamak
icin niikleaz icermeyen iki kez distile edilmis su (ddH20) ile sulandirildi. Tablo

3.4.”de sulandirma miktarlar1 yer almaktadir.



Tablo 3.3. miR-182 CRISPR knockout i¢in tasarlanan klonlama gRNA’lari
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gRNA’larn isimleri

Dizayn edilen klonlama

Dizayn edilen klonlama gRNA’larin dizileri
(5-3)

miR-182 gRNAL F (25bp)

CACCGCCATTGCCAAAAACGGGGGG

miR-182 gRNAL R (25bp)

AAACCCCCCCGTTTTTGGCAATGGC

miR-182 gRNA2 F (25bp)

CACCGCTACCATTGCCAAAAACGGG

miR-182 gRNA2 R (25bp)

AAACCCCGTTTTTGGCAATGGTAGC

miR-182 gRNA3 F (25bp)

CACCGTCTACCATTGCCAAAAACGG

miR-182 gRNA3 R (25bp)

AAACCCGTTTTTGGCAATGGTAGAC

Tablo 3.4. gRNA’larin sulandirma miktarlar

Dizayn edilen

RNA’larm isimleri

rehber

100 pM’hik stok icin liyofilize
oligoniikleotitlere eklenen ddH>O miktari

miR-182 gRNAL F

504,8 ul

miR-182 gRNAL R 4423 pl
miR-182 gRNA2 F 391,2 ul
miR-182 gRNA2 R 450,9 pl
miR-182 gRNA3 F 421,1 pl
miR-182 gRNA3 R 427.1 ul
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3.2.1. Oligoniikleotitlerin 5’Ucunun Fosforlanmasi

Oligoniikleotitler Tablo 3.5.’de yer alan kosullara gore fosforlandi. Bu islem

tasarlanan her 3 ¢ift oligoniikleotit i¢in uygulandi. Reaksiyon karigimi hazirlandiktan

sonra Tablo 3.6.’de yer alan kosullara goére Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR)

yapildi.

Tablo 3.5. Oligoniikleotitlerin fosforlanma reaksiyon kosullar

Reaksiyon Miktar
ddH20 5,5 ul
mir-182 gRNA1 F (100 pM) 1 pl
mir-182 gRNA1 R (100 pM) 1 pl
10X T4 ligasyon bufer 1 ul

T4 Poliniikleotit Kinaz Bufer 1 ul

T4 Poliniikleotit Kinaz 0,5 ul
Toplam Hacim 10 pl
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Tablo 3.6. Fosforlama ve oligodubleks olusumu i¢in PZR reaksiyon kosullari

Sicakhk Siire
37°C 30 Dakika
95°C 5 Dakika

3.2.2. Kesim ve Ligasyon

Fosforlama ve  oligoniikleotitlerin ~ birbirine  annealing islemleri
gerceklestirildikten sonra elde edilen oligodubleksler 1:125 oraninda sulandirildi.
pX330 Bbsl enzim kesim bolgesi Sekil 3.2.°de yer almaktadir. Kesim ve ligasyon
islemi Tablo 3.7.”de yer alan protokole gore gergeklestirildi. pX330 vektoriiniin Bbsl
enzim kesim bolgesi Sekil 3.2.°de gdosterilmistir. Ligasyon karisimi hazirlandiktan

sonra Tablo 3.8.’de yer alan kosullara gore PZR reaksiyonu yapildi.

Us CBh NLS hSpCasd  ALS
pX330: hSpCas

+ kimerik rebher RNA n

.~ . T e
reliber did 5+ AAAGGACGARACACCGGETCTTCGAGAAGACCTGTTTTAGAGC TAGARATAGCAAGT TAARATAAGGCTAGTCCGTTATCAACTTGAAAAAGTGGCACCGAGTCCRTECTTTTT, 1= g

aserssonbitgest  MULLLRLALERLIEO 000U F DR DR
3. TITCCTOCTTTGTGCCCAGMAGLTCTTCTGGACAAAATCTCGATCTTTATCCTTCAATTTTATICCGATCAGCCRMRANTTGRACTITTTCACCGTGACTCAGCCACGARAR. - 5

5 CACCORNNNNNNNNNNNNKKNNNN - 3

(T EEEC T
0+ CHNNNKNNNNHNNANKRKKNCAAA - 5

rehber diz
eslesme

Sekil 3.2. pX330 Bbsl enzim kesim bolgesi. ADDGENE (2021)’nden alinmistir.




62

Tablo 3.7. Kesim ve ligasyon reaksiyon kosullari

Reaksiyon Miktar

ddH20 6 ul

Px330 plazmid vektor DNA (100 | 1 ul

ng)
Oligodubleks (1:125 sulandirilmig) | 2 pl

10X Tango Buffer 2 ul
Ditiyotretol (DTT) 1 ul
Adenozin Trifosfat (ATP) 1 ul
Bbsl Kesim Enzimi 1 ul
Ligasyon Buffer 5ul
Ligasyon Enzimi 1 ul
Toplam Hacim 20 ul

Tablo 3.8. Kesim ve ligasyon PZR kosullari

Sicakhik Siire Dongii Sayisi
37°C 5 Dakika 6
dongii
23°C 5 Dakika
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3.3. Bakteriyel Transformasyon

Kesim ve ligasyon islemi sonucu elde edilen iirinler gRNA ligasyonl, gRNA
ligasyon2, gRNA ligasyon3 olarak isimlendirildi ve transformasyon i¢in kullanildi.
Bakteriyel transformasyon, One Shot Top 10 kompetent Escherichia coli kullanilarak
gerceklestirildi. Bakteri hiicreleri 2ul ligasyon iiriinii ile transforme edildi.

Transformasyon asamalart:
. Buzigine 4 adet 1,5 mI’lik tiip yerlestirildi.
. Her bir tiipe 50 ul kompetent Escherichia coli eklendi.

. Tiiplerin igerisine sirasiyla 2 pul gRNA ligasyonl, 2 ul gRNA ligasyon2, 2 ul gRNA
ligasyon3 ve 0,66 pl pucl9 eklendi.

. Hafifce karistirild1 ve buz tistiinde 30 dakika bekletildi.

. Ardindan 30 saniye 42°C’lik su banyosunda bekletildi ve tekrar buz iistiine birakildi.
. Her tiipe 250 pl 6nceden 37 °C’de 1s1tilmis SOC besiyeri eklendi.
. Tiipler 37 °C ve 225 RPM’de 1 saat bekletildi.

1 saat sonunda her bir tiipten 50 pl almarak 100 pg/ml ampisilin iceren LB agar

platelere ekim yapildi ve 37 °C’de 24 saat bekletildi.

. 24 saat sonunda Sekil 3.3., Sekil 3.4. ve Sekil 3.5.’de yer alan her bir plate’den 3’er
adet koloni secildi. miR-182 gRNAL F ve mir-182 gRNAL R oligodublekslerinin
transformasyonu ile elde edilen 3 koloni; sglkl, sglk2, sg1k3 olarak isimlendirildi.
©’k’’ harfi koloni kelimesini temsil etmektedir. Diger kolonilerde baz aldiklar1 rehber
RNA oligodublekslerine gore benzer sekilde isimlendirildi. Isimlendirme isleminin
ardindan koloniler steril pipet ucuyla alinarak i¢inde Sml LB Broth ve 100 pg/ml
ampisilin iceren 50 ml’lik tiiplere ekim yapildi. Tipler 37 °C’de ve 225 RPM’de 24
saat bekletildi.
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3.4. Luria Agar (LA) ve Luria Broth (LB) Hazirlanmasi

Transformasyon sonrast hem koloni kiiltiirii yapabilmek i¢cin LA ve
sonrasinda elde edilen kolonilerin biiyiitiilmesi i¢cin LB kullanildi. LB hazirlanirken
Tablo 3.9’da yer alan igerikler hassas terazide tartilarak balon joje igine aktarildi.
Hacim distile su ile 500 ml’ye tamamlandi. 121°C’de 20 dakika otoklavlandi.

Tablo 3.9. Luria Broth igerik

Icerik Miktar
NaClI (Sodyum Klortir) S5gr
Triptofan 59r
Yeast Ekstrakt (Maya Ozii) 2,50r
Distile su 500 ml

LA hazirlarken Tablo 3.10.’daki igerikler hassas terazide tartilarak balon joje
icine alind1 ve hacim distile su ile 500 ml’ye tamamlandi. 121°C’de 20 dk
otoklavlandiktan sonra sicaklik 50-55°C civarina diistiiglinde bunzen beki yaninda
100 mg/ml ampisilin stoktan 500 pl eklendi. Hafifce karistirildiktan sonra yine bek
basinda petrilere yaklasik 20 ml olacak sekilde dagitildi. LA’ nin katilasmasi beklendi
ve ardindan cam Oze ile transformasyon iirlinleri petrilere yayildi. Petrilerin

kapaklar1 kapatilip etiketleme yapild1 ve ters ¢evrilererk inkiibatore kaldirildi.



Tablo 3.10. Luria Agar igerik
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Icerik Miktar
NaClI (Sodyum Kloriir) Sgr
Triptofan Sgr
Yeast Ekstrakt (Maya Ozii) 250r
Agar 7.5qr
Distile su 500 mi

3.5. Gliserol Stok Hazirlanmasi

Transformasyonu yapilan bakteri kiiltiirlintin bir kismi1 plazmid izolasyonunda
kullanilirken bir kismida tekrarlanabilecek deneylerde transfekssiyon igin yeterli

plazmid DNA’s1 kalmamasit durumunda tekrar kiiltiir yapilip plazmid DNA elde

etmek amaciyla gliserol stok hazirlandi. ilk olarak cryo tiipler etiketlendi. Ardindan,

5 ml’lik hiicre siispansiyonundan 500 pl alindi ve 500 pl %86’lik gliserol ile kriyo

tiiplerde karistirildi. Tipler -80C°’ye kaldirildi.
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Sekil 3.3. miR-182 gRNAl1 F ve gRNAI R oligodubleksleri ile yapilan

transformasyonun 24 saatlik inkiibasyon siiresi sonras1 goriintiisii

Sekil 3.4. miR-182 gRNA2 F ve gRNA2 R oligodubleksleri ile yapilan

transformasyonun 24 saatlik inkiibasyon siiresi sonrasi goriintiisii
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Sekil 3.5. miR-182 gRNA3 F ve gRNA3 R oligodubleksleri ile yapilan

transformasyonun 24 saatlik inkiibasyon siiresi sonras1 goriintiisii

3.6. Plazmid DNA izolasyonu

5 ml’lik (24 saat inilibe edilen kiiltlirtin 500 pl’si gliserol stok i¢in ayrildi ve

kalan 4,5 mI’lik kiiltiir 10000 Revolutions Per Minute’de (RPM) 5 dakika santriifiij

edildi. Sonrasinda plazmid izolasyonu i¢in QIAGEN, Spin Miniprep kitinde yer alan

protokol dikkate alinarak asagidaki agamalar izlendi:

1.

2.

Pelletler 250 pl buffer ile homojenize edildi ve santriifiij tliplerine aktarildi.

Her bir tiipe 250 pl P2 bufer1 eklendi ve tiipler 4-6 kez ters diiz edilerek yavasca
karigtirildi.

Her bir tiipe 350 pl N3 bufer1 eklendi ve 4-6 kez yavasca ters diiz edildi.

Tiipler 10 dakika 13000 RPM’de santriifiij edildi. Siipernatant QIAprep

kolonuna pipetle aktarildi.

1 dakika, 13000 RPM’de santriifiij yapildi ve supernatant atilarak 500 pl bufer
PB eklendi.
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6. 1 dakika, 13000 RPM’de santriifiij yapildi. 0,75 ml PE bufer eklenerek yikama
yapildi.

7. 1 dakika, 13000 RPM’de santriifiij yapildi ve QIAprep kolonu; 1,5 ml’lik

santriifiij tiipiine yerlestirildi.
8. 50 pl elution bufer eklendi; 1 dakika, 13000 RPM’de santriifiij yapildu.
3.7.Plazmid DNA’lardan PZR Reaksiyonu

Elde edilen plazmidlerin ilk olarak konsantrasyon ve saflik dl¢limii yapildi.
Konsantrasyon olgtimleri Tablo 3.11°de yer almaktadir. Bu konsantrasyonlara gore
PZR’de kullanilacak miktar tayin edilmistir. Plazmid DNA’lar i¢in PZR reaksiyonu
Tablo 3.12.’de ve PZR reaksiyon kosullar1 Tablo 3.13.”de yer almaktadir.



Tablo 3.11. Plazmidlerin konsantrasyon ve saflik 6l¢iimii
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Plazmid DNA Konsantrasyon (ng/pl)
sglkl 664,32

sglk2 1080,81

sg1lk3 666,19

sg2k1 761,68

sg2k2 508,79

sg2k3 610,74

sg3k1 519,98

sg3k2 649,75

sg3k3 830,19




Tablo 3.12. Plazmid DNA PZR reaksiyon

Reaksiyon Miktar

Platinium  high  fidelity 45 ul
SuperMix

U6 F1 (10 uM) 1wl

U6 R1 (10 uM) 1 pl

DNA (100 ng) 1 ul

ddH20 2 ul

Tablo 3.13. Plazmid DNA PZR kosullari

Sicakhik Siire Dongii
94°C 5 Dakika 1
94°C 30 saniye

54°C 30 saniye 30
68°C 1 dakika
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3.8. PZR Piirifikasyonu

PZR piirifikasyonu QIAGEN, QIAquick PCR Piirifikasyon kiti i¢inde yer
alan protokole gore yapilmistir. PZR piirifikasyonunun amaci 6rneklerin dizileme
islemine gondermeden once PZR’de kullanilan ve dizileme islemini olumsuz
etkileme ihtimali olan bilesenlerin uzaklastirilmasi, PZR {iriinliniin olabildigince saf

bir sekilde dizilenmesidir. PZR piirifikasyon islem basamaklart:

1. PZRiiriinleri, 0,2 mI’lik tiipe alindi.

2. 4 kat B2 eklenir, pipetaj yapilir ve kit i¢ginden ¢ikan column tiiplerine alindi.
3. 13000 RPM’de 1 dakika santriifiij yapildi. Siipernatant atildi.

4. 650 pl yikama buffer (W1) eklendi. 13000 RPM’de 1 dakika santriifiij yapildi.
5. Siipernatant atildi ve tekrar maksimum devirde 2 dakika santriifiij yapildi.

6. Filtreli tiip 1,5 mI’lik tiipe alind1 ve filtrenin ortasina gelecek sekilde 50 pl elution
bufer eklendi.

7. 13000 RPM’de 1 dakika santriifiij yapildi. Eliisyonu gerceklesen plazmid DNA
ornegi -20C°’ye kaldirildi.

3.9. Agaroz Jel Elekroforezi

Agaroz jel elektroforezinde piirifiye edilen orneklerin yiiriitiilmesi amaciyla
1X TBE (Tris-Borat-EDTA) ve agaroz jel hazirlandi. 10X TBE hazirlanisi Tablo
3.14.’de verilmistir. 10X TBE’den 50 ml alinarak distile su ile hacim 500 ml’ye
tamamlandi. Hazirlanan 1X TBE’den 100 ml alinarak i¢ine 1gram agar agar eklendi.
Mikrodalga cihazi kullanilarak agarozun ¢6ziinmesi ve homojen bir karisim eldesl
icin 2 dakika bekletildi. Ardindan ¢eker ocakta 3 pl etidyum bromiir (1 gr/100 ml)
eklendi ve agaroz jel kaliplarina dokiildii. Jel katilastiktan sonra tanka yerlestirildi ve
istiinii kaplayacak sekilde 1X TBE eklendi. Yiikleme boyas1 1 pL, 6rnek 5 pL olmak
tizere karigtirtlarak kuyulara yiiklendi. 1 kilo bazlik (KB) marker kullanild1 ve Sekil
3.6.’da da gosterildigi tizere 100 voltta 40 dakika 6rnekler yiirtitiildii.
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Tablo 3.14. 10X TBE Hazirlanisi

Icerik Konsantrasyon
Tris 1M
Borik Asit 1M

Etilendiamin  tetraasetik  asit | 0,02M
(EDTA)

Distile su 250 ml

Sekil 3.6. Plazmid DNA’larin agaroz jelde yiiriitiilmesi

gRNA’lar dizayn edilirken hedefdisi etki (off target) olusmasi ya da
knockout’un hedef bolgede ger¢eklesmemesine yonelik rehber RNA dizayni ile
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iliskili olumsuz etkileri ortadan kaldirmak igin ti¢ farkli rehber RNA dizayn
edilmistir ve her ti¢ rehber RNA da ayr1 ayri plazmide klonlanmistir. Hem jel
goriintiisii hem de 25 ul piirifiye 6rnek, Tablo 3.15.de yer alan her bir plazmide
klonlanan {i¢ farkli rehber RNA’nin dizileme primerleriyle beraber dizilemeye
gonderildi. Dizileme icin hedef bolgeye ait forward (F) primer kullanildi. Dizilemesi
yapilacak bolge Sekil 3.7.°de vektore ait klonlama bolgesi ise Sekil 3.8.’de yer
almaktadir. 9 adet klonun, tasarlanan gRNA’lar1 igerdigi dizileme ile dogrulandiktan

sonra S3K1 klonu ile transfeksiyon yapildi.

U6F1
GAGGGCCTATTTCCCATGATTCCTTCATATTTGCATATACGATACAAGGCTGTTAGA GAGATAATTGGAA
TTAATTTGACTGTAAACACAAAGATATTAGTACAAAATACGTGACGTAGAAAGTAATAATTTCTTGGGTA
GTTTGCAGTTTTAAAATTATGTTTTAAAATGGACTATCATATGCTTACCGTAACTT GAAAGTATTTCGAT
RE STTE
reTeaeTTATATATCTTGTGGAAAGGACGAAA |G A GAAGACCTGTTTTAGAGCTAG
AAATAGCAAGTTAAAATAAGGCTAGTCCGTTATCAACTTGAAAAAGTGGCACCGA GTCGGTGCTTTTTTG
TTTTAGAGCTAGAAATAGCAAGTTAAAATAAGGCTAGTCCGTTTTTAGCG CGTGCG CCAATTCTGCAGAC
UsR1

AAATGGCTCTAGAGGTA CCCGWACATMCTI’ ACGGTAAATG GCC{.‘;GCCTGGCTGA CCGCCCAACGACCC

Sekil 3.7. Dizilenen 500bp’lik bolge
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GAGGGCCTATTTCCCATGATTCCTTCATATTTGCATATACGATACAAGGCTGTTAGA GAGATAATTGGAA

TTAATTTGACTGTAAACACAAAGATATTAGTACAAAATACGTGACGTAGAAAGTAATAATTICTTGGGTA

GITTGCAGTTTTAAAATTATGTTTTAAAATGGACTATCATATGCTTACCGTAACTTGAAAGTATTICGAT

TTCTTGGCTITATATATCTTGTGGAAAGGACGAAACACCGGGTCTTCGAGAAGACCTGTTTTAGAGCTAG

AAATAGCAAGTTAAAATAAGGCTAGTCCGTTATCAACTTGAAAAAGTGGCACCGAGTCGGTGCTTTTTIG

TTTTAGAGCTAGAAATAGCAAGTTAAAATAAGGCTAGTCCGTTTTTAGCG CGTGCGCCAATTCTGCAGAC

AAATGGCTCTAGAGGTACCCGTTACATAACTTACGGTAAATGGCCCGCCTGGLTGACCGCCCAACGACCE

CCGCCCATTG

Sekil 3.8. pX330 vektoriine ait klonlama hedef bolgesi

Tablo 3.15. Dizi primerleri ve dizileri

Sekans primeri | Sekans primer dizisi

iIsmi

gRNALF 5° CAC CGC CAT TGC CAA AAACGG GGG G 3
gRNA2F 5 CAC CGC TAC CAT TGC CAA AAACGG G ¥’
gRNAS3F 5 CAC CGT CTA CCA TTG CCA AAAACGG 3’
U6F1 5 GAG GGC CTA TTT CCC ATG ATTC 3’

U6R1 5" GGG CCA TTT ACC GTA AGTTATG ¥
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3.10. MDA-MB-231 Hiicre Kiiltiira

MDA-MB-231 insan ii¢lii negatif meme kanseri hiicre hatlar1 (TNBC) %10
inaktive edilmis Fetal Sigir Serumu (FBS) ve %1 penisilin-streptomisin (10,000
U/mL) antibiyotigi eklenen Dulbecco's Modified Eagle's Medium (DMEM) tam
besiyerinde, %5 CO2’li inkiibatorde 37°C'de inkiibasyonu Sekil 3.9. ve mikroskop
altindaki goriintiisii de Sekil 3.10.’da yer almaktadir.

Sekil 3.10. MDA-MB-231 hiicrelerinin mikroskop altinda goriiniimii
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3.11. Hiicrelerin Pasajlanmasi

25’1ik flaska ekilen hiicreler 3 giin sonra yeterli yogunluga ulasir. Ardindan
hiicreler pasaj yapilarak 75’lik flaska aktarildi. 75°lik flask yiizeyi hiicreler tarafindan
kaplandiktan sonra hiicreler pasajlanarak 6 kuyucuklu plakalara aktarildi. Pasaj

isleminin asamalari:
[lk olarak flasktaki besiyeri alindi.

Flaska 2 ml Dulbecco's Phosphate Buffered Saline (DPBS) eklenerek hiicreler
yikandi ve DPBS flasktan alind1.

Flaska 1 ml Tripsin/EDTA konuldu.

3 dakika inkiibatorde bekletildi ve ardindan 3ml besiyeri eklenerek hiicreler hafifce
karigitildi ve sayim yapildi.

Sayim sonucuna gore her kuyuda yaklasik 2,5X10° hiicre olacak sekilde ve %30-
%70 yogunlugu asmayacak sekilde 6’lik plagin kuyucuklarina ekim yapildi.

3.12. MDA-MB-231 Hiicrelerinin Cas9 Plazmidi ile Transfeksiyonu

6 kuyucuklu plakalarda_bulunan besiyeri 24 saat sonra Opti-Mem ile
degistirildi. Besiyeri degisimini takiben 2 saat sonra lipofektamin ile transfeksiyon
yapildi. Transfeksiyon isleminin basamaklart Sekil 3.11. ve Sekil 3.12.°de

gosterilmistir.

S3K1 klonu DNA’smin Lipofectamine 2000 ile MDA-MB-231 hiicre hattina
transfeksiyon iglemi Sekil 3.11.’da gosterilmistir. DNA ve lipofektamin 15 dakika
bekletildikten sonra 6 kuyucuklu plaka bulunan MDA-MB-231 hiicre hatt1 {izerine
damla damla ve yavasca birakildi. 6 kuyucuklu plaka inkiibatore kaldirildi. 7 saat
sonra kuyucuktaki opti-MEM besiyeri tam besiyeri ile degistirildi. Transfeksiyon
sonrasi; hiicre igine giren plazmidin hedefe yonelik knockout ger¢eklestirmesini

saglamak i¢in 48 saatlik inkiibasyon siiresi tamamlandi.
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S53K1 DNA konsantrasvonu — =519 98 ng/ul —  =Ingigin; 2 pl alinw

L A A

1 _tiip 2 tiip
10 pllipofektamin 2 pl DINA+HLO08 pl
2000+100 pl opti- opti-MEM
MMEM

\ )
[

Tiipler odaisisinda 5 dakika beldetildi ve ardindan
2 tiipteld rnelc. 1.tiipe biralalarak 15 dakika belkleme

siiresi baslatildi.

Sekil 3.11. Transfeksiyon isleminin sematik gosterimi

DANEM+FBS+GENTAN
ISIN & MDA-NEB-231

DNEM+FBS+GENTA
AISINEAMDA-MBE-231

Kiltirden
kuvuya
aktarilds.
75711k flask
15 dakika sonunda
ornzk plakiaki kuyuya luz DNA{zz3%1)+0OPTI-
Vavasea dagttdu‘ AEN 24 szat snishasyon

+LIPOFAKTENIN
/
'<— *——— 24 zaat sonunda, basiyari atilir. Antibivotiksiz
basiyeri 2klenir v 2 saatlike inkibasyon
baglatilir.

7 22t sonz antibiyotikli besiyer ile
baslenir ve 48 2=t inkibesyon

Sekil 3.12. Hiicre kiiltiirii ve transfeksiyon agamalariin sematik gosterimi
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3.13. Tek koloni eldesi

48 saat inkubasyon sonunda plazmidi i¢ine alan ve miR-182’nin susturuldugu
hiicreyi belirlemek i¢in single cell colony assay (tek hiicre diisiirme ve
kolonilestirme) c¢alismasi yapildi. 6’11 plaktaki hiicreler transfeksiyondan 48 saat
sonra toplandi ve sayildi. Hiicre sayimi, thoma lami ile gergeklestirildi ve toplam
hiicre sayisi, 600.000 olarak hesaplandi. Tek koloni diisiirmek amaciyla Sekil
3.13.°de yer alan 96 kuyucuklu plaka kullanilarak iki farkli yontemle seri diliisyon

yapildi.

V/

<

Sekil 3.13. 96’11k plakalarda yapilan tek koloni elde etme galigmasi

Sekil 3.14.°de seri diliisyon yontem 1, Sekil 3.15.’de seri dillisyon yontem 2
gosterilmistir. . CORNING (2021)’nden alinmustir .Seri diliisyon yontem 1’in

basamaklar:

1. Seri diliisyon yontem 1°de ilk olarark A1 hari¢ her bir kuyucuga 100 pl besiyeri

eklendi.
2. Ardindan 1. siituna 200 pl 2x10* olacak sekilde hiicre eklendi.

3. Al’den H1’e kadar 1.siitun boyunca A1’deki hiicreler dilue edilerek H1’e kadar
gelindi.
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4. Coklu pipet ile 100’er pl besiyeri alarak 1.siitiine eklendi ve al-ver iglemi yapildu.
Alman 100’er ul 6rnekler 2.siituna ve sonrasinda ayni islemler 12.slituna kadar

devam ettirildi. En son pipette kalan 100 mikrolitre atild1.
Seri diliisyon yontem 2’nin basamaklari:
1. Her kuyuya 100’er ul besiyeri eklendi

2. 1l.siitunun her kuyusuna 100 ul’de 100 hiicre olacak sekilde hiicre siispansiyonu
eklendi, ardindan 1.siitundaki kuyularda coklu pipet ile 100’er ul hiicre
siispansiyonu aliarak, 2. siituna konuldu ve bu islem son siituna kadar devam

ettirildi.

A | 2X10° >

B

: >

D -

E >

F

i >

H -~
5
5

Sekil 3.14. Seri diliisyon yontem 1; 96’11k plaka
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Sekil 3.15. Seri diliisyon yontem 2; 96’lik plaka
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Sekil 3.16. Seri diliisyon yapilan 96’lik plakalarin inkiibasyonu
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Sekil 3.17. Seri diliisyon MDA-MB-231 hiicreleri, 10.giin

Diliisyon islemleri tamamlandiktan sonra Sekil 3.16’de de gosterildigi gibi
plakalar inkiibatore birakildi. Ertesi giin ve sonrasinda her giin plateler tek koloni igin

tarand1. Sekil 3.17°de 96’lik plakanin seri diliisyon sonrasi 10. Giinii gostermektedir.

Belirlenen tek koloniler takibe alindi ve kuyuyu kapladiktan sonra 24’lik
plaga aktarildi, buradaki kuyular1 kapladiktan sonra ise 25’lik flaska ve son olarak
75’lik flaksa aktarildi. Tek koloni elde etme ve bu kolonilerin ¢ogaltilmasi agamalri
Sekil 3.18.’da gosterilmistir. 75°lik flaski kaplayan hiicrelerin bir kismi DNA
izolasyonu i¢in pasajlandi, bir kismi ise bu pasajlama islemi esnasinda kiiltiiriin

devamini saglamak amaciyla 25°1ik flaska ekildi.



82

> v 24Nk plak

/4 hicreler 95k pladn kaplayinca \
f 24'lik plaga; ardindan 257k \
' flacka aktankli. Amag hiicrelerin '
l cogalmasin s3glamak ve DNA .
\ zolasyonu icin yeterli hiicre elde /
\ edebimek. :

v 25likflask

Sekil 3.18. Tek koloni elde asamasinda hiicrelerin ¢ogaltilmasinin sematik gosterimi

Elde edilen kolonilerin belirli glin sayilarina gore hiicre hacminin mikroskop
altindaki fotograflart sekil Sekil 3.19., Sekil 3.20., Sekil 3.21., Sekil 3.22., Sekil 3.23.
ve Sekil 3.24.’de gosterilmistir..



Sekil 3.19. Koloni 1C5 kiiltiirde 6.giin

Sekil 3.20. Koloni 1D6 kiiltiirde 10.gilin
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Sekil 3.22. Koloni 3DS5 kiiltiirde 10.gilin
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Sekil 3.24. 96’11k plakada ¢ogalan koloninin mikroskop altinda gériiniimii
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Plakalara tek koloni eldesi i¢in ekim yapildiginda birden fazla hiicrenin yer
aldig1 kuyular da gozlemlenmistir ve bu hiicrelerin fotograflar1 sekil 3.25. ve sekil

3.26.”de gosterilmistir.

Sekil 3.25. Koloni 3F3 kiiltiirde 15.giin

Sekil 3.26. Farkli iki noktaya diisen hiicrelerin kolonilesmesi
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3.14. Cogaltilan Tek Kolonilerden DNA izolasyonu ve PZR

Elde edilen tek koloniler yaklagik 4 haftalik kiiltiir isleminin ardindan olasi
knockout gosterilmek iizere DNA izolasyonu ve PZR yapildi. DNA izolasyonunda
Roche, High Pure PCR Template Preparation Kit i¢indeki protokolde yer alan
adimlar izlendi. Asamalarin sematik gosterimi Sekil 3.27.°de yer almaktadir. Elde

edilen DNA’larin konsantrasyon ve safliklari da Tablo 3.16.”’da yer almaktadir.

7571k flakstan hilcreler Tris enzimi tle
kaldrilds ve yikandi. Ardindan 200ul

DPBS ile pellet sulandirilds
U Filtrs santriifiy
tipina takalir, 200

ul elution buferile
n viksek devirde
filtraden tipegzagia

v 200 ul saflanie
4041 70210 i m
v el First 1ope sinae
8000 RPMI'd2, 1

200 ul DPBS 100 u! izopropanol ekle dakit vikama ve
igind= hices santif] vapilie
pellati '

Sekil 3.27. Hiicre kiiltiiriinden DNA izolasyonu sematik gosterimi
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Tablo 3.16. izole edilen DNA’larin konsantrasyon ve saflik 6l¢iimii

Klon ad1 Optik Yogunluk Konsantrasyon(ng/pl)
(260/280)
1C5 1,75 52,8
1C6 1,81 127,8
1D5 1,72 48,9
1D6 1,75 45,7
1E8 1,79 107,6
1G3 1,79 95,5
2B7 1,75 73,6
2C5 1,75 61,2
2C7 1,72 66,9
2D7 1,70 75,1
2E6 1,80 77,4
3A7 1,70 33,1
3D5 1,77 72,76
3D6 1,70 S1,7
3E3 1,86 695,0
3F3 1,81 80,9

DNA’larin saflik ve konsantrasyonu oOlgtimleri belirlendikten sonra
Invitrogen, Platinium Taq Polimeraz High Fidelity kiti kullanilararak knockout’un
dogrulanmasi i¢in PZR yapildi. PZR kosullart Sekil 3.28.’de, kullanilan primerler ise
Tablo 3.17.”de yer almaktadir.

PZR isleminin ardindan 6rnekler %2 lik agoroz jele yiiklendi. 120 voltta, 30

dakika yiiriitiildiikten sonra Jel goriintiileme cihazinda UV altinda goriintii alindi.
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10X high fidelity PCR DUfer e 2 5yl

E0mM MgSO4 — 1]
10mM dNTP mix s () Eil
10mM forward primer s () Ei1s]
10mM raverss primar B e
Polimeraz{high fidelity) s ), 11
Template DNA 1ul
ddH20 — 18,91

94C®, 5 dakika

§4C*® 30 saniye B
54C®° 30 saniye 30 déngu
68C° 1 dakika

4C% o

Sekil 3.28. Gen knockout’un dogrulanmasi i¢in kurulan PZR reaksiyonu

Tablo 3.17. Gen knockout’un dogrulanmasi igin yapilan PZR’de kullanilan primerler

PRIMER iSMI PRIMER DIiZiSi (5’-3°)
miR-182 F3 TCTGGCCTGGCTTGTGCTG
miR-182 R3 GGCTTCCCAGCTGACTTGAG

Ik knockout denemesinde istenilen sonuca ulasilamadigi icin uygulanan
yontemlerde degisiklikler yapilarak deneyler tekrarlandi. Yapilan degisiklikler su
sekildedir:
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1. Ug farkli rehber RNA dizayn edilmis ve her birinden iicer klon elde edilmisti.
Transfeksiyon i¢in s3kl (3. rehber RNA’nin 1.klonu) secilmisti. Tekrar kurulan
transfeksiyon reaksiyonunda her 3 farkli rehber RNA’nin 3 farkli klonu da
dizileme ile dogrulandig: i¢in diger klonlardan da en az yanlis baz eslesmesi
olanlar ( slk2, s2k2,s3kl ) sec¢ildi. Amag; Her DNA pargasinin hiicre igine
girebilme kabiliyeti farkli oldugu icin farkli DNA’lar kullanilarak transfeksiyon

ihtmalini artirmak.

2. DNA miktar1 1 ng’dan, 2 ng’a ¢ikarildi. Amag diisiik DNA konsantrasyonunun

trasnsfeksiyonu engellemesini dnlemek.

3. Lipofaktemin ile bekleme siiresi 15 dakikadan 20 dakikaya cikarildi. Amag

DNA’nin hiicreden igeri gegisini saglamak i¢in zaman kazandirmak.

Yukaridaki degisiklikler yapilarak deneyler tekrarlandi. Hiicre kiiltiirt,
transfeksiyon, tek koloni eldesi, knockout dogrulanmasi i¢in PZR yapilirken
yukaridaki protokoller uygulandi. Elde edilen tek kolonilerin kiiltiir goriintiileri sekil
3.29., sekil 3.30., sekil 3.31.’da ve Sekil 3.32.”da yer almaktadir.

Sekil 3.29. Koloni P3AS kiiltiirde 6.giin
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Sekil 3.31. Koloni P1A10 kiiltiirde 20.giin; 96’lik plakta cogalan tek koloninin
24’liik plaga aktarildiktan 1 hafta sonraki goriintiisii
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Sekil 3.32. Farkli noktalara dagilan kolonilerin kiiltlirdeki goriintiisii

Tek koloni elde etme asamasinda kiiltiir edilen hiicreler Sekil 3.33.’de ve
Sekil 3.36.’da, Elde edilen kolonilerin 24°liik flaska pasajlanmis hali Sekil 3.34’de ve

mikroskop altinda incelenme goriintiisii Sekil 3.35.°de yer almaktadir.

Ikinci kez yapilan knockout isleminden beklenen sonug almamadigi icin

knockdown islemi i¢in miRNA inhibit6rii kullanilmasi kararlastirildi.



Sekil 3.34. Elde edilen kolonilerin 24°liik flaska pasajlanmis hali
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Sekil 3.36. 96’11k plakada ¢ogalan kolonilerin 25°lik flaskta inkiibe edilmesi
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3.15.miRNA Inhibitor/Transfeksiyon

Inhibitor ile miRNA-182’nin knockdown’t icin hiicre kiiltiiri islemleri
yapildi. MDA-MB-231 hiicreleri once 25’lik flaska ekildi. Ardindan 75’lik flaska
sonrasinda ise saymm yapilarak her kuyucuga 2,5x10° hiicre olacak sekilde 6’lik
plaktaki kuyulara (3 adet) pasajlandi. Hiicreler 22 saat inkiibe edildi ve bu siire
sonunda besiyeri 3ul Opti-MEM besiyeri ile degistirildi. Bu islemden 2 saat sonra
transfeksiyon islemine baslandi. Transfeksiyon isleminde Thermo Fisher, hsa-miR-
182 inhibitorii (Sekil 3.38.) ve lipofektamin RNAIMAX (Thermo Fisher) kullanildi.
hsa-miR-182 inhibitorii ile MDA-MB-231 hiicrelerinin transfeksiyonu Sekil 3.37.’de

gosterilmistir.
hsa-miR-182 inhibitérii konsantrasyonu  —= 10uM —= 9 ul almir iginden
9 pl RMAimax
lipofektamin
1 tiip 2 tiip
141 pl opti-MEM 141 pl opti-MEM

|

Tiipler odasisinda 5 dakika bekletildi ve ardindan
2 tiipteld érnek, 1 tiipe birakalarak 10 dakika belkdeme
siiresi baglatildi.

Sekil 3.37. hsa-miR-182 inhibitérii ile MDA-MB-231 hiicrelerinin transfeksiyonu
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10 dakika sonunda Sekil 3.40.’da gosterilen 6’lik plakada bulunan MDA-
MB-231 hiicrelerine ve Sekil 3.39.’de gosterilen MDA-MB-231 hiicrelerini igeren
kuyulardan 1.’sine 300 ul olarak dagitildi. 2.kuyuya ise hsa-miR-182 yerine non-
target ile hazirlanan lipofektamin karisimi eklendi. 3.kuyuya ise higbir islem
uygulanmadi. 12 saat sonunda Opti-MEM besiyeri DMEM tam besiyeri ile

degistirildi. Transfeksiyonun baslangic ssatinden itibaren 48 saat inkiibasyona
birakildi.

" alh: 4454084 Lald- ASGRHUT

hsa-miR-182 ID: MH 12365
mirVana
miRNA inhibitor

(NV4HOD VNV THL

Sekil 3.38. hsa-miR-182 inhibitori

Sekil 3.39. Transfeksiyon 6ncesi MDA-MB-231 hiicre hatti
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= TS
YRR

Sekil 3.40. 6’lik plakaya transfeksiyon dncesi ekimi yapilan MDA-MB-231 hiicreleri

Transfeksiyonun 48. Saatinde hiicreler mikroskop altinda fotograflanmis ve

Sekil 3.41.’da gosterilmistir.

Sekil 3.41. Transfeksiyondan 24 saat sonra MDA-MB-231 hiicre hatt
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3.16. RNA izolasyonu

RNA izolasyonunda QIAGEN, miRNeasy mini kit kullanildi (Katalog

Numarasi: 217004). Kit icerisinde yer alan protokol direkt uygulandi:

1.

10.
11.
12.

6’lik plaktaki 3 farkli kuyuda bulunan hiicreler pasajlanarak 15 ml’lik falkona
alind.

Santriiftij yapildi. DPBS eklendi ve yikama yapildi.

DPBS atildi. Pellet iizerine 700 ul liziz soluiisyonu eklendi. Pipetaj yapildi.
Homojenizasyon saglandiktan sonra oda 1sisinda 5 dakika inkiibasyona birakildi.
140 pl mikrolitre kloroform eklendi. 15 saniye giiclii bir sekilde ¢alkalandi. Oda
1s1sinda 2 dakika inkiibasyona birakildi.

12000 RPM’de 15 dakika, 4 C°’de santriifiij yapildi.

Ust faz 1,5 luk ependorfa aktarildi. 525 ul %100 etanol eklendi. lyice karistirildi.
700 pl ornek filtreli tiipe aktarildi. 8000 RPM’de 25 saniye santriifiij yapildi.
Toplama tiipii degistirildi.

700 pul RWT bufer eklendi. 8000 RPM’de 25 saniye oda 1sisinda santriifiij yapildi.
500 ul RPE eklendi. 8000 RPM’de 25 saniye oda 1sisinda santriifiij yapildi.

Tekrar RPE eklendi; 2dakika, 8000 RPM’de santriifiij yapildu.

Toplama tiipii degistirildi. 12000 RPM’de, 1dakika santriifiij yapildu.

Filtreli tiip 1,5 ml’lik ependorfa yerlestirildi. 30 pul RNase igermeyen su eklendi.
10000 RPM’de, 1dakika santriifiij yapildi. RNA konsantrasyonlart (ng/ul) ve
280/260 saflik oranlari nanodrop spektrofotometre kullanilarak 6l¢iildii (Sekil
3.42., Sekil 3.43. ve Sekil 3.44.).
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Aps: 0.016

Sekil 3.42. Knockdown yapilan hiicrelere ait RNA 6l¢limii

A -
Abs: 0.005

Sekil 3.43. Non-target RNA 6l¢timii

Type:  RNA4D

1D: 1

Type:  RNa4l
Name:  Userl

o 1
A-230 773
A-260 1323
A-280 662

2807280 199

260i230 70

Name:  Userl

A-230 7532
A-260 12226

A-280 530
280280 132

2601230 ¥

99
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Tpe: [RNA4D

Name:  Userl
ID: 1
A-230 11625
A-260 123

A2g0 81

2601280 211
1

260/230

5
=
E
=

ngfulL

Sekil 3.44. Kontrol RNA 6l¢iimii
3.17.cDNA sentezi

RNA’larin konsantrasyonlar1 6lgiildiikten sonra son konsantrasyonlart 10

ul’de 1 pg olacak sekilde niikleaz igermeyen su ile sulandirildi.

cDNA sentezi ig¢in Applied Biosystems, High Capacity cDNA Reverse
Trasnscription kit (Thermo Sci.) kullanildi. Kitin iginde yer alan protokol uygulandi.
Tablo 3.18.da ¢DNA sentezi igin kurulan PZR reaksiyonu ve Tablo 3.19.de cDNA

sentezi i¢in kurulan PZR reaksiyonu kosullar1 yer almaktadir.

10 ul’lik PZR karisimi 0,2 mI’lik tiiplere aktarildi. 1ug RNA igeren 10 ul’lik
RNA-su karisimi da ilgili tiipe aktarildi ve PZR i¢in cihaza 6rnekler yerlestirildi.
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Tablo 3.18. cDNA PZR reaksiyonu

Icerik Miktar (1 reaksiyon) MIKTAR (3
reaksiyon)

10X RT bufer 2 ul 6 ul

25X dNTP mix 0,8 ul 2,4 ul

10X RT random primers 2 ul 6 ul

Multiscribe reverse transcriptase | 1 ul 3ul

Niikleaz igermeyen su 4,2 ul 12,6 ul

Total voliim 10 pul 30 ul

Tablo 3.19. cDNA PZR reaksiyonu kosullari

Sicakhik Siire Dongii Sayisi
25¢C° 10 dakika 1
37 C° 120 dakika 1
85 C° 5 dakika 1

3.18.Gercek Zamanh PZR

Elde edilen DNA’lar ile Ger¢ek Zamanli PZR reaksiyonu hazirlandi. Reaksiyon
kurulurken evrensel primer ve referans geni U6 baz alindigi i¢in U6 primerleri
kullanildi (Zhu ve dig. 2021; Turgut ve dig.2016).
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Reaksiyon karigiminin igerigi Tablo 3.20. ve Tablo 3.21.’¢ gore hazirlandiktan
sonra her bir tiipe ilgili DNA (1pg) 6rneginde (knockdown ornek, non-target ve
kontrol) 3’er ul eklendi. Reaksiyon kosullar1 Tablo 3.22.’de ve primer dizileri Tablo
3.23.’de yer almaktadir.

Tablo 3.20. Gergek Zamanli PZR reaksiyon karisiminin igerigi

Icerik Miktar 3 6rnek icin miktar
Sybergreen miks 5ul 15 ul

F primer 10pM 1 ul 3ul

Universal reverse | 1 pl 3ul

primer 10pM

Toplam Hacim 7 ul 21 ul

Tablo 3.21. Referans Gen Gergek Zamanli PZR reaksiyon karisiminin igerigi

Icerik Miktar 3 o6rnek icin miktar
Sybergreen miks 5ul 15 ul

U6 Reverse primer | 1 ul 3ul

10uM

U6 Forward primer | 1 ul 3ul

10uM

Toplam Hacim 7 ul 21 ul




Tablo 3.22. Gergek Zamanli PZR kosullari
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Asama Sicakhik Siire Analiz modu Dongii
sayisl

denatiirasyon 95 C° 2 dakika None 1

95 C°— 10 saniye__, None

56 C°—> 1 dakika—-Single Quantification
uzama 72 C°—> 1saniye __5 None 45
sogutma 40 C° 30 None 1

1

Tablo 3.23. Ger¢ek Zamanli PZR’de kullanilan primerler ve dizileri

Primer adi

Dizisi (5°-3")

hsa-miR-182-5p SYBR Forward

TTGGCAATGGTAGAACTCACA

Universal Reverse

GTGTAACACGTCTATACGCCCA

U6 F

CGCTTCGGCAGCACATATACTAA

U6 R

GCTGTCAACGATACGCTACCTA

Gergek Zamanli PZR Sekil 3.45.’de yer alan ROCHE, LightCycler 2.0

cihazinda yapildi. Islem gerceklesirken cihaz ekranindaki miR-182’nin ifadesinin

gosterimi Sekil 3.46.’de yer almaktadir.
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Sekil 3.45. ROCHE, LightCycler 2.0 cihaz

Current Flusrassence

s 5¥825883 333383

O T
LR T ERCE

Sekil 3.46. miR-182’nin ifadesinin Ger¢ek Zamanli PZR cihazinda gosterimi
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3.19. Cisplatin Uygulamasi

miR-182 knockdown’1 i¢in uygulanacak olan miR inhibitér orani AMBION,
anti-miR182 inhibitér katalogunda yer alan protokol dikkate alimmistir. Gergek
Zamanli PZR ile analiz edildikten sonra ayn1 kosullar tekrar olusturuldu. ilk olarak
MDA-MB-231 hiicrelerinin kiltlirii baslatildi. 6 kuyucuklu plakanin 4 kuyusuna
(Bkz. Sekil 3.38.) ve her kuyuda 2 ml’de 2,5x10° hiicre olacak sekilde hiicreler
aktarildi. 90 nmol anti-miR 182 inhibitorii 1. ve 2. kuyuya uygulandi. 3. ve 4. kuyuya
ise kontrol olarak kullanilacagi i¢in higbir islem uygulanmadi. 48 saat inkiibe edildi.
Inkiibasyon siiresi sonunda 0,5 pg/ml cisplatin stogunda 120’ser pl almarak 1. ve 3.
kuyulara damla damla dagitildi. 24 saat inkiibasyon sonunda Invitrogen, Alexa fluor
488 annexin v/dead Cell Apoptosis Kit kullanilarak ve kitte yer alan protokole bagl
kalarak akis sitometri analizi yapildi. Ornekler ¢ift olarak calisildi.

3.20.Anneksin V ile Hiicreleri Boyama ve Apoptoz Analizi

1. 24 saat sonunda hiicreler tripsin-EDTA ile kaldirildi.

2. 1200 RPM’de 3 dakika santriifiij yapildi ve 2 ml DPBS eklendi.
3. Hiicre saymmi yapildi.

4. Her 100 pL (100 pL/1X10° hiicre) hiicre siispansiyonu igin 100 mikrolitre

anneksin binding bufer eklendi.
5. Her 100 pL 6rnege 5 uL annexin V ve 1 mikrolitre 100 mikrogram/ml PI eklendi.
6. Odasisinda 15 dakika inkiibe edildi.

7. 400 puL 1X anneksin binding bufer eklendi.

o

Iyice karigtirild1.

Ardindan akis sitometrisi analizi ¢ift Ornek calisilarak yapildi. Analiz edilen
orneklerin tiip numaralart ve tiip icerigi Tablo 3.24.°de yer almaktadir. Akis

sitometrisi ile analiz edilen 6rneklerin hazirlanmasi Sekil 3.47.’de yer almaktadir.
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Tablo 3.24. Akis sitometrisi ile analiz edilen 6rnekler

Tiip numarasi miR-182 Knockdown

1.TUP +antimiR-182
+Cisplatin

2. TUP +antimiR-182
+Cisplatin

3. TUP +antimiR-182
-Cisplatin

4, TUP +antimiR-182
-Cisplatin

5. TUP -antimiR-182
+Cisplatin

6. TUP -antimiR-182
+Cisplatin

7. TUP -antimiR-182
-Cisplatin

8. TUP -antimiR-182
-Cisplatin

Sekil 3.47. Akis sitometrisi ile analiz edilen 6rneklerin hazirlanmasi
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3.21.Hiicre Dongiisii Analizi

Hiicre dongiisii analizi i¢in ilk olarak MDA-MB-231 hiicrelerinin kiiltiirii

baslatildi. 25°1lik flaksta biiyiitiilen hiicreler 6’lik plaga her bir kuyucukta 2,5X10°

olacak sekilde dagitildi. Bir giinliik inkiibasyonun ardindan besiyeri Opti-MEM ile

degistirildi ve degisimi takiben 2 saat sonra anti-miR 182 ile transfeksiyon yapildi. 48

saatlik bekleme siiresinin ardindan hiicrelere sisplatin uygulamasi yapildi ve 24 saat

sonra hiicreler toplanarak hiicre dongiisii analizi protokolii uygulandi:

1.

10.

11

Sekil 3.49.’da gosterilen plakadaki hiicreler pasajlanarak kaldirildi. 1200 RPM’de
3 dakika santriifiij yapildi. Siipernatant atildi ve DPBS eklendi.

Tekrar 1200 RPM’de 3 dakika santriifiij yapildi. Siipernatant atildi. Pelletler
tizerine 1’er ml DPBS eklendi ve hiicreler siispanse edildi.

-20C°’den ¢ikarilan Sml’lik %70 etanol vorteks cihazi lizerine konularak; 1 ml’lik
hiicre slispansiyonu etonol {izerine damla damla birakildi.

Siispanse hiicreler etanol i¢inde +4C°’de bir gece bekletildi.

Bir gece bekleyen hiicreler 1200 RPM’de 5 dakika santriiflij yapildi. Siipernatant
atild1.

Pellte 1 ml DPBS eklendi. Hafif¢e karistirilarak homojenize edildi ve tekrar
santriiflij yapildi. Stipernatant atildu.

Her bir tiipe 1ml DPBS eklendi. Ardindan; 5 pl %20 TritonX deterjani eklendi.
Hafif¢e vurularak karistirildi ve 3 dakika boyunca yavasca alt {ist edildi.

1700 RPM’de 5 dakika santriifiij yapildi. Siipernatant atild1.

Her bir pellete 500 pul DPBS ve 3,3 pl RNase (Img/ml) eklendi. Hafif¢e vurularak
karisitirildi. 30 dakika 37C°’de inkiibe edildi.

Karanlikta 10 pl PI (10mg/ml) eklendi ve 1 saat boyunca oda 1sisinda karanlikta
inkiibe edildi.

. Ornekler akis sitometrisi tiiplerine aktarildi ve Sekil 3.48.’de yer alan CyFlow

cihazinda okutma yapildu.
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Sekil 3.49. Hiicre dongiisii analizi ¢calismasi
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4. BULGULAR
4.1. Plazmid DNA’larin Agaroz Jel Goriintiisii

Knockout i¢in alternatif de olmak iizere ti¢ farkli rehber RNA dizayn edildi.
Bu gRNA’larin klonlarinin her birinden bakteri transformasyonu sonrasi 3’er adet
koloni segildi. Koloniler S1K1, S1K2, S1K3, S2K1, S2K2, S2K3, S3K1, S3K2,
S3K3 olarak isimlendirildi. gRNA’larin plazmid i¢ine klonlanmasi islemi ardindan
agaroz jel elektroforezi yapildi. Uriin 478 bazgiftidir ve Sekil 4.1.’de agaroz jelde

gosterilmistir.

Sekil 4.1. Plazmid DNA 6rneklerinin agaroz jel goriintiisii

Plazmid DNA’larin spektrofotometrede konsantrasyon ve saflik ol¢iimleri
yapildi. Plazmid DNA’lara ait bu 6l¢iim sonuclar1 Sekil 4.2., Sekil 4.3., Sekil 4.4.,
Sekil 4.5., Sekil 4.6., Sekil 4.7.’de yer almaktadir.
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L 3

22.04.202117:03:34 | 0 | Max: 10000 ( Wave: 200 ) D1 dsvs: 1

Sekil 4.2.S1K1 kolonisi konsantrasyon ve saflik 6l¢iim sonucu

=
220020210 7:05:075 1404 | e JReadbiume; -
Sekil 4.3.S1K2 kolonisine ait konsantrasyon ve saflik 6l¢iim sonucu

Type:  DNASD ~
Name:  User!
1D: 1
A-230 6334

A-260 13323
A-280 717

260/280 186
260/230 %9

A 305 ~ { =44 _ 566.197 il ng/uL

Abs: 0.297

17:07:34 |.0. ). Max;, 10000,,(: Wave:,.200.), ReadNum;i 16, |sys:.L. -

Sekil 4.4.S1K3 kolonisi konsantrasyon ve saflik 6l¢iim sonucu
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260/280
260/230 212

K - Ci [TOTSSBIII rau

Abs: 0.682

=
2204202117015 1 0_| Mas 10000 ( Wave: 200 ) ReadNum:: 16 [sys: 1 —

Sekil 4.5.52K1 kolonisine ait konsantrasyon ve saflik 6l¢iim sonuc

ﬂ. .202117:11:33 | 0 | Max: 10000

Sekil 4.6.52K2 kolonisi Konsantrasyon ve saflik 6lgiim sonucu

260/280
260/230 218

e
22:00:2021,27:30:51 | .0,y Ma0c;510000 3Gidanesu@00,.) ;Readblum;iul Gulsysul; .

Sekil 4.7.52K3 kolonisi konsantrasyon ve saflik 6l¢iim sonucu
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4.2. Plazmid DNA’larin Dizileme Sonuclari

Klonlama sonrast elde edilen plazmid DNA’larin dizileme islemi ig¢in
Medsantek firmasindan hizmet alimi yapildi. Sekans sonuclari CodonCode Aligner
programi kullanilarak analiz edildi. Plazmid DNA’larin dizileme goriintiileri Sekil
4.8., Sekil 4.9., Sekil 4.10., Sekil 4.11., Sekil 4.12.’de yer almaktadir. Dizileme
sonuglarinda klonlanan plazmid DNA’larin miR-182 gen bolgesine 6zgii tasarlanan

gRNA’larin basariyla plazmid kesim bolgesine yerlestirildigi gozlemlendi.
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Sekil 4.11. S2K1, S2K2, S2K3 kolonileri dizileme sonucu
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Dizilemesi yapilan Ornekler CodonCode Aligner programi ile analiz

edildiginde klonlama igleminin olumlu bir sekilde tamamlandig: goriildii.
4.3.Transfeksiyon, Koloni Secimi ve Knockout Dogrulanmasi

Transfeksiyon islemi ardindan tek koloni elde etme g¢alismasi ile 16 koloni
saptand1. Kolonileri hiicre kiiltiiriinde ¢ogaltilarak DNA izolasyonu yapildi. Bu
orneklerden bir kismimin konsantrasyon ve saflik 6l¢tim sonuglart Sekil 4.13., Sekil

4.14., Sekil 4.15., Sekil 4.16., Sekil 4.17.’de yer almaktadir.

Type: DNA-50 ~
Name:  Userl

ID: 1

A-230 0334

A-260 1548

A-280 0861
260/280 120

260/230 ¢

.

Abs: 0.002

E
1107.09.202117:32:03 1 0 1 Max: 10000 ¢ Wave: 200 ) ReadNum : 11 lsve: 1

Sekil 4.13. 2E6 koloni DNA’s1 konsantrasyon ve saflik 6l¢tim sonuglari

Name:  Userl
ID: 1

A-230 1515

A-260 1503

A-280 0898
260/280 167

260/230 A

N oo cr [ZSASSIIIIN ne

Abs: 0.02

E
1l 05.09.2021 21:49:45 1 0 | Masx: 10000 ( Wave: 200 ) ReadNum : & Isva: 1.

Sekil 4.14. 2D7 koloni DNA’s1 konsantrasyon ve saflik 6l¢iim sonuglari
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= -
105.09.2021 20:10:52 | 0 | Max: 10000 ( Wave: 200 ) | 1 6 Isvs: 1

Sekil 4.16. 1G3 koloni DNA’s1 konsantrasyon ve saflik 6l¢iim sonuglari

Sekil 4.17. 1ES8 koloni DNA’s1 konsantrasyon ve saflik 6l¢tim sonuglari
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4.4. Koloni DNA’larinin PZR’si

Elde edilen DNA’lar ile PZR yapildi ve ornekler agaroz jele yiiklenerek
yiirlitme islemi tamamlandi. Kontrol olarak MDA-MB-231 hiicresinden elde edilen
miR-182 DNA’sina ait PZR {iriinti kullanildi. Yiiriitme isleminin ardindan jel UV
gorlntiileyici altinda goriintiilendi ve olusan bantlarin 750 bp yakininda oldugu
saptandi. Knockout isleminde indel olusumu bekleniyordu. DNA’lara ait bantlar
Sekil 4.18.’de incelendiginde kontrol DNA’s1 ile ayni hizada olmayan farkli bp
uzunlugunda DNA saptanmadi ve knockout’un gerceklesmedigi goriildii. Deneyler

ayni1 protokol ile tekrarlandi.

Sekil 4.18. Knockout uygulanan érneklerin jel goriintiisii
4.5.Koloni Secimi

gRNA transfeksiyon iglemi ardindan tek koloni elde asamasinda 51 adet
koloni saptadik. Tiim bu tek kolonilerin biiyiitiilmesi, DNA izolasyonu deneyleri ii¢
ay siirede tamamlandi. Bu kolonilerin bir kismina ait konsantrasyon ve saflik 6l¢iim

sonuglar1 Sekil 4.19., Sekil 4.20., Sekil 4.21., Sekil 4.22.’de yer almaktadir.
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A-230
A-260 0546
A-280

260/280

\ 260/230 1%

N s i |2TROBNIIN rew

Avs: 0001

1 16 lsvs: 1

11612.2021 09:11:58 | 0 | Max: 10000 ( Wave: 200 ) |

Sekil 4.19. P1LA10 DNA’s1 konsantrasyon ve saflik 6l¢iim sonucu

= - .
16.12.202109:12:42 | 0 | Max: 10000 ( Wave: 200 ) ReadNum : 16 lsve: 1

Sekil 4.20. P1E3 DNAs1 konsantrasyon ve saflik 6lglim sonucu

1 16 Isvs: 1

& = = —
16.12.2021 09:17:23 | 0 | Max: 10000 ( Wave: 200 ) |

Sekil 4.21. P1E5 DNA’s1 konsantrasyon ve saflik 6lglim sonucu
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Save as picture

Print

!é, Diagnostics

Exit
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Type: DNA-50 ~

Name:  Userl

ID: 1
A-230 0.327

05192

A-260 0611

A-280 0.335
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260/280 182

— Charti | 280/230 %7

0.1298

220

16.12.2021 09:13:56 | 0 | Max: 10000 ( Wave:
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200 ) ReadNum : 16 Isvs: 1

ng/uL

Sekil 4.22. P1F4 DNA’s1 konsantrasyon ve saflik 6l¢iim sonucu

4.6.Knockout Dogrulanmasi

Kolonilere ait DNA’lar PZR ile ¢ogaltildiktan sonra agaroz jele yiiklendi ve

yiirlitme isleminin ardindan jel UV goriintiileyici altinda goriintiilendi. Olusan

bantlar Sekil 4.23. ve Sekil 4.24.’de incelendiginde 750 bp yakininda oldugu

saptandi.

miR-182 gen bdlgesinin knockout dogrulamasinda indel olusumu

bekleniyordu. DNA’lara ait bantlar incelendiginde kontrol DNA’s1 ile ayni hizada

olmayan farkli bp uzunlugunda DNA saptanmadi. Indel gozlemlenmedi, bu da

knockout isleminin ger¢eklesmedigini gostermektedir.

P00 (00 o R (N0 0

Sekil 4.23. Knockout kolonilerin agaroz jel sonuglari

Ll
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Sekil 4.24. Knockout kolonilerin agaroz jel goriintiileri

4.7.miR-182 Knockdown Sonug¢larinin Analizi
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Anti-miR182 ile knockdown yapilan hiicrelere ait Gergek Zamanli PZR

sonuglarinin CT grafigi Sekil 4.25., Sekil 4.26, Sekil 4.27, Sekil 4.28.,

Sekil 4.29. ve

Sekil 4.30.’de gosterilmistir. Knockdown yapilan hiicrelerin CT degeri ile referans

geni olarak kullanilan U6’nin CT degeri arasinda fark gozlemlendi. Ayrica

knockdown edilen hiicreler ile non-target ve kontrole ait CT degerleri incelendiginde

mMiR-182’nin ekspresyonunun baskilandigi ve knockdown deneyinin basariyla

gerceklestigini gordiik.

Target Amplification Curves

Fluorescence (530)

60 1Y Sy oy @ gy ey
cibbraonony
¥

\

200000000
shbsboNol
.

L

(u]

2 £l =3 s 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30 32 34 36

Cycles

Sekil 4.25. Non-target Ctsonucu

38 40 42 a4
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Reference Amplification Curves
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Sekil 4.26. Non-target referans gen (U6) Ct sonucu
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Sekil 4.27. Kontrol Ct sonucu
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Sekil 4.28. Kontrol referans gen (U6) Ct sonucu

Target Amplification Curves
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Sekil 4.29. Knockdown (anti-miR182) Ct sonucu
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Reference Amplification Curves
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Sekil 4.30. Knockdown (anti-miR182) referans gen (U6) Ct sonucu

Gergek Zamanli PZR Cr degerleri kullanilarak ekspresyon analizi yapildi ve
2°48Ct formiilii kullanilarak relatif ekpsresyon grafigi Sekil 4.31.’de gosterildi.
Grafigi olustururken yapilan hesaplar Tablo 4.1. ve Tablo 4.2.’de gosterilmistir.

Grafikte miR-182 geninin knockdown edildigini gosterdik.
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Sekil 4.31. miR-182"nin Cr verilerine gore gen ifadesinin gosterimi
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Tablo 4.1. Relatif ifade analizi i¢in antimiR-182 ve non-taget Cr verilerinin analizi

Ornek CT(TARGET/REFERANS) | ACT | AACT 2-AACT

Anti- 32,48(TARGET) -0,78
miR182 33,26(REFERANS,U6) 18,02 3,76x10°®
NON- 13,65(TARGET); -18,8

TARGET | 32,45(REFERANS,UG6)

Tablo 4.2. Relatif ifade analizi i¢in kontrol ve non-target Cr verilerinin analizi

Ornek CT(TARGET/REFERANS) | ACT |[AACT | 2AACT

Kontrol 7,24(TARGET); -26,91
34,15(REFERANS,U6) -8,11 2,76X10?

NON- 13,65(TARGET); -18,8

TARGET | 32,45(REFERANS,U6)

Analiz sonuglar1 Tablo 4.1. ve Tablo 4.2.’de incelendiginde anti-miR182
uygulanan hiicreler ile non-target grubunda yer alan hiicrelerin fold change degeri
3,76x10° olarak saptandi. Kontrol hiicreler ve non-target grubunda yer alan
hiicrelerin fold change degeri ise 2,76X10? olarak saptand1. Referans geni U6 ifadesi
ile anti-miR182 uygulanan hiicrelerdeki miR-182 ifadesi kiyaslandiginda; miR-
182’nin ifadesinin azaldigi goriildii. Ayrica anti-miR182 uygulanan hiicrelerdeki
miR-182 ifadesi ile kontrol ve non-target miR-182 gen ifadesi kiyaslandiginda; miR-
182’nin ifadesinin azaldig1 ve baskilandig1 goriildii. Veriler 2"24€T formiilasyonu ile

analiz edildiginde knockdown’un basarili bir sekilde gerceklestigi bulundu.



124

4.8.Apoptoz Analiz Sonuclari

Akis sitometrisi ile 6lii/canli hiicre analizi sonuglart Sekil 4.32., Sekil 4.33.,
Sekil 4.34., Sekil 4.35.’da yer almaktadir. Normal hiicrelerde membran lipidlerinden
biri olan fosfatidilserin membranin i¢ yiizeyinde yer alirken apoptotik hiicrelerde bu
lipidler hiicre zarmin dis ylizeyine gecer fakat membran biitiinliigli bozulmaz. FITC
(floresan bir boya) ile isaretlenen Anneksin V bu fosfodilserinlere baglanarak
hiicrenin goriiniir olmasini saglar. Bu islemler akis sitometrisi cihazi ile yapilarak
hiicrelerin hangi asamada oldugu saptanir. Yani sira apoptozun ilerleyen evrelerinde
gec apoptoz ya da nekrozda fosfodilserinlerin membran disina ¢ikmasina ek olarak
membran biitlinliigii de bozulur; propidium iyodiir (PI) kullanilmasinin amaci da bu
hiicrelerin saptanmasidir. Sekil 4.32. incelendiginde anti-miR182 uygulanan fakat
cisplatin uygulanmayan hiicrelere bakildiginda; hiicrelerin %10,52’sinin Anneksin V
ile boyandigi, %19,98’inin de hem PI hem de Anneksin V ile boyandig1 goriiliiyor.
Bu veriler ele alindiginda; hiicrelerin %10,52’sinin apoptozda oldugu; %19,98’inin
ise ge¢ apoptoz/nekrozda oldugunu saptadik. Sekil 4.33. antimiR-182 ve cisplatin
uygulanan hiicrelerin %20,02’sinin aneksin; %20,10’unun hem anneksin hem de Pl
ile boyandig1 goriilmektedir. Bu veriler baz alindiginda hiicrelerin %20,02’sinin
apoptozda oldugu %20,10’unun ise ge¢ apoptozda oldugu saptadik. Sekil 4.34.’de
cisplatin uygulanan hiicrelerin %12,79’unun anneksin; %14,75’inin hem anneksin
hem Pl ile boyandigi gorilmektedir. Bu veriler baz alindiginda hiicrelerin
%12,79’unun apoptoz; %14,75’inin ise ge¢ apoptozda oldugu goriilmektedir. Sekil
4.35. incelendiginde antimiR-182 ve cisplatin uygulanmayan hiicrelerin %11,71’inin
anneksin; %18,37’sinin ise hem anneksin hem Pl ile boyandig1 goriiliiyor. Bu veriler
incelendiginde hiicrelerin %11,71 inin apoptoz; %18,37’sinin ge¢ apoptozda oldugu

saptandi.
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New Composite 1 - Plot Sheet 5
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Sekil 4.32. anti-miR182 uygulanan MDA-MB-231 hiicreleri
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Hew Composite 1 - Plot Sheet B
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Sekil 4.33. anti-miR182 ve cisplatin uygulanan MDA-MB-231 hiicreleri
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Hew Composite 1 - Plot Sheet 4
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Sekil 4.34. Cisplatin uygulanan MDA-MB-231 hiicreleri
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Hew Compaosite 1 - Plot Sheet 2
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Sekil 4.35. anti-miR182 ve cisplatin uygulanmayan MDA-MB-231 hiicreleri

Tiim bu veriler incelendiginde; anti-miR182 ve cisplatin uygulanan hiicreler
ile (Bkz. Sekil 4.33.), anti-miR182 uygulanmayan fakat sisplatin uygulanan hiicreler
(Bkz. Sekil 4.34.) karsilastiginda knockdown yapilan hiicrelerde apoptozun %12,58
arttig1 goriilmektedir. Ayrica knockdown hiicrelerde hiicrelerin cisplatin uygulamasi
ile direkt O6liimii tercih etmeleri yerine programli hiicre oliimii olan apoptoza

yoneldigi gortilmektedir.
4.9.Hiicre Dongiisii Analizi

Hiicre dongiisti dagilim grafigi sonuglar1 Sekil 4.36., Sekil 4.37., Sekil 4.38.
ve Sekil 4.39.’de yer almaktadir. Sonuglar analiz edildiginde miR-182 inhibitorii ve
cisplatin uygulanan hiicrelerde cisplatin ve anti-mirl82 uygulanmayan MDA-MB-
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231 hiicrelerine gore G2 fazinda %12,23 oraninda daha fazla artis saptandi. S fazinda
iIse %14.94 oraninda azalma saptandi. Hem inhibitér hem de cisplatin uygulanan
hiicreler ile sadece cisplatin uygulanan hiicreler kiyaslandiginda ise G2 fazinda
910,49 oraninda artis gozlemlendi. Ayni hiicreler sadece antimiR-182 uygulanaN
hiicreler ile kiyaslandiginda ise G2 fazinda %8,5 oraninda artis saptandi. S fazinda
ise %4,54 oraninda azalma oldugu goriildii

Sekil 4.36. antimiR-182 ve cisplatin uygulanan hicrelerin  hiicre
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Sekil 4.37. cisplatin uygulanan hiicrelerin hiicre déngiisii analizi

100

G1% S% G2M% CV%G1 CV%G2MMn G2M MnG1  G2M/G1 ChiSqu.
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Sekil 4.38. antimiR-182 uygulanan hiicrelerinin hiicre dongiisii analizi
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Sekil 4.39. MDA-MB-231 hiicrelerinin hiicre dongiisii analizi
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5 TARTISMA

Kanser, uzun yillardir diinya ¢apinda 6nde gelen 6liim nedenlerinden biridir
ve Onemli bir saglik sorunu olusturmaktadir. Temel olarak, kontrol dis1 hiicre
cogalmasindan kaynaklanir. Genel olarak, birka¢ anahtar protein tanimlanmis ve
cesitli  kanser tiirlerinde hiicre dongiisii ilerlemesini, apoptozu ve gen
transkripsiyonunu diizenleyen sinyal yollarini1 etkiledigi bulunmustur. Bu nedenle,
arastirmacilar yillardir kanser tedavileri icin hedef olarak bu tiir proteinlere
odaklanmistir. Son zamanlarda, kanser iligkili genlerinin ifadesinin diizenlenmesine
yonelik alternatif yaklagimlardan biri olan miRNA’lar genis ilgi uyandirmaktadir
(Nguyen ve Chang 2018). MiRNA'lar gelisme, ¢ogalma ve apoptoz dahil olmak
lizere sayisiz hiicresel siiregte dnemli rollere sahiptirler. Kanser gelisimi de miRNA
ifadesindeki degisikliklerle baglantilidir. (Place ve dig. 2007) Meme kanseri, diinya
genelinde kadinlarda en sik teshis edilen ve kanser Oliimlerinin 6nde gelen
nedenlerinden biri olarak bilinmektedir. (Pour ve dig. 2019) Meme kanserine bagl
miRNA'lar onkojenik miRNA'lar (oncomiR'ler) ve tiimor baskilayict miRNA'lar
(tsmiR'ler) olarak iki gruba ayrilirlar. Cesitli kanser vakalarinda oncomiR'lerin
ifadesi artarken tsmiR'lerin ise ifadesi azalir. Meme kanserini tedavi etmek icin
oncelikle miRNA'larin onkojenik veya tiimor baskilayict roliinii ve nasil oldugunun
anlasilmasi1 gerekir. OncomiR'leri bloke etme ve ifadesini azaltma meme kanseri
tedavisinde Onemli bir rol ustlenirken, tsmiR'lerin ifadesini arttirma meme kanseri

icin olumlu tedavi edici etkiler saglayabilir. (Kaboli ve dig. 2015)

Insan meme kanseri hiicre hatlarinda miR-10b'nin asir1 ifadesinin ortotopik
ksenograft modellerinde akciger metastazini destekledigi bulunmustur ve miR-
10b'nin susturulmasi, 4T1 hiicre hatti tarafindan olusturulan meme tiimorlerini
tasiyan farelerde akciger metastazini inhibe ettigi belirtilmistir. Ayrica; miR-10b'nin,
metastatik meme kanseri, pankreas kanseri ve glioblastoma dahil olmak iizere yiiksek
oranda artmis ifadesi goOsterilmistir. miR-10b antisens inhibitorlerinin diisiik doz
doksorubisin ile birlestirilmesinin, primer memenin cerrahi olarak ¢ikarilmasindan
sonra kombinasyon tedavisinin verildigi preklinik metastatik meme kanseri
modellerinde, mevcut lenf nodu metastazlarinin ve uzak metastazlarin kalici

gerilemesini sagladig1 gosterilmistir (Kim ve dig. 2018).
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Diisiik miR-34a seviyeleri, meme kanseri hiicrelerini radyoterapiye daha
direngli hale getirdigi gosterilmistir. Ayrica; miR-34a'nin normal ve meme kanseri
hiicre hatlarinda radyasyona yanit olarak p53 tarafindan artmis ifadesi bulunmustur

(Schooneveld ve dig. 2015).

miR-148b; integrin a5, fosfatidilinositol-4,5 bifosfat 3-kinaz, katalitik alt
birim igeren Rho ile iligkili protein kinaz 1 (ROCKI1) hedefleyerek meme kanseri
ilerlemesine neden olan ana koordinatorlerinden biridir. miR-335'in meme kanseri
hiicrelerinde Paired Box6'y1 (PAX6) hedefleyerek c¢ogalmayi, hiicre dongiisii
ilerlemesini, koloni olusumunu ve istilayr engelledigi gozlemlenmistir. miR-185,
licli negatif meme kanserinde E2F transkripsiyon faktorii 6'y1 (E2F6) dogrudan
hedefleyerek tiimor proliferasyonunu baskilamaktadir (Zheng ve dig. 2016).

mMiR-99a, meme kanserinde FGFR3'li, dogrudan 3' UTR'sini baglanarak
hedefler. Meme kanserinde FGFR3’iin susturulmasinin, meme kanseri hiicrelerinin
¢ogalmasini ve invazyonunu engelledigi gosterilmistir (Long ve digi. 2020).
Calismamizda meme kanseri ile iliskisi baz1 c¢alismalarda gosterilmis olan ve bir
oncomiR oldugu diisiiniilen miR-182’yi hedefledik. MiR-182’nin cisplatin direnciyle
iligkili oldugunu; hem akis sitometrisi analizi ile hem de hiicre dongiisii analizleri ile
gosterdik. AntimiR-182 ve cisplatin uygulanan hiicreler ile sadece -cisplatin

uygulanan hiicreler kiyaslandiginda apotozun arttigini belirledik.

mMiR-182'nin artmig ekspresyonu; FOXO3, MITF, MTSS1 veya PDCD4 gibi
cok sayida hedefin baskilanmasi yoluyla invazyon, hayatta kalma ve kemodireng
artisina glclii bir sekilde katkida bulunur. miR-182'nin, tiimoriin ilerlemesinin
belirlenmesi i¢in biyobelirte¢ olarak kullanilmasi onerilmektedir. Tiroid kanserinde,
artmig MiR-182 ifadesi papiller ve folikiiler tiroid karsinomlarinda rapor edilmistir.
miR-182 ifadesinin mediiller tiroid karsinomunun malign progresyonunda rol

oynadig1 da gosterilmistir (Spitschak ve dig. 2017).

mMiR-19b'nin, meme kanserinin prognostik bir biyobelirteg olarak rol oynayan
fosfatidilinositid 3-kinaz (PI3K) ve serin-treonin kinaz (Akt) yollarina aracilik ederek
hiicre proliferasyonu ve invazyonuna katkida bulundugu bulunmustur. Ayrica miR-

30 ailesi iiyelerinin, meme kanserinde hiicre invazyonunda c¢ok oOnemli bir rol
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oynadigi gosterilmistir. Bu miRNA'larin disinda, serum miR-1915-3p ve miR-455-3p
de hiicre proliferasyonunu ve migrasyon kabiliyetini diizenleyerek meme kanseri

ilerlemesinde rol oynadigi bulunmustur (Zhao ve dig. 2019).

Serviks kanserinde, miR-182'nin, anti-miR182 ile knockdown edilmesiyle
servikal karsinomun ilerlemesininin fare ksenograft modelinde, HeLa ksenograftini
onemli Olgiide kiictlttiigli gosterilmistir. Bu nedenle, miR-182'nin rahim agzi

kanserinde onkojenik bir rol oynadigini ileri stiriilmektedir (Tang ve dig. 2013).

mMiR-182'nin prostat kanseri hiicrelerinin ¢ogalmasina ve migrasyonuna
katildig1; prognostik ve tanisal bir biyobelirte¢ olarak arastirilmasi onerilmektedir.
miR182/FOX03a, mesane kanserinin progresyonu ve prognozu ile iliskilidir.
Mesane kanserinde miR-182'nin artan ifadesi ve FOXO3a'nin azalan ifadesi , mesane
kanserli hastalarin prognozu ile iligkilendirilmistir. miR-182 ekspresyonunun azalmis
ifadesi FOXO3a ifadesini artirir, mesane kanseri hiicre proliferasyonunu inhibe eder
ve apoptoz indiiklenir (Yu ve dig. 2022) miR-182 ifadesi; bitisik normal dokularla
karsilagtirildiginda insan gastrointestinal stromal tiimorlerinde (GISTs) Onemli
olgiide artar. miR-182'nin artan ekspresyonu , artan proliferasyon ve azalmis apoptoz
ile birlikte GIST-T1 hiicre biiyiimesini arttirir. Ek olarak, cylindromatosis (CYLD),
miR-182'nin dogrudan hedefi olarak tanimlanmistir. miR-182'nin asir1 ifadesi, CYLD
ifadesini bastirir ve niikleer faktér (NF)-kB aktivasyonunu arttirir. Sonug olarark;
miR-182'nin CYLD ifadesini negatif olarak diizenleyerek GIST hiicre biiylimesini
destekledigini gosterilmistir. Bu bulgular, miR-182 antagonistinin insan GIST'inin
tedavisi i¢in umut verici bir terapotik strateji olabilecegini gostermektedir (Ling ve

dig. 2018).

Arastirmalar, miR-182'nin mide kanseri hiicrelerinde sigan sarkomu (RAS)
ile iliskili baglanma 27a'y1 (RAB27A) diizenleyerek hiicre canliligini, gociinii ve
invazyoununu korudugunu goéstermistir. Ek olarak; miR-182'nin, FOXF2, RECK ve
metastaz baskilayict 1'e (MTSS1)’e aracilik ederek prostat kanserinde hiicre
invazyonu ve proliferasyonunu  destekledigi  gosterilmistir. miR-182'nin
inhibisyonunun, meme kanserinde Kaspaz 9 ekspresyonunu diizenleyerek pro-
apoptozis ve antiproliferasyon etkileri ortaya ¢ikardigi bulunmustur (Zhao ve dig.

2019).
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Meme kanseri trastuzumab direngli hiicrelerde yapilan c¢alismada miR-182
artmig ifadesinin MET'yi hedefleyerek ve downstream PI3K/AKT/mTOR sinyal
yolunu inhibe ederek trastuzumab direncini azalttig1 gosterilmistir. Bu nedenle miR-
182'nin upstream regiilasyonu veya hedef geninin downstream regiilasyonu, meme
kanseri trastuzumab direngli hiicrelerde trastuzumab direncinin {istesinden gelmek
icin potansiyel tedavi yontemi olarark kullanilabilecegi gosterilmistir. (Yue ve Qin
2019). Calismamizda ise {igli negatif meme kanseri hiicrelerinde miR-182
knockdown edildiginde cisplatin direncinin azalarak apoptozun arttig1 gosterilmistir.
Bu da miR-182’nin meme kanserinde ilag direnci ile iligkili olabilecegini

distindiirmektedir.

WWOX ifadesinin kayb1 veya azalmasi meme kanseri ile iligkilidir.
Immiinohistokimyasal boyama, normal insan meme dokusunda giicli WWOX
ifadesini gosterir. WWOX ifadesi, meme kanseri dokularinin %55-63.2'sinde azalir
ve meme kanseri dokularinin %29'unda kaybolur. WWOX varyantlari, normal meme
dokulartyla karsilagtirildiginda. WWOX SDR alaninin ¢ogunlugundan yoksun olan
FORIII transkripti, meme tiimorlerinin %50'sinde ve meme kanseri hiicre dizilerinin
%90'inda  eksprese edilir. Bu sonuglar, WWOX geninin, meme kanseri

progresyonunda rol aldigini gostermektedir (Li ve dig. 2015)

Bir baska c¢alismada stres kosullar1 altinda WWOX’un p53 ile is birligi
yaptigin1 apoptozu destekledigini ve bunun da tiimor olusumu i¢in bir bariyer
olusturdugunu gdstermektedir (Abdeen ve dig. 2018). Uglii negatif meme kanserinde
miR-182’nin, FOXF2'yi baskilayarak potansiyel bir ¢ogalma ve metastaz
indiikleyicisi oldugu gosterilmistir. Ayrica miR-182, meme kanseri progresyonu
tizerinde destekleyici bir etki ortaya ¢ikarirken; delesyonu meme kanserinde PTEN
ifadesini tesvik ederek hiicre ¢ogalmasini ve invazyonunu baskilamada rol oynadigi
gortilmiistir (Lu ve dig. 2020). Bu c¢aligmalar ve yaptigimiz ¢alismalar g6z Oniine

alindiginda miR-182’nin meme kanserinde dnemli bir rol oynadig s6ylenebilir.

WWOX ifadesinin downstream regiilasyonunun, meme kanserinde hastaligin
agresif seyretmesi ve hasta sagkalimini kisalttigi bulunmustur. Bu da WWOX’un
meme kanseri i¢in timor baskiliyict roliinii ortaya koymaktadir (Pospiech ve dig

2018) Bagka bir calismada da yine WWOX un bir tiimor baskilayict oldugu ayrica
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kaybinin pek ¢ok kanserle iligkili oldugu belirtilmistir. Azalmis WWOX ifadesinin
yiikksek Olgiide iiclii negatif meme kanserinde klinikopatolojik faktorlerle iliskili
oldugu belirtilmistir (Schrock ve Huebner 2015). WWOX tiimér baskiliyict roliinii
STAT3 aktivitesini baskilayarak gergeklestirir ve timor biiyiimesini inhibe eder.
Bunu yapmak icin de JAK2 fosforilasyonunu inhibe eder ve JAK2; STAT3’e
baglanamaz. Uclii negatif meme kanserinde diisik WWOX ifadesinin yiiksek
STATS3 aktivitesine neden oldugu gézlemlenmistir (Chang ve dig. 2018). WWOX
kodlama bolgesindeki delesyonlar meme kanseri vakalarinin neredeyse %80’inde
goriiliir. Breal ile etkilesime giren MRN kompleksinin bir bileseni olan Rad50
proteinine dayali bir modelde WWOX, BRCA1'e baglanmak i¢in Rad50 ile rekabet
eder ve sonug¢ olarak ug¢ rezeksiyonunu bozar. Bu nedenle, WWOX eksikligi
sergileyen kanserli hiicrelerde, hiicrelerin DNA hasar1 indiikleyen sitotoksik
tedavilerde hayatta kalmasina izin verilir. WWOX protein ekspresyonu kaybinin,
fare embriyonik fibroblastlarinda (MEF'ler) ve insan MDA-MB-231 meme kanseri
hiicrelerinde radyasyon ve cisplatin direncine katkida bulundugu ve bunun da kanser
niiksii ile iligkili oldugu ileri stirilmektedir. Hem insan meme MCF10A hem de
WWOX igermeyen fare MEF hiicreleri, iyonlastirict radyasyon ve bleomisin tedavisi
yoluyla ¢ift zincir kiriklarinin uyarilmasi iizerine ©onemli Ol¢lide sagkalim
sergilemistir. Ayrica WWOX eksikligi olan MDA-MB-231 hiicreleri, WWOX
eksprese eden hiicrelerden daha kisa siirede niiks etmistir (Pospiech ve dig. 2018).
Calisgmamizda WWOX eksprese etmeyen MDA-MB-231 hiicre hatlarinin
hedeflenmesinin nedeni budur. Yapilan c¢alismalarda da gosterildigi gibi WWOX
eksikligi {i¢lii negatif meme kanseri hiicrelerinde cisplatine direng gelisimine neden
olabilmektedir. Bu direncin tedavi edici ajanlar ile kirilmast meme kanseri icin yeni

tedavi olanaklar1 saglayabilir.

Cisplatin DNA’ya baglanarak RNA trasnkripsiyon ve DNA replikasyon
aktivitesini engeller. DNA’da olusan lezyonlar tamir edilmediginde apoptoz devreye
girer. Uclii meme kanseri hastlar1 farkli alt tiplere bagh olarak kemotdrapik ajan olan
cisplatine farkli cevap olusturur. Hiicreler cisplatinin alimini inhibe ederek ya da
hiicreden ¢ikisin1 artirarak, redoks mekanizmasiyla ilacin detoksifikasyonunu
saglayarak, apoptotik mekanizmanin negatif regiilasyonu ile cisplatine direncgli hale

gelebilir. Uglii meme kanserinin BL1 ve BL2 alt tiplerinde siklikla BRCA gen
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mutasyonlart bulunur dolayisityla DNA tamir sorunu mevcuttur, bu da LM ve LAR
alt tiplerine kiyasla neden cisplatine kars1 daha hassa olduklarini ortaya koyar (Hill

ve dig. 2019).

Cisplatine tedavinin ilk zamanlarinda cevap veren hastalar, homolog
rekombinasyon DNA tamir mekanizmasmin devreye girmesiyle siklikla cisplatine
direng gosterir. RAD51’in MDA-MB-231 hiicre hattinda siRNA ile knockdown

edilmesi hiicreleri cisplatine hassas hale getirmistir (Lee ve dig. 2022).

miRNA'lar, gen ifadesinin 6nemli bir transkripsiyon sonrasi diizenlemesini
olusturur ayrica normal doku gelisimi ve islevlerinde oldugu kadar, hastaliklarin
patogenezinde de ©Onemli roller oynadigi kamitlanmustir. Islevlerini in vivo
gelistirmek veya azaltmak icin ¢esitli yaklasimlar gelistirilmistir. (Mcclellan ve dig.
2021) CRISPR, oncelikle bulasici istilact viriislere ve fajlara karsi ¢alisan ve in vitro
DNA'y1 spesifik olarak parcalamak i¢in kullanilan, prokaryotlarin kalitsal ve adaptif
bir antiviral bagisiklik sistemidir. CRISPR/Cas9 sistemini kodlamayan genlere
(mirna, Incrna, circrna) uygulamanin sinirlamalarindan biri, off-taget etkidir. Bazen
cas9 uygunsuz bir sekilde hedefe baglanir ve hedef bolgenin disindaki dizide
mutasyon olusturur. Bir diger kisitlama da kii¢lik indellerin belirli bir kodlamayan
genin islevsel kaybinina neden olmamasidir. Bu engelin iistesinden gelmek i¢in Ho
ve digerleri, marker genleri genoma entegre etmek i¢in 6zel bir se¢im sistemi olan
homolog rekombinasyonu baz aldilar ve CRISPR-Cas9 sisteminin yardimiyla
INCRNA-21A basariyla MCF-7 hiicrelerinde knockout edildi (Yang ve dig. 2018).
Baska bir calismada da rehber RNA lentiviral-CRISPR/cas9 vektorii kullanilarak
hepatoselliiler karsinom (HCC) hiicrelerinde miR-3188’de indel olusturularak
knockout edilmis bu hiicrelerde biiylime ve koloni olusumu 6nemli 6lciide inhibe

edilmistir (Zhou ve dig. 2017).

miRNA baskilanmast i¢in CRISPRi tabanli stratejinin, c¢aligma tasarimi
adiminda dikkate alinmasi1 gereken birka¢ dezavantaji vardir. CRISPRi, kanonik
olmayan biyogenez yollarinda yer alan miRNA'lar i¢in optimal bir segim
olmayabilir. Ornegin, kendi trasnkripsiyon baslama bolgesi olmayan intronik
miRNA'lar dCas9-KRAB kompleksi tarafindan hedeflenemez. Ayrica, yakin
zamanda gosterildigi gibi, pri-miRNA'lar IncRNA'lar olarak islev gorebilir ve
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olusturduklart olgun miRNA'lardan bagimsiz olarak kendi biyolojik rollerini yerine
getirebilirler. Bu gibi durumlarda, CRISPRi kullanilarak genomik seviyede
miRNA'larin inhibisyonu, Inc-pri-miRNA'larin bozulmasiyla ilgili beklenmedik
olaylara neden olabilir. Ayrica, miRNA'larin trasnkripsiyon baglama bdolgesi
genomik lokuslar1 transkripsiyon arttiricilar gibi diizenleyici elementler icerebilir. Bu
gibi durumlarda, CRISPRi aracili inhibisyon, potansiyel olarak enhancer ile iligkili
genlerin ifadesi tizerinde of-target etkiyle sonuglanabilir (Sledzinska ve dig. 2022).
CRISPR/Cas9 sistemlerinin kisitlamalarindan bir digeri hedef dizinin 6zgiilliigiinti
artirmak icin, hedef sekans i¢in spesifik rehber RNA’lar tanimlamaya olanak
saglamak amaciyla binlerce rehber RNA analiz edilmesidir. Bununla birlikte, gRNA
etkinliginin artmas1 ic¢in altta yatan molekiiler mekanizmalar iyi bilinmemekle
birlikte, hedef genlere 6zgii rehber RNA aktivitesi i¢in bazi tahmin degerleri vardir.
PAM dizileri tarafindan hedef bolgenin taninmasinda da bazi engeller mevcuttur.
crisprRNA’nin  taginmasi da knockout etkisini etkileyen bir durumdur.
Nanopartiikiillerin, viral vektor ve organik yag molekiillerine goére transfeksiyon
veriminin daha yiiksek oldugu belirtilmistir (Singh ve dig. 2021). Calismamizda
MDA-MB-231 hiicrelerine tasarlanan gRNA’lar1 transfekte etmek i¢in lipofektamin
kullandik. Nanopartiikiiller transfeksiyon verimi i¢in daha etkili olabilir. Bir baska
calismada lentiviriisler uygun gRNA ile kullanilarak gastrik kanser hiicre hatlarinda
RhoA, Glil ve Gal3 genleri knockout edilmistir (Jin ve dig. 2020). CRISPR/Cas9
sistemi ile yapilan ¢ogu calisma protein kodlayan genler in knockout edilmesi ile
ilgilidir ve kodlanmayan RNA boélgeleri iizerindeki ¢aligmalar oldukca azdir.
Yapilan bir c¢alismada mir-23b ve mir-27b rehber RNA oligoniikleotitleri
lentiCRISPR/Cas9 V2 vektor ile ligate edildikten sonra MCF7 hiicreleri enfekte
edildi. Knockout sonucunda hiicre biiyiimesi ve koloni olusumu o6nemli 6lgiide
azaldi. Bu sonuglar her iki miRNA’nin meme kanseri i¢in onkojenik miRNA
oldugunu gostermektedir (Hannafon ve dig. 2019). Calismamizin ilk asamasinda
miR-182 ifadesini azaltmak i¢in CRISPR-CAS9 yontemi kullanildi fakat tim
asamalar basariyla tamamlanmasma ragmen knockout belirlenmedi. miRNA’lar
tizerinde CRISPR-CAS9 knockout yonteminin ¢ok sinirli kullanilmasi ve genellikle

bunun i¢inde lentiviral vektorlerin tercih edilmesi yani sira kodlanmayan RNA
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bolgeleri lizerinde yapilan ¢aligmalarin oldukga sinirli olmasi goz oniine alindiginda

miRNA inhibitori kullanilmasi kararlastirildi.

RNAI, gen ifadesini baskilamada nispeten ¢ok yiiksek bir etkinlige sahiptir.
Optimal olarak tasarlanmis RNAi araclari, hedef hiicrelere iletildikten sonra
amaglanan hedef mRNA'larin >%70 oraninda yikilmasini saglar. CRISPR/Cas9'un
memeli genlerini diizenleme yetenegi biiylik Olciide farklilik gosterir ve bazi
calismalarda %1 ila %79 arasinda degisen verimlilik rapor edilmistir. CRISPR/Cas9
sisteminin bir diger 6nemli sinirlamasi, hedeflenen hiicrelerde belirli bir genin tiim
alellerini ayn1 anda hedefleyememesidir. CRISPR/Cas9, DNA elementini hedef
aldigindan, bir genin ifadesini tamamen degistirebilmesi i¢in genlerin tiim alellerinin
modifiye edilmesi gerekebilir. Yaygin olarak kullanilan Oliimsiiz insan hiicre
hatlarinin ¢ogu, triploid veya daha fazla kromozom tamamlayicist olan andploiddir
ve gen silme islemini karmagik hale getirir. Bunun aksine, RNAI, transkriptleri

hedefledigi i¢in verimli ve tek tip gen baskisina neden olur (Unniyampurath ve dig.

2016).

Yapilan bir ¢alismada T ve B lenfosit kiiltiirleri kullanilarak miRNA
inhibisyonu antimiR’ler ile yapilmistir. Elde edilen sonuglar belirli bir miRNA
inhibisyonu i¢in en uygun metodun antimiR’ler oldugunu ortaya koymustur.
AntimiR’ler hem yiiksek verimlidir hem de tekrar tekrar iiretilebilir (Haftmann ve

dig. 2015).

Bir ¢alismada anti-miR21 kullanilarak mir-21 inhibe edilmistir, miR-21’in
inhibisyonunun kolon kanserinde hiicre proliferasyonunu inhibe ettigi gosterilmistir
(Song ve Rossi 2013). Bu tarz calismalar anti-miR’lerin tedavi edici olarak da

etkinliklerine 151k tutmaktadir.

Anti-miRNA oligoniikleotitleri (AMO'lar), 17 ila 22 niikleotit uzunlugunda
ve secilen bir miRNA'yr tamamlayict olacak sekilde tasarlanmisg, tek sarmalli,
kimyasal olarak modifiye edilmis DNA benzeri molekiilleri temsil eder. Ilgili genin
ifadesini spesifik olarak inhibe ederler. Mekanik olarak, AMO'lar Watson-Crick
baglanmasi yoluyla bir ASO-miRNA dubleksi iireterek hedef miRNA geninin

RNAse-H aracili boliinmesine yol agar. Antagomirler miRNA'lar1 inhibe etmek i¢in
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tasarlanmis RNA terapotik molekiillerini temsil eder. Bunlar, kimyasal olarak
modifiye edilmis ve hedeflenen miRNA'lar1 tamamlayict kolesterol konjuge tek

sarmall1 23 niikleotit uzunlugunda RNA molekiilleridir (Souckova ve dig. 2020).

Bazal-benzeri meme kanseri hiicreleri, komsu hiicreleri, TGF-B sinyal yolunu
degistirerek FOXF2 ifadesini degistirir. Altta yatan mekanizmayi arastirmak igin
yapilan deneylerden biri TGF-B1, TGF-B2 ve TGF-B3 ile siirekli uyarimm FOXF2
MRNA ifadesini 6nemli dl¢lide degistirmedigini, ancak MDA-MB-231 hiicrelerinde
FOXF2 protein ifadesini azalttigin1 gostermistir, bu da TGF- B’nin transkripsiyon
sonras1 seviyede FOXF2 ifadesini negatif olarak diizenledigini gostermektedir.
Potansiyel olarak FOXF2'yi hedefleyen, TGF-B1, TGF-B2 veya TGF-B3 tarafindan
upstream regiile edilen miRNA'lardan biri miR-182’dir ve ifadesi, MDA-MB-231
hiicrelerinde TGF-f stimiilasyonu ile upstream diizenlenmistir. miR-182'nin, Bazal-
benzeri meme kanseri dahil olmak iizere bir¢ok kanser tiirinde EMT'yi ve metastazi
destekledigini goz Oniinde bulundurarak, miR-182'nin TGF- yoluyla FOXF2
susturulmasina aracilik etmedeki roli MDA-MB-231 hiicrelerinde miR-182 mimik
transfeksiyon ile 6nemli 6l¢iide azaltilmistir. Tutarli bir sekilde, FOXF2'nin protein
seviyeleri, mMRNA seviyeleri degil, miR-182 mimik transfeksiyon ile azald1 ve miR-
182 inhibitor tedavisi ile artmustir. Bu veriler, FOXF2 ve TGF-p'nin Basal-like meme
kanseri hiicrelerinde karsilikli baskiya maruz kaldigint ve miR-182'nin, TGF-f 'a
yanit olarak FOXF2 ifadesinin susturulmasina aracilik ettigini gosterir (Lu ve dig.

2020).

Bizim verilerimizde anti-miR182 ve cisplatin uygulanan hiicreler ile anti-
miR182 uygulanmayan fakat cisplatin uygulanan hiicreler karsilastiginda knockdown
yapilan hiicrelerde apoptozun %12,58 arttig1 goriilmektedir. Ayrica knockdown
hiicrelerde hiicrelerin cisplatin uygulamasi ile direkt 6liimii tercih etmeleri yerine
programli hiicre 6liimii olan apoptoza yoneldigi goriilmektedir. Bu ¢alismay1 benzer
sekilde koleraktal kanser hiicre hatlar1 (MICOL-14"*" ve MICOL-14"™) ile yapan
bir ¢alismada; mir-182 benzer sekilde anti-mir182 ile 72 saat siireyle inkiibe edilmis
ve knockdown edilmis olup, analizler AAC; kullanilarak yapilmistir. Knockdown
dogrulandiktan sonra kanser hiicre hatlarinda apoptozun artti§i bulunmustur. Hiicre

dongiisii analizlerinde ise knockdown edilen hiicrelerden MICOL-14"*" <de hiicre
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dongiisii profilinde minimal degisiklikler olurken, MICOL-14"" hiicre hattinda
G0/G1 daki hiicre fraksiyonu artmis bu da S ve G2 fazlarindaki azalmanin nedeni
olarak belirtilmistir. Bu sonuglar miR-182 inhibisyonunu MICOL-14"™ hiicrelerince
apoptozu uyardigini ve hiicre proliferasyonunu modiile edebilecegini gostermistir

(Perilli ve dig. 2019).

Bundan sonraki asamada knockdown ti¢lii meme kanseri hiicrelerinde meme
kanseri iligkili genlerin ekpsresyon profilleri incelenerek miR-182’nin apoptoz
artisin1 hangi gen veya yolaklar lizerinden etkiledigi arastirilabilir. Ayrica miR-182;
miR-183 kiimesinin iiyelerinden biridir. miR-183 kiimesi, paralog miRs-183, -96 ve -
182'den olusur. Genellikle kiimeler, kopyalanmis 2-3 miRNA dizisinden olusan ortak
bir faktor veya sinyal yollar tarafindan kopyalanir. Bu kiime iyi huylu dokulara
kiyasla prostat, meme ve yumurtalik kanserlerinde yiliksek seviyelerde eksprese
edilir. Hasta prostat tiimorlerinde artmis miR-182 seviyeleri, kotii sagkalim ile
iligkilidir. Artmis miR-182 seviyeleri ; proliferasyonu artirmak i¢in dogrudan
metastaz baskilayict 1'i (MIM) hedefledigi igin prostat timor hiicrelerinde
proliferasyonu destekler (Dambal ve dig. 2015). Bu ¢alisma baz alindiginda miR-
182; ani-miR ile knockdown yapilmasi gen kiimesiyle beraber yapilarak apoptoz ve
hiicre donglisii analizleri yapilabilir ve aralarindaki etkilesimin MDA-MB 231

knockdown hiicre hattinda nasil sonuglanacagi arastirilabilir.

Ornegin, insan meme kanseri hiicrelerinde miR-17/20 kiime ekspresyonu,
heterotipik salgilanan sinyaller yoluyla azaltilir. Dogrudan interlokin-8 (IL-8)
ekspresyonunu azaltir ve siklin D1 yoluyla sitokeratin 8'i inhibe eder. miR-183/182
kiimesi ve PI3K/AKT/mTOR ekseni medulloblastomda metastaz agisindan
onemlidir. Ayrica, hiicrelerin rapamisin ile muamele edilmesi, miRNA kiimesi ile
PI3K/AKT/mTOR sinyali arasindaki potansiyel ¢apraz etkilesimi gosteren metastatik
miR-183/182 kiimesinin ekspresyonunu inhibe etmistir. Benzer sekilde, TGF-B1,
EMT'nin uyarilmasiyla akciger kanserinde miR-376/656 kiimesinden miR-
134/487b/655 {iyelerini upstream diizenleyebilir. miR-134/487b/655 kiimesi
upstream regiilasyonu, dogrudan zarla iliskili guanilat kinazi ters cevrilmis 2'yi
(MAGI2) hedefleyerek EMT'nin neden oldugu gefitinib direncine yol agar. miR-

143/145 kiimesinin downstream regiilasyonu, bir dizi kanserde rapor edilmistir ve
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kanser hiicrelerinin ¢ogalmasini, istilasin1 ve gogiinii diizenledigi bildirilmektedir

(Kabekkodu ve dig. 2018).

Bir bagka ¢alismada miR-96-182-183'in, BRMSI1L (meme kanseri metastazi
baskilayict 1-benzeri) gen ekspresyonunu dogrudan baskilayarak EMT'yi ve
invazyonu destekledigini gostermistir (Zhang ve dig. 2015).

Kriippel benzeri faktor 4'in (KLF4), insan embriyonik kok hiicrelerinde
(hESC'ler) ve melanom tiimorlerinde miR-182 kiimesini direkt olarak regiile ettigi ve
miR-182’nin bu hiicrelerde yiiksek oranda eksprese edildigi, metastatik bir role sahip
oldugu bulunmustur. Ayrica, melanom hiicrelerinde artmis KLF4 ekspresyonunun
metastatik ilerleme ve kotii hasta prognozu ile iliskili oldugu bulunmiustur (Segura

ve dig. 2017).

Yapilan bir ¢alismada mezotelyomada, miR-1 ve miR-214 gibi downstream
regiile edilen miRNA'lar ve miR-182 ve miR-183 gibi upstream regiile edilmis
miRNA'lar belirlendi. Tiimor baskilayict mikroRNA'lar, yani miR-1 ve miR-214,
PIM1'i hedefleyerek mezotelyoma hiicre proliferasyonunu tesvik etmede rol oynar.
Bu ¢alismada, miR-182 ve miR-183'lin mezotelyoma hiicre dizilerinde onko-
mikroRNA'lar olarak rol aldig1 goriilmistiir. miR-182 ve miR-183'in mezotelyoma
hiicrelerinin proliferasyonlart ile iliski oldugu, ayrica miR-182 ve miR-183'in
mezotelyoma hiicrelerinin invazyonu, metastazi ve adezyonu ile iligkisi oldugu

belirlendi (Suzuki ve dig. 2018).

Mikrodizi ekspresyon verileri gibi ileri teknolojiler, meme kanserinde
anormal miRNA ifadesinin istisnadan ziyade kural oldugunu gostermistir.
miRNA'larin  fizyolojik yapiya siki entegrasyonu, az sayida miRNA'nin
diizensizliginin hiicrelerin ekspresyon profilini derinden etkileyebilir, onlar
transformasyona dogru yonlendirebilir. Hastaligin patofizyolojisinde énemli bir rolii
olan meme kanseri miRNA'lar1, invazyon, metastaz, epitelyalden mezenkimal gegis
(EMT) ve meme kanseri kok hiicrelerinde 6nemli bir role sahip oldugu i¢in , meme
kanserinde 6nemli bir yere sahiptir (Bertoli ve dig. 2015). miRNA'larin ifadesinin
diizenlenmesi bir¢gok mekanizma ile kontrol edilebilir. Sahip oldugu avantajlar goz

Oniline alindiginda, kanser ilaglarmin hiicre duyarliligini artirmak ve ila¢ direncini
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yenmek i¢in miRNA'larin kullanilmasi miimkiindiir. Uygulanacak yontemin basarili
olabilmesi icin kanserli hiicrelere etkili bir sekilde ulasabilmesi ¢ok 6nemlidir. Bu
nedenle, 6zellikle miRNA iletimi i¢in nanoparcacik ve lipozom aracili iletim gibi
farkli iletim stratejilerinin optimize edilmesi gerekmektedir. Kanser tedavisinde
kullanilan diger ilaclarda oldugu gibi miRNA'larin hem normal hem de kanser
hiicrelerinde birgok molekiiler hedefi vardir. Bu nedenle miRNA'nin etkinligi ve
giivenilirliginin daha fazla arastirilmasi gerekmektedir (Kumoglu ve dig. 2019).
GIST-T1 hiicre hatlar1 miR-182 inhibitorii ve RNAimax kullanilarak transfekte edildi
ve mMiR-182 knockdown edilerek inhibe edildi. Bu hiicrelere TNFa ile 24 saatlik
muamele sonunda PI ve Annexin V boyamasi yapildi. Elde edilen sonuglara gore
miR-182 hem erken hem de geg apoptozu arttirdi (Ling ve dig. 2018). Calismamizda
iclii negatif meme kanseri hiicre hatlar1 i¢in ayni inhibitor kullanildi. Knockdown
islemi sonunda yapilan cisplatin uygulamasi ardindan akis sitometrisi analizi
PI/Annexin boyamasi ile yapildi ve apoptozun arttifi gozlemlendi. Her iki
caligmanin korelasyonu miR-182’nin sadece ii¢lii negatif meme kanserinde degil
fakli kanser tiirlerinde de tedavi edici bir ajan olabilecegini gostermektedir. Bu
amagla farkli hiicre hatlarinda anti-miR-182 knockdown sonrasi apoptoz analizi ve

miR-182 iligkili genlerin regiilasyonu arastirilabilir.

Giicli antitimor ajanlardan biri olan cisplatinin, ¢esitli kat1 tiimorlere karsi
onemli klinik aktiviteye sahip oldugu gosterilmistir ve bu nedenle, baz1 kanser
tedavileri i¢in standart rejim olarak listelenmistir. Cisplatinin, GO/G1'de hiicre
dongiisii durmasi ve apoptoz indiiksiyonu yoluyla prostat kanseri bliylimesini in vitro

baskilamak i¢in gii¢lii bir ilag oldugu gosterilmistir (Chiang ve dig. 2014).

Baska bir c¢alismada ise HL-60 hiicreleri iizerinde farkli cisplatin
konsantrasyonlar1 24, 48, 72 ve 96 saat uygulanmis, cisplatin dozu ve zamani arttikca
Gl fazindaki yigilmanin arttigit bunun da nedeninin hiicrelerin apoptoz veya

nekrozda olabileceginden kaynaklandig ileri siiriilmiistiir (Velma ve dig. 2016).

Cisplatine direngli hiicre hati MDA-MB-231'deki G3BP2 ifadesinin
azalmasi, mezenkimal hiicre morfolojisini azaltarak, cisplatin kaynakli uzun siireli
G2 hiicre dongiisii durmasina neden oldugu ve cisplatine duyarlilifin artmasina

neden oldugu gosterilmistir. Hiicre kaderini belirlemede, tedaviden o6nce sinyal
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molekiillerinin  statik durumlarindan ziyade sinyallesmede cisplatin kaynakli

degisikliklerin 6nemli oldugu belirtilmistir (Heijink ve dig. 2019).

Yapilan bir caligmada cisplatine diren¢li yumurtalik kanseri hiicre hatlarinda,
EF24 ile indiiklerek PTEN ifadesinin artis1, p53 ve p21 gibi G2/M kontrol noktasi
proteinlerin ifadesini arttirdigt ve G2/M hiicre dongiisii tutuklu kalmasi ayrica

apoptozun artmasi ile sonuglandigini gézlemlenmistir (Selvendiran ve dig. 2007).

Bizim c¢alismamizda ise anti-miR182 ve cisplatin uygulanan hiicreler ile
sadece anti-miR182; sadece cisplatin veya higbir islem uygulanmayan MDA-MB-
231 hiicreleri kiyaslandiginda G2 fazindaki hiicrelerin arttigi gézlemlenmistir. miR-
182 knockdown hiicrelerdeki G2 fazindaki bu tutulma cisplatinin DNA hasarina yol
acarak apoptozu indiikledigini gostermektedir. Cisplatinin farkli kanser tiirlerinde
apoptozu tetikledigi pek ¢ok calismada gosterilse de miR-182 inhibitérii ile beraber
uygulandiginda bu oranlarda artis saptanmasi bizim gozlemdigimiz sonuglardan
biridir.

Sonu¢ olarak miR-182’nin TNBC hastalarinda cisplatin direncinde rol
oynadig1 belirlenmis ve bu direncin engellenmesi igin gen terapisi alaninda anlaml
bir terapétik ajan olabilecegi, bu amagla daha fazla calisma ile bunun desteklenmesi
gerektigini ileri siirmekteyiz. Cisplatin tedavisinin gen terapisi ile desteklenmesi
yoniinde uygulanilabilir tedavilerin gelistirilmesi ve miR-182’nin cisplatin direncini
azaltarak TNBC hiicrelerini cisplatine karsi daha hassas hale doniistiirmesini hangi
yolaklar iizerinden hangi hiicre dongiisii iliskili proteinlerin ifadesinde nasil
degisimler yaptig1 veya apoptoz iligkili proteinleri etkileyerek gerceklestirdigine

yonelik caligmalarin arttirilmasini 6nermekteyiz.
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