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OZET

MEME KANSERI TEDAVISINDE miR-145-5p UYGULAMASININ SMAD-3 VE
SMAD-4 HEDEF GENLERIN [FADESINE ETKILERININ VALIDASYONU

Aynura ALIYEVA
Biyoloji Anabilim Dali
Anadolu Universitesi, Fen Bilimleri Enstitiisii, May1s, 2019
Danigsman: Dog. Dr. Emel ERGENE

Bu ¢alismada, meme kanserinde baskilandigi Meta-analizle belirlenmis olan, miR-
145-5p timor baskilayict miRNA 6zgiil sentetik mimigi, meme kanserinde metastaz
mekanizmasinin ~ Onlenmesi  veya  geciktirilmesi  amaciyla, transfeksiyonu
gerceklestirilmistir. “Hi-Perfect Reagent Transfection Agent” yardimiyla hedef hiicrenin
icine in-vitro olarak transfekte edilmistir (MIRNA replecement therapy). Transfekte
edilen miRNA’nin hiicre ¢ogalmasini, farklagsmasini ve hiicre 6liimiinii kontrol eden
TGF-B sinyal yolaginda etkili SMAD-3 ve SMAD-4 gen iriinlerinin (MRNA)
ekspresyonlarindaki degisiklik gergek zamanli kantitatif PCR (RT-gPCR) analizi ile
belirlenmistir. Ardindan, bu 2 adet hedef genin protein seviyesindeki degisiklikleri
gormek icin Western Blot analizi yapilmistir. Ayrica, uygulanan mimigin hiicresel
metastaz lzerindeki etkisini gostermek amacgli goc testi gergeklestirilmistir. Mimik
uygulama sonrasinda hiicrelerde kontrole gore gociin durdugu goriilmistiir. Ayni
zamanda RT-qPCR analizinde mimik uygulanan hiicrelerde kontrole gére SMAD-3 ve
SMAD-4 gen firlinlerinin ekspresyonlarinda azalma saptanmistir. Son olarak, Western
Blot analizinde SMAD-3 protein seviyesinin kontrolle kiyasta mimik uygulanan
hiicrelerde %86 azaldigi, SMAD-4 proteininin ise %100 azaldig1 elde edilen bant
yogunlugu analiziyle tespit edilmistir. Bu da RT-qPCR analizinin sonuglarini

desteklemektedir.

Anahtar Kelimeler: Meme kanseri, miRNA Yerine Koyma (Replacement) Tedavi,
miRNA, miR-145-5p, TGF-B, SMAD-3, SMAD-4, RT-gPCR, Western Blot, mimik

transfeksiyonu, Gog testi.



ABSTRACT

VALIDATION OF THE EFFECTS OF miR-145-5p APPLICATION ON THE
EXPRESSION OF SMAD-3 AND SMAD-4 TARGET GENES IN BREAST CANCER
TREATMENT

Aynura ALIYEVA
Department of Biology
Anadolu University, Graduate School of Sciences, May, 2019
Supervisor: Assist. Prof. Dr. Emel ERGENE

In this study, miR-145-5p tumor suppressor miRNA specific synthetic mimic,
which was determined by Meta-analysis in breast cancer, was transfected to prevent or
delay the metastasis mechanism in breast cancer. In-vitro transfected into the target cell
by “Hi-Perfect Reagent Transfection Agent” (mMiRNA replecement therapy). The change
in expression of SMAD-3 and SMAD-4 gene products (MRNA) in the TGF-f signaling
pathway that control cell proliferation, differentiation and cell death of transfected
miRNA was determined by real-time quantitative PCR (RT-qPCR) analysis. Western
Blot analysis was then performed to see changes in the protein level of these target genes.
In addition, migration test was performed to show the effect of mimic on cellular
metastasis. After the mimic application, migration was stopped according to the control
in the cells. Also in the RT-gPCR analysis, the expression of SMAD-3 and SMAD-4 gene
products decreased compared to control in mimic transfected cells. Finally, in Western
blot analysis, the SMAD-3 protein level was determined by the control band and the
SMAD-4 protein was reduced by 86% and the SMAD-4 protein was reduced by 100%.
This supports the results of the RT-qPCR analysis.

Keywords: Breast cancer, miRNA Replacement Therapy, miRNA, miR-145-5p, TGF-p,
SMAD-3, SMAD-4, RT-qPCR, Western Blot, mimic transfection, Migration test.
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1. GIRIS

Kanser hiicrenin normal davraniglarim1 diizenleyen mekanizmalarin bozulmasi
sonucu olusan bir hastaliktir (Cooper ve Hausman, 2016). Hiicrelerin anormal bir sekilde
biiyiimesi, ¢ogalmas1 ve viicudun diger bolgelerine yayilmasini engelleyen kontrol
mekanizmalarindaki anormallikler kanser hiicrelerinin Karakteristik 6zelliklerindendir.
Kanser hiicrelerini tehlikeli yapan ise kontrolsiiz hiicre ¢ogalmasi ve diger doku ve

organlara yayilmasidir (Klug vd., 2009).

Normal dokular, hiicrenin biiyiimesi, boliinme dongiisiine gegisini ve ilerlemesini
saglayan biliyiimeyi tesvik edici sinyallerin liretimini ve salimimni dikkatli bir sekilde
kontrol eder, boylece hiicre sayisinin homeostazi, normal doku yapisi ve fonksiyonunun
korunmasi saglanir. Kanser hiicreleri bu sinyalleri serbest birakirlar. Sinyaller, biiyiik
o6l¢iide hiicre i¢i tirozin kinaz alanlar1 igeren hiicre ylizeyi reseptorlerini baglayan biiyiime
faktorleri tarafindan iletilirler. Hiicre dongiisiiniin devam etmesini ve ayni zamanda hiicre
biiylimesini diizenleyen, dallanmis hiicre i¢i sinyal iletimi yoluyla sinyaller yaymaya
devam eder. Genellikle de bu sinyaller hiicre sagkalim1 ve enerji metabolizmasi gibi diger
hiicrenin biyolojik 6zelliklerini etkilerler (Hanahan ve Weinberg, 2011).

MikroRNA’lar (miRNA), bir veya daha fazla hedef mRNA’nin translasyonuna
miidahale ederek, transkripsiyon sonrasi gen regiilasyonunda yer alan ve gesitli kanser
tiirlerinde dnemli rol oynayan kii¢iik kodlamayan endojen RNA’lardir (Hosseinahli vd.,
2018, Nugent, 2017 ve Geraldo, vd., 2012). miRNA’larin normal hayatta kalma ve
gelisme igin ¢ogunlukla gerekli olan yaklasik %30 insan esansiyel genlerinin
ekspresyonunu kontrol ettigi tespit edilmistir (Zhang vd., 2019). Yaklasik 22 niikleotid
uzunlugunda olan kii¢iik RNA’lar, degredasyon ya da translasyonu baskilamak igin
MRNA’lar1 hedefleyerek hayvanlarda ve bitkilerde 6nemli diizenleyici rol oynayabilirler.
Yakin zamana kadar farkedilmemis olmalarina ragmen, miRNA'lar ¢ok hiicreli
organizmalarda daha bol miktarda gen diizenleyici molekiil sinifindan birini icermektedir
ve birgok protein kodlayan geni etkilemektedirler (Bartel, 2004). miRNA’lar hiicre
cogalmasi, farklilasmasi ve apoptoz gibi homeostatik siireclerde onemli roller
oynamaktadir. Yakin zamanda yapilan gen ekspresyon caligmalari, kontrolsiiz hiicre
boliinmesinin  gerceklestigi  kanser hiicrelerinde degisiklige ugramis miRNA
ekspresyonlarini géz oniine sermistir. miRA’lar, hedefledikleri mRNA’nin molekiiler

yolaklardaki  Ozelliklerine  gére  onkojen yada timor  baskilayict  gibi
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davranabilmektedirler (Saydam vd., 2011, Bhardwaj vd., 2010). Timdr baskilayici
miRNA’larin  fonksiyonu onkogenlerin ekspresyonunu kontrol etmektir. Timor
baskilayict miRNA’larin ekspresyonundaki azalma onkogenlerin ekspresyonunun
artmasina neden olacaktir ki bu da kanser olusumun baslica sebeplerindendir. Onkogenik
miRNA’lar ise tlimor baskilayict miRNA’larin tam tersine tiimor baskilayict genleri,
apoptoz ve differensasyonu diizenleyen genleri inhibe ederek islev yaparlar ve bu tiir

miRNA’lar tiimor olusumunu hizlandirirlar (Gortir ve Tamer, 2011, Zhang vd., 2007).

Onkojenik miRNA’larin asir1 ekspresyonu, tiimor baskilayici genleri veya kanser
gelisiminde rol oynayan hiicre farklilagmas1 ve apoptozu regiile eden genleri inhibe eder.
Timor baskilayict miRNA’larin ekspresyonu kanserli hiicrelerde azalmistir. Bu durum,
hiicre farklilasmasini veya apoptozu kontrol eden onkojenlerin ters sekilde diizenlenmesi
yoluyla tiimor gelisiminin ilerlemesine yol agabilir (Shirafkan vd., 2018, Koturbash vd.,
2011). miR-145, 2002’de onaylanmis bir miRNA homolojisi ile farede bulunmustur
(Lagos-Quintana vd., 2002). Diger c¢alismalar, miR-145’in kolorektal kanserde
baskilandigini1 gostermistir (Michael vd., 2003, Li vd., 2016). Bir bagka ¢alismada, miR-
145’in, bir bisistronik kiime olusturan kromozom 5 (5q32-33) iizerinde bulundugu
sOylenmistir. Cesitli dokularda son derece fazla eksprese edilen bu tiimor baskilayici
MIRNA’nin gesitli kanser dokularinda baskilanmis oldugu agiklanmistir (lio vd., 2010,
Xia vd., 2014). Ilaveten, miR145 son zamanlarda plazma, serum, idrar gibi viicut
stvilarindan izole edilen eksozomlarda veya mikro-zerreciklerde tespit edilmistir (Xia
vd.,, 2014, Yang vd., 2014). Bu nedenle miR-145"in, hiicresel proliferasyonun
diizenlenmesi, farklilasma, apoptoz, invazyon ve metastaz dahil olmak {izere bir dizi

tiimorijenik fonksiyona katilabilecegi gosterilmistir (Cui vd., 2014).

Cesitli kaynaklar, miRNA’larin transkripsiyon sonrasi gen diizenlemesinde ve
korunmus hiicresel sinyallesmelerde yer aldigini1 géstermistir (Ichimura vd., 2011, Inui
vd., 2010). Bu sinyalleme basamaklari, transforme biiyiime faktorii (TGF-$), Notch,
Hedgehog ve mitojen aktiflestirilmis protein kinaz (MAPK) yolaklarini i¢erir (Hornstein
ve Shomron, 2006, Ebert ve Sharp, 2012).

TGF-B ailesi, hiicre biiyiimesi, farklilasma, yapisma, go¢ ve Olim gibi ¢oklu
hiicresel fonksiyonlari diizenleyen ¢ok islevli bir sitokin ailesidir (Miyazawa, vd., 2002,
Morikawa vd., 2016). TGF-B sinyallesmesi gelisimde bir¢cok diizenleyici role sahiptir ve

bu sinyal yolundaki degisiklikler, kardiyovaskiiler hastalik ve kanser dahil olmak tizere
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cesitli hastaliklarin patogenezi ile iliskilendirilmistir (Meng vd., 2016, Chen ve Ten
Dijke, 2016). Daha onceki ¢alismalar, TGF-§ sinyal yolunun miRNA yolunu asag akis
(downstream) sinyal basamaklarinin 6nemli bir bileseni olarak gostermistir (Butz vd.,
2012, Janakiraman vd., 2018).

Diger sinyal yollarina benzer sekilde, TGF-B sinyalleri trans-membran
reseptorlerine ligand baglanmasi ile aktive olur ve sinyal daha sonra hiicre i¢i molekiiller
tarafindan iletilir (Hata ve Chen, 2016, Xu vd., 2012). Bu baglamda, SMAD proteinleri
hedef genlerinin transkripsiyonunu kontrol etmek i¢in TGF-B sinyallesmesinin ana
aracilaridir. Buna ek olarak, birgok bagka sinyal molekiiliiniin hiicrenin tipine ve
fizyolojik ozelligine dayali TGF-B kaynakli hiicre yanitlarinda ve patofizyolojik
islemlerde 6nemli bir rol oynadigi bulunmustur (Zhang , 2017, Derynck vd., 2014).

Her ne kadar TGF-B/SMAD sinyal yolagi dogrusal ve nispeten basit gibi goriinse
de TGF-p sinyalinin iglevsel karmasikligi ve ¢ok yonliiliigiiniin temel dayanaklarindan

biri gesitli diizenleyici mekanizmalarinin olmasidir. Bu mekanizmalardan en 6nemlisi

geri bildirim (feedback) diizenlemesidir (Hata ve Chen, 2016, Budi vd., 2017).



2. GENEL BIiLGILER
2.1. Kanser Gelisimi ve Nedenleri

Kanserin temel 6zelliklerinden biri klonalitedir. Tiimorlerin klonal kdkeni, timor
gelismesine neden olan ilk Onciil hiicrenin, baslangicta kanser hiicresinin biitlin
Ozelliklerine sahip oldugu anlamina gelmez. Bunun aksine kanserin gelismesi hiicrenin
birbirini izleyen degisiklikler sonucunda giderek malign sekle doniistiigii, cok basamakli
bir siirectir. Bunu gosteren 6zelliklerden birisi, ¢ogu kanser tiiriiniin ileri yaslarda ortaya
cikmasidir. Hiicresel diizeyde kanserin gelisimi, mutasyonlari i¢ceren asamali bir siire¢
sonucunda proliferasyon, sagkalim, invazyon ve metastaz yetenekleri giderek artan
hiicrelerin seg¢ilmesi seklinde ortaya ¢ikar (Cooper ve Hausman, 2016). Son on yilda,
kanser biyolojisinin kavramsal olarak anlasilmasindaki gelismeler, metabolizmanin
yeniden programlanmasi ve immiin yikimin ortadan kaldirilmasinin ek isaretler olarak

kabul edildigine dair son 6nerilere yol agmustir (Sarkar vd., 2013).

Kanser; viicuttaki hiicrelerin degismesi sonucu gelisen, g¢evresel faktorlerden
bagimsiz, kontrol edilemeyen ve farkli zamanlarda metastaz yapabilecek sekilde ¢ogalan
bir hastaliktir (Ozdemir vd., 2018). Kansere neden olan maddeler, yani karsinojenler,
deney hayvanlari iizerinde yapilan arastirmalarla ve insan topluluklarinda kanserlerin
rastlanma sikligin1 irdeleyen epidemiyoloik calismalarla belirlenmistir. Tiimorlerin
gelisimi ¢ok asamali bir islem oldugundan birgok degisik faktor kanserin ortaya
¢ikmasina neden olabilir (Cooper ve Hausman, 2016, Colditz vd., 2006). Kanser tedavi
maliyeti, siiresi ve yan etkileri nedeniyle en 6nemli saglik sorunlarindan biridir (Giirsu
vd., 2012). Sigara igmek, enfeksiyon, radyasyona maruz kalmak gibi ortak risk faktorleri
birgok kansere neden olabiliyor (Chan vd., 2014). Bu sebeple de kanserden korunmak

onceligimiz olmalidir. Kansere sebep olan risk faktorleri li¢ gruba ayrilabilir:

1. Davramissal Risk Faktorii

Fiziksel aktivitede yetersizlik, sismanlik, dengesiz beslenme, alkol ve tiitiin
kullanim1 tiim kanserler i¢in riskli davranislardir. Bu risk faktorlerinin tiim
kanserlerin yarisindan fazlasina neden oldugu belirtilmektedir (Kog, 2014).

Alkol: tiim kanser vakalarinin % 3,6'sinin alkolle iligkili oldugu tespit edilmistir.
Bu durum tiiketim sikligina bagh olarak niifuslarda degismektedir (Ratna ve

Mandrekar, 2017). Ornegin, Kanada’da yapilan bir arastirmada siirekli alkol



tiketenlerde g¢esitli kanser tiirleri (yemek borusu, mide, kolon, karaciger,
pankreas, akciger, prostat) alkol tiikketmeyenlere veya bazen alkol tiiketenlere gore
daha yiiksek oldugu belirlenmistir (Nelson, 2013).

Diyet: Yaglh besinler ile asir1 beslenme, alkol kullanimi, menopoz sonrasi kilo
alimi meme kanseri riskini arttirrr. Meme kanseri, fazla kilolu veya obez
kadinlarda menopoz sonras1 donemde daha yaygindir. Ancak premenopozal asir
kilolu kadinlarda risk, olmayanlara gore daha diistiktiir (Mahoney, 2018).
Biyolojik risk faaktorii

Bu faktorler yas, cinsiyet gibi fiziksel ozelliklerdir. Fiziksel ve biyolojik
ozelliklerin kanser i¢in risk faktorii olup olmadigi kanser tipine baghdir.
Cinsiyet: Baz1 kanser tiirleri cinsiyetle iligkilendirilebilir. Ornegin, prostat bezi
sadece erkeklerde oldugu i¢in erkeklerde prostat kanseri goriiliir. Hem erkek hem
de kadinlarda meme kanseri goriilebilir, ancak kadinlarda meme kanseri gelisme
riski daha yiiksektir (Ozdemir vd., 2018). 2016 yilmin istatiklerine gére kadinlar
arasinda en sik goriilen kanser meme kanseri iken erkeklerde bu oran g¢ok
diisiiktiir. Erkeklerde meme kanseri genellikle 60 yasindan sonra goriiliir. Ancak,
erkeklerde geg teshis edilir. Bu nedenle de hastalik ileri evrelere geger ve tedavi
zorlagir (Yalaza, 2016).

Yas: Yashilik, bircok bireysel kanser tiiri igin en 6nemli nedenlerden biridir.
Ulusal Kanser Gozetim Enistitiistinden elde edilen verilere gore, ortalama kanser
yast 66'dir. Kanser vakalarinin %25'1 65 ila 74 yaslar1 arasindaki kisilerde
bulunmaktadir (http-1).

Genetik risk faktorii

Genetik risk faktorleri, nesilden gelen genlerle iliskilidir. Genlerin bazi
hastaliklara kars1 yatkinligimi gosteren arastirmalar halen devam etmektedir.
Normalde tiimor gelisimini 6nleyen tiimdr baskilayici genlerdeki bir bozuklugun,
kalitimsal olarak aktarilmasi ve sigara gibi bir karsinojenin ilave katkisi ile
bireyler kansere yatkin bir hale gelebilmektedirler. Meme ve yumurtalik kanseri
gibi bazi kanser tiirlerinde, kanserin kalitimsal gegisine ait bazi genler tespit
edilmistir (Yokus ve Cakir, 2012).

Hormonlar: Kadinlarda dstrojen hormonu meme kanseri riskini arttirir. Ostrojen
hormonunun azalmasi tiimoriin biyiimesini azaltir. Erken adet kanamasi (12

yasindan once), gec menopoz (55 yasindan sonra) ve dogum yapmak meme
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kanseri riskini azaltir. Bununla birlikte, 35 yasindan sonra dogum yapmamak ya
da ilk dogum yapmak meme kanseri riskini arttirmaktadir (Mahoney, 2008).
Immiinosiipresyon: Herhangi bir organ naklinden sonra, nakil olan organa
direnmek, organin reddetme islemini azaltmak ve organizmanin immiin
mekanizmasimin yabanci maddelere karsi etkisini azaltmak i¢in immiinsupresif
tedavi kullanmak 6nemlidir (Carvalho, 2010). Daha 6nce organ transplantasyonu
ve immiinosiipresif tedavi alan HIV'li kadinlarda rahim agzi kanseri oraninin
diger gruplara gore daha yiiksek oldugu belirlenmistir (Silverberg, 2018).
Enfeksiyoz ajanlar: Virisler, bakteriler ve parazitler dahil olmak iizere bazi
enfeksiydz ajanlar kansere neden olabilir veya kanser riskini artirabilir. Ayni
zamanda bazi viriisler hiicre biiyiimesini ve ¢ogalmasini diizenleyen sinyalleri
bozabilir. Ek olarak, baz1 enfeksiyonlar bagisiklik sistemini zayiflatir ve viicudun
diger kanserlerle daha az miicadele etmesine neden olur (http-2).

Radyasyon: Iyonlastiric1 radyasyon adi verilen, belirli dalga boylarinda yayilan
radyasyon, DNA'ya zarar veren ve kansere neden olan enerjiye sahiptir. Cep
telefonlarindan ve elektromanyetik alanlardan gelen diisiik enerjilerin DNA'ya

zarar vermedigi ve kansere neden olmadigi bulunmustur (http-3).
2.2. Kanser Hiicrelerinin Cogalma Ozellikleri

Kanser hiicrelerini normal hiicrelerden ayiran baslica 6zelligi kontrolsiiz bir
bi¢imde ¢ogalmasidir. in-vitro kosullarda kanser hiicreleri ile normal hiicreler arasindaki
fark, normal hiicrelerin ¢ogalmasinin kontakt inhibisyondan etkilenmesidir (Cooper ve
Hausman, 2016). Hiicre dongiisii kanserli hiicrelerde mitozdan sonra G, S, G2 (interfaz)
ve M (mitoz) seklinde tekrarlanmaktadir. Normal hiicreler biliylime faktorlerinin oranina
ve komsu hiicrelerle kontakt inhibisyona gore belirli bir seviyeye kadar ¢ogalir ve
boliinme sinyali almadig siirece hiicre bekleme fazi olan Go da beklerler (Cabadak, 2008
ve Vermeulen vd., 2003).

2.3. Kanser Tiirleri

Giliniimiizde ¢ok sayida kanser tiirii bilinmektedir. Kanser patalojisinde en dnemlisi
1yi huylu ve kétii huylu lezyonlar1 ayird etmektir. Bu lezyonlarin ayirtedici bazi 6zellikleri

bilinmektedir. Bunlar;

a. Hizl biiyiime
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b. Hiicre dondiisiinde artis
c. Invaziv bilyiime
d. Metastaz

e. Koti huylu lezyonlar i¢in vaskiiler veya lenfatik kanal invazyonu
olarak siralanabilir (Idikio, 2011).

Iyi huylu lezyonlar komsu dokulara yayilmadan olduklar1 yerde kalir iken kotii
huylu lezyonlar ise bunun tam tersine hem komsu dokulara hem de kan ya da lenfatik
sistem yoluyla viicudun uzak bolgelerine yayilarak metastaz yapma 6zelligine sahiptirler
(Wan vd., 2013). Kanser; gogiis, bagirsak, akciger, tireme organlari, kan ve cilt dahil
olmak iizere viicudun herhangi bir yerinde ortaya ¢ikabilir. Ornegin, meme kanseri meme
dokusunda baslar ve erken tan1 konmadiginda ve tedavi edilmediginde, kanser hiicreleri
koltuk altindaki lenf nodlarina, lenf bezine, lenf diigiimlerine, karaciger ve kemik gibi
viicudun diger bolgelerine de metastaz yapabilir ve daha sonra bu bolgelerde tiimérler

olusturabilir (http-4).
2.3.1. Meme kanseri

Meme kanseri, kadinlar arasinda en fazla rastlanan kanser tiiriirdiir ve diinyadaki
tiim kanser tiirleri arasinda ikinci siraya sahiptir (Ferlay vd., 2015). Meme kanseri, kotii
huylu (malign) hiicrelerin meme dokusunda olustugu, ayni zamanda ¢esitli morfolojik ve
molekiiler 6zellikleri olan ve tedaviye yaniti olan heterojen bir hastaliktir. Meme,
loblardan (boliimlerden) ve kanallardan olusur. Her memede lob adi verilen 15 ila 20 adet
boliimii ve her lobun da lobiil adi verilen daha kii¢iik boliimleri vardir. Lobiiller, siit
yapabilen ¢ok sayida kii¢iik ampiille biter. Loblar, lobiiller ve ampiiller, kanal ad1 verilen
ince tiiplerle baglanir. Her memede, ayrica kan damarlar ve lenf damarlari bulunur. Lenf
damarlari, lenf ad1 verilen neredeyse renksiz, sulu bir siviyr lenf nodlar1 arasinda tasir.
Lenf bezleri, viicutta bulunan kii¢iik, fasulye seklinde yapilardir. Lenfleri filtreler ve
enfeksiyon ve hastaliklarla savagmaya yardimci olan beyaz kan hiicrelerini depolarlar.
Lenf nodu gruplari, gogsiin yaninda aksillada (kolun altinda), kopriiciik kemiginin

iistiinde ve gogiiste bulunur (Sekil 2.1) (Kocakusak vd., 2011).


https://www.verywellhealth.com/what-does-malignant-and-benign-mean-514240

Kadin memesinin anatomisi
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Sekil 2.1. Kadin memesinin anatomisi. (kaynak: http-5).

En sik goriilen meme kanseri tipi, kanal hiicrelerinde baslayan duktal karsinomdur.
Loblarda veya lobiillerde baslayan kansere lobiiler karsinom adi verilir ve diger meme
kanseri tlirlerinden daha sik goriiliir. Enflamatuar meme kanseri, memenin sicak, kirmizi

ve sis oldugu nadir goriilen bir meme kanseri tiiriidiir (Rakha vd., 2010).

2.3.1.1. Hormon reseptor pozitif meme kanseri

Meme kanserinin farklt molekiiler alt tipleri arasinda, dstrojen reseptor pozitif (ER
+) meme kanseri tim meme kanserlerinin %75'ini olusturur ve kanser hiicrelerinin
Ostrojen hormonuna cevap olarak biiytidiigii anlamina gelir (Zhang vd., 2014). ER pozitif
meme kanseri, kanserli hiicreler Gstrojenden biiyiime sinyalleri aldiginda teshis edilir.
Ostrojen reseptorleri, meme hiicrelerinde en sik goriilen hormon reseptorii tiiriidiir. Bu

nedenle Ostrojen reseptorii pozitif (ER+) meme kanseri ¢ok yaygindir (Horibata vd.,

2018). ER + meme kanser timorleri ER- tiimorlerle kiyaslandiginda, hormonal

duyarlilikta daha uzun sagkalim oldugu gdzlemlenmistir (Hoch, 1999). ilaveten; ER+
meme kanserlerinin %30'unda hormonal tedaviye direng tespit edilir iken ER- meme

kanserlerinin %5-15'inde hormonal duyarlilik gézlemlenmistir (Jordan, 1988).


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK65969/#CDR0000062955__125

2.3.1.2. Uclii negatif meme kanseri

Ucglii negatif meme kanseri, 6strojen ve progesteron reseptoriiniin ekspresyonundan
yoksun olan ve insan epidermal biliylime faktorii 2 reseptorii proteinini eksprese etmeyen
bir meme kanseri tiiridiir (Sun vd., 2017). Yapilan mikrodizi analizleri, tiglii negatif
meme kanserini (ER-, PR- ve HER2-negatif) klinik olarak heterojen bir malignite ve
yiiksek tiimor niiksti ve genel sagkalim oranlarinin kotii olmasi ile karakterize, en agresif
meme kanseri alt tipi olarak tanimlamistir (Arpino vd., 2015). Ostrojen (ER), progesteron
reseptorlii (PR) ve insan epidermal biiyiime faktorii reseptorii 2 (HER2)’yi eksprese
etmeyen {iglii negatif meme kanseri, tiim meme kanserlerinin %10-20'sini olusturdugu
tanimlanmistir (Rakha vd., 2007). Yapilan laboratuar ve gozlemsel g¢alismalardan elde
edilen veriler, Giglii negatif meme kanserinin genel sagkaliminin diisiik oldugu, yiiksek
oranda invazyon ve viicudun uzak dokularina metastaz yapabildigini gostermistir (Dent
vd., 2007). Baz1 faktorlerin ti¢lii negatif meme kanserine yakalanma riskini arttirdigi da

yapilan caligmalarca kanitlanmistir. Bu faktorlere, obezite, menapoz, diabet, hormon

tedavisi dahildir (Sun vd., 2017, Saxena vd., 2010, Chen vd., 2016).

0O G Vv

Sekil 2.2. Uclii negatif meme kanseri (kaynak: http-6)

2.4. MikroRNA’lar
2.4.1. MikroRNA’larin kesfi ve yapisi

MikroRNA’lar (MIRNA), genom fizerinde protein kodlayan intron veya ekzon

bolgeleri ve protein kodlamayan bolgelerdeki RNA genlerinden transkripsiyonu saglanan
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ama proteine translasyonu gergeklesmeyen kiiciik RNA molekiilleridir. miRNA,
fonksiyonel olarak gen ekspresyonunun diizenlenmesinde rol oynayan, yaklasik olarak
18-24 niikleotit uzunlugunda tek iplikgikli kiigiik kodlamayan bir RNA tiiriidiir. Pri-
miRNA olarak adlandirilan primer transkriptler islenerek, 6nce pre-miRNA adli kisa sap-
ilmik yapilarna, sonra da fonksiyonel miRNA’ya déniisiirler. Insan genomunda
miRNA’lar kodlayan yiiksek seviyede korunmus yiizlerce gen bolgesi kesfedilmistir
(Shenouda ve Alahari, 2009, Saydam, 2011). insan genomunda 1917 adet mikroRNA
dizisi tespit edilmistir (http-7).

miRNA’lar 1993 yilinda ilk olarak Lee ve arkadaslar tarafindan C.elegans solucan
tiirtiniin arastirilmasi sirasinda Victor Ambros’un laboratuarinda kesfedilmistir (Lee vd.,
1993). Terim olarak ise miRNA’lar 2001 yilinda literatiirde ilk defa kullanilmigtir
(Ruvkun, 2001). Lee ve arkadaslar1 C.elegans’in genetik yapisini arastirirken, lin-4 olarak
tanimladiklart bir genin, hicbir protein kodlamamasina ragmen 22 niikleotide sahip bir
cift fonksiyonel RNA transkribe ettigini tespit etmislerdir. Lin-4 miRNA, lin-14’{in
mRNA’smin 3’ translasyona ugramayan bolgesine (UTR) baglanarak translasyonu inhibe

ettigini gostermisler (Goriir ve Tamer, 2011).

Reinhart ve arkadaslari 2000 yilinda yine C.elegans tiiriinde 22 niikleotit
uzunlugunda, canlinin gelisim zamanlamasini diizenleyen farkli bir mikroRNA
kesfetmisler ve let-7 olarak tanimlamiglardir. miRNA let-7 C.elegans’da lin-28, lin-41,
lin-42 ve daf-12’nin mRNA translasyonunu baskiladigini sdylemislerdir (Reinhart vd.,
2000). 2003 yilinda bu miRNA’nin insanlar da dahil baz1 tiirler arasinda korunmus
oldugu bulunmustur ki, bu da let-7 nin 6nemli bir biyolojik fonksiyona sahip oldugunu
gostermistir. Sonrasinda lin-4 ve let-7’ye benzeyen birgok fonksiyonel RNA molekiilii
bullunmustur (Pasquinelli vd., 2000, Bartel, 2004).

2.4.2. MikroRNA’larin biyogenezi

miRNA’larin kesfinden bu zamana kadar, cgesitli tiirlerde binlerce miRNA
bulunmustur (Kozomara ve Griffiths-Jones, 2011). Yaklasik 22 niikleotit uzunluga sahip
olan miRNA, mRNA'y1 hedefleyerek ona baglanmasina ve MRNA’nin degredasyonuna
ya da translasyonun bloke edilmesine aracilik eder (Filipowicz vd., 2008).

miRNA biyogenezi ii¢ adimlik bir iglem sonucunda gerceklesir. Birinci adimda bir

miRNA geninden primer miRNA (pri-miRNA) sentezlenir. Ikinci adimda pri-
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miRNA’nin islenmesiyle pekiirsér miRNA (pre-miRNA) cekirdekte sentezlenir. Uciincii
islem olan, pre-miRNA’dan olgun miRNA sitoplazma igerisinde olusur (Kwak vd.,
2010).

miRNA’lar, ilk olarak g¢ekirdekte genomik DNA’dan RNA polimeraz II enzimi
tarafindan pri-miRNA seklinde transkribe olurlar. Olusan pri-miRNA cap ve poli-A
kuyrupuna sahiptirler (Lee vd., 2004). Bundan sonra ¢ekirdekte pri-miRNA, RNA
polimeraz Il enzim ailesinden olan DROSHA ve onun kofaktorii olan DGCRS (insan
DiGeorge sendromu kritik bolge 8) tarafindan islenerek, 60-70 niikleotit uzunlugunda
olan pre-miRNA’ya keser (Lee vd., 2003). DGCRS veya diger ismiyle PASHA ¢ift iplikli
RNA baglayan bir proteindir ve onun DROSHA enzimi ile olusturdugu kompleks ise
mikroislemci kompleksidir (Gregory vd., 2004, Esquela-Kerscher ve Slack, 2006, Denli
vd., 2004). Cekirdek bilesenleri olarak tanimlanan DROSHA ve DGCRS, hiicredeki
hemen hemen tiim miRNA’larin biyogenezi i¢in gerekli olmakla birlikte, mikroislemci
aktivitesini in-vitro olarak rekombinant DROSHA ve DGCRS proteinleri ile yeniden
olusturulabilir (Gregory vd., 2004, Han vd., 2004).

Cekirdekte olusan pre-miRNA molekiilii, niiklear tagima reseptétii olan Exportin 5
ve cekirdek proteini olan RAN-GTP’ye bagl olarak sitoplazmaya tagmir (Lin S. ve
Gregory, 2015, Lund vd., 2004). Sitoplazmaya taginan ve hala sap ilmik halinde olan pre-
miRNA, yine bir RNA polimeraz 111 enzim ailesinden olan DICER enzimi tarafindan ¢ift
zincirli olgun miRNA dubleksine kesilir (Bernstein vd., 2001, Zhang vd., 2002). DICER
RISC (RNA induced silencing complex) kompleksini de aktive eder (Zhang vd., 2002).
DICER, c¢ift zincirli miRNA dubleksine baglanan isleme yanit veren RNA-baglayici
protein (TRBP-transactivation-responsive RNA-binding protein) ile birlesir. TRBP
ayrica, miRNA ile indiiklenen susturma kompleksine (miRISC) katilmak i¢in DICER't
Argonaute proteinleri (AGO1, AGO2, AGO3 veya AGO4) ile fiziksel olarak da baglar
(Chendrimada vd., 2005). Ardindan Argonaute’un etkisiyle bu iki iplikten 5* ucu daha
kararli olam1 se¢ilip komplekse dahil edilir ve hedef mRNA’ya baglanarak ya onun
yikimina (degredasyonuna) ya da translasyonel diizenlemesine neden olurlar
(Mohammadi vd., 2016, Gregory vd., 2005). Anlatilan biitiin mekanizma sekil 2.3’te

gosterilmistir.
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Sekil 2.3. miRNA biyogenezi. (kaynak: Lin ve Gregory, 2015 den alinarak diizenlenmistir.)

2.4.3. MikroRNA’lar ve kanserle iliskisi

Hiicrelerin kanserlesme siireci, kontrolsiiz bir sekilde ¢ogaldiklarinda ve apoptoz
fonksiyonlarmni kaybettiklerinde gerceklesmeye baslar. Birgok calisma, miRNA'larin
proliferasyon, farklilasma, go¢, apoptoz, metabolizma ve stres yaniti gibi ¢ok dnemli
hiicresel siireglerin diizenlenmesinde 6nemli anahtar molekiiller oldugunu gdstermistir.
(Hwang ve Mendell, 2006, Di Leva vd., 2014). miRNA'larin, hastaliklarin patogenezinde,
ozellikle kanserde son derece 6nemli diizenleyiciler olarak gorev yaptiklar1 gosterilmistir
(Plank vd., 2013, Timoneda vd., 2014). miRNA'lar kanser ¢alismasina yeni bir bakis agisi
getirmistir. Daha 6nce, miRNA genlerinin yaklasik %50'sinin kanserle iliskili genomik
bolgelerde yer aldig1 ve kanser gelisim yollarinda merkezi noktalar1 olusturdugu ortaya
cikmistir ki bu da miRNA'larin insan Kkanserinin patogenezinde 6nemli bir rol
oynayabilecegini diisiindiirmektedir (Di Leva vd., 2014). miRNA'larin diizensizliginin
sayisiz kanser tiiriiniin bagslangicinda, ilerlemesinde ve yayilmasinda temel bir rol
oynayabilecegi hipotezi, oncelikle miR-15a ve miR-16-1’in oldugunu gosteren Calin ve

arkadaslar1 tarafindan yapilan kronik lenfositik I6semi (KLL) hastaliginda
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dogrulanmistir. Calismada 13914 kromozomunda delesyon oldugu tespit edilmistir. Bu
da hastalikta en sik goriilen kromozomal anormalliktir ve bu bélgede bir tiimor baskilayici
genin bulundugu varsayilmistir. Croce ve arkadaslari, timor baskilayici aktivitenin,
delesyona ugramis bolgede lokalize olan ve KLL hastalarinda siklikla silinen veya asagi
regiile edilen iki miRNA, miR-15a ve miR-16-1 tarafindan saglandigin1 gostermislerdir
(Calin vd., 2002, Tan vd., 2018). Daha sonraki ¢alismalarinda, bu arastirmacilar, miR-
15a ve miR16-1 dahil olmak tizere 13 miRNA'dan olusan spesifik bir ekspresyonun KLL
hastaliginin ilerlemesi ile iligskili oldugunu tespit etmislerdir (Calin vd., 2005).
mMIRNA’larin yarisindan fazlasi, insan genomundaki kanserde siklikla ¢ogaltilan, silinen
veya yeniden diizenlenen alanlarda bulunur. Bu durum miRNA anormalliklerinin kanser
patogenezinde genis bir rol oynadigmi gosterir (Calin vd., 2004). Ayrica, Burkitt
lenfomas1 (Metzler vd., 2004), kolorektal kanser (Michael vd., 2003), akciger kanseri
(Takamizawa vd. 2004) ve diger gesitli kanser alt tiplerinde miRNA ekspresyonunun

diizensizligi gdzlemlenmistir (lorio vd., 2005).

Kanserlerde asir1 eksprese edilen miRNA’larin genellikle hiicre farklilasmasini,
apoptozu ve timor baskilama genlerini kontrol eden genleri negatif yonde regiile ederek
timor gelisimini saglayan "onkomir" olarak adlandirilan onkogen oldugu da kabul
edilmistir. Onkogen miRNA’lara miR-21 ve miR-17-92’yi ornek gosterilmistir (Zhang
vd., 2009, Osada ve Takahashi, 2011).

miR-21 meme, kolorektal, akciger ve pankreas kanseri, glioblastoma, néroblastom,
16semi ve lenfomada asir1 eksprese edildigi ¢alismalarca kanitlanmistir. miR-21, in vitro
kanser hiicrelerinin proliferasyonunu, apoptozunu, gégiinii, invazyonunu etkiler ve timor
baskilayiciyr hedefleyerek in vivo olarak kanser hastalarinin hayatta kalmasi ile
iliskilendirilmistir (Selcuklu vd., 2009). 3931 kromozomunda bulunan miR-17-92
onkogen miRNA akciger kanseri ve lenfomada asir1 eksprese edildigi goriilmiistiir
(Zhang vd., 2009, Osada ve Takahashi, 2011). Ilaveten, c-Myc, E2F1 ekspresyonunu
modiile etmek ve tiimdr proteini p53 yolu ile ¢ - Myc kaynakli apoptozu inhibe etmek
icin miR-17-92’yi aktive etdigi ve diizenledigi tespit edilmstir (Rinaldi vd., 2007) (sekil
2.4.).

Onkogenlerin  aksine, kanser hiicrelerinde tiimor baskilayict  genlerin
ekspresyonunun azaldigi  goriilmiistir. Timdr baskilayict miRNA'lar, hiicre

farklilagsmasini, apoptozu kontrol eden onkojenleri inhibe erder ve bdylece tiimor
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gelisimini Onlerler. let-7 ve miR-34 ailesinin timor baskilayict miRNA oldugu
bilinmektedir (Tan vd., 2018).

let-7’nin ekspresyonu birgok kanser tiiriinde azaldigi ve hiicre sagkaliminin
kotiilestigi tespit edilmistir (Boyerinas vd., 2010). Bunun yani sira, literatiirde let7’nin
asirt ekspresyonunun akciger kanseri hiicrelerinin in vitro biiylimesini inhibe ettigi
gosterilmistir (He vd., 2010). Yapilan bazi ¢alismalar, let-7’nin azalmis ekspresyonunun,
akciger tiimorlerinde pro-onkogen RAS’in protein ekspresyonunu arttirdigini da ortaya
koymustur (Xia vd., 2010, He vd., 2010) (sekil 2.4).

Biiyiime faktorii reseptorii

Let7 = ——] Ras PI3K
PTEN —\\
v T
MAPK volag: Akt-PKB
MiR-17-92

) 1

c-Myc ~4——+—» E2F1

ARF-p53

v \ £
Hiicre biiyiimesi DNA replikasyonu Apoptoz

Sekil 2.4. Onkogen ve tiimor baskilayict olarak miRNA'larin etkilesimi (kaynak: Tan W. vd., 2018 'den

alinarak diizenlenmistir)

2.5. miRNA Yerine Koyma (Replacement) Tedavisi

Kanser arastirmalarindaki son ilerlemeye ragmen, kanserin mortalite oran1 hala
artmaktadir ve bu da kliniklerde yeni terapiler agisindan bir¢ok zorluklara neden oluyor.
MikroRNA’lar (miRNA) diizenleyici kiiciik kodlayict olmayan RNA’lardir ve hiicre
fizyolojisini ve hastalik gelisimini etkileyen coklu molekiilleri hedefleyerek gen
ekspresyon seviyesini diizenlemede biiyikk bir rol oynadigi onaylanmistir. Son
zamanlarda, miRNA’lar kanser tedavisi i¢in umut verici terapotik hedefler olarak
tanitilmistirlar. Hiicreler icindeki tiim sinyal aglarinin diizenlenmesini saglayan timor

baskilayict miRNA'larin diizenleyici potansiyeli, onlar1 kanser terapilerini gelistirmek
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icin ilging bir segenek haline getirir. MiRNA'larin diizensizligi tiim kanser tiirlerinin
patogenezine katkida bulunmaktadir. Ozellikle, Let-7 ve miR-34 ailesinin iiyeleri gibi
timoOr baskilayici miRNA'larin azalan ifadesi, timoér ilerlemesini, invazyon ve
metastazini tesvik eder. Son birkag yillik ge¢mise baktigimizda, miRNA replacement
(yerine koyma) tedavisinin 6nemli Ol¢iide iyilesmeye tanik olmustur. Bu yaklasim,
sentetik miIRNA mimiklerini veya miRNA ekspresyon plazmidlerini kullanarak timor
hiicrelerinde tiimor baskilayict miRNA fonksiyonunu yenilemeyi amaglar. Cesitli
mIiRNA yerine koyma terapilerinin su anda klinik arastirmada olmasi, bu yaklasimin
kanseri tedavi etme potansiyelini gostermektedir (Hosseinahli vd., 2018, Zhang vd. 2019,
Mollaei vd., 2019).

2.5.1. miR-145-5p’nin meme kanseri ve metastazla iliskisi

MikroRNA’lar, temel biyolojik islemlerin kiigiik, kodlamayan, endojen, evrensel
RNA diizenleyicileridir. Kanserde miRNA profilinin diizensizligi, invazivlik ve
metastazin aktivasyonu da dahil olmak {izere hastalik gelisim mekanizmalariyla

iliskilendirilmistir (Lin ve Gregory, 2015).

miR-145, hiicrelerin gog, istila ve metastazi diizenleyen miRNA’larin temsilcisidir.
Meme kanseri hiicrelerinde, her ikisi de hiicre invazyonuna bagli olarak miisin-1 (MUC1)
ve ¢c-MYC mMRNA’y1 hedeflemektedir (Sachdeva ve Mo, 2010). miR-145 asagi
regililasyonu invaziv meme karsinomlarinin yaklasik %210'unda tespit edilir. miR-145’in
iclii negatif meme kanserinde ARF6 proteinini diizenleyerek invazyonunu diizenledigi
de gosterilmistir (Eades vd., 2015). Son ¢aligmalar, miR-145’in yukar1 regiilasyonunun,
MDA-MB-231 hiicrelerinde hiicre hareketliligini, birlesik yapisma molekiili A (JAMA-
A) ve fasininin yani sira ROCKI1 gibi birkag hareketlilik ile ilgili proteinin ekspresyon
tizerindeki etkisinin hedeflenmesi yoluyla Onemli Olglide azalttigin1 gostermistir

(Sachdeva ve Mo, 2010, Gétte vd., 2010).

miR-145-5p ekspresyonu, meme kanseri dokularinda asagi regiile edilir ve SOX2
ekspresyonu ile negatif korelasyon gosterir. Azalan miR-145-5p ekspresyonu, daha fazla
tiimor biiyiikliigii, distal metastaz, daha yiiksek Ki67 ekspresyon seviyesi ve daha az
sagkalim ile anlamli sekilde iliskilidir. Yapilan ¢aligmalar, miR-145-5p, SOX2'yi hedef
alarak meme kanseri hiicre proliferasyonunu inhibe ettigini gostermistir. miR-145-5p,

SOX2'yi hedefleyerek meme kanseri hiicrelerinin ¢ogalmasinda baskilayict bir rol
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oynamistir ve miR-145-5p, meme kanserli hastalarda risk degerlendirmesi i¢in varsayilan

bir biyobelirteg olarak kabul edilmistir (Tang vd., 2019).

Bazi ¢alismalarda, miR-145"in baskilandigi meme kanserinde RTKN’e bagli hiicre
proliferasyonu artmakta oldugu tespit edilmistir. miR-145'in RTKN'yi dogrudan hedef
alarak meme kanseri hiicre biiyiimesini inhibe ettigi literatiirdeki ¢alismalar tarafindan
kanitlanmistir (Wang vd., 2009).

2.6. TGF-B SMAD Sinyal Yolagi

TGF-B ailesi ti¢ TGF-f izoformu, aktivinleri, nodal, kemik morfogenetik proteinleri
(BMP'ler), biiyiime ve farklilasma faktérlerinden olusur (Miyazawa vd., 2002, Morikawa
vd., 2016). Bu iiyeler, igerige bagh ve hiicre tipine 6zgili bir sekilde hiicre biiyiimesi,
farklilasmasi, yapisma, go¢ ve Olim gibi c¢oklu hiicre fonksiyonlarini diizenlerler

(Morikawa vd., 2016, David ve Massague, 2018, Massague, 2012).

TGF-B, yapisinda bir disiilfit kopriisii bulunan 25 kDa’luk bir homodimerdir. TGF-
B hiicrede inaktif pro-peptid seklinde sentezlenir ve LTB-p (latent TGF-B-baglayan
proteinler) ile kompleks olusturarak latent (inaktif) TGF-p formunda salgilanir (Vural P.,
2010). Yolagin aktivasyonu TGF-B ligandinin hiicre membraninda bulunan iki tip
reseptore baglanmasiyla gerceklesir. Bu reseptorler, TGF-B tip I reseptori (TBRI) ve
TGF-B tip Il reseptorii (TPRII) olarak tanimlanmigtir. Bu reseptorlerin serin treonin kinaz
ozelligi bulunmaktadir ve ligandin reseptore baglanmasi kinaz aktivasyonuna neden
olmaktadir. Ligand reseptorlere baglanmasi iizerine, spesifik tetramerik tip II ve tip |
reseptor kompleksleri, agagi akis sinyallerini iletmek i¢in aktive edilir. Ligand dnce hiicre
membraninda bulunan TGF-f tip II reseptoriine baglanarak kinaz aktivitesini saglar ki,
bu da ardindan tip I resepdriiniin Glisin Serin bolgesinden fosforillenmesine sebep olur.
TGF-B tip I reseptorleri, reseptor tarafindan diizenlenen Smad’lar1 (R-Smad’lar)
fosforilleyerek aktive eder. SMAD’lar 3 gruba ayrilirlar: reseptor (R-SMAD) SMAD’lar
(SMAD-1, SMAD-2, SMAD-3, SMAD-5 ve SMAD-8), ortak (co-SMAD) SMAD
(SMAD-4), inhibitor (I-SMAD) SMAD’lar (SMAD-6 ve SMAD-7). Bu reseptor
SMAD’lardan, SMAD-2 ve SMAD-3 TGF- sinyal yolaginda, SMAD-1, SMAD-5 ve
SMAD-8 ise BMP sinyal yolaginda islev yapmaktadirlar. Tipik olarak, TGF-$
izoformlar1 ve aktivinleri, SMAD-2 ve SMAD-3"lin fosforilasyonunu tetiklerler (Suzuki
H.1., 2018, Shi Y. ve Massague J., 2003, Miyazawa, K. vd., 2002). R-SMAD’lar
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ligand/reseptor etkilesimiyle aktive ederken, co-SMAD olan SMAD-4 ise bunun aksine
R-SMAD’lar tarafindan aktivlenir. -SMAD’lar ise SMAD-reseptor veya SMAD-SMAD
etkilsimlerini inhibe ederek TGF-B yolunun kontroliinde islev yaparlar (Massague vd.,

2005, Miyazawa ve Miyazono, 2017).

Daha sonra, R-Smad’lar ortak bir SMAD (co-SMAD) ile kompleks olustururlar.
SMAD-4, TGF-p ailesi sinyal yollariyla paylasilan memelilerdeki tek es SMAD'dir. R-
SMAD/co-SMAD kompleksleri ¢ekirdege transloke olur ve ¢esitli hedef genlerin
transkripsiyonunu bir dizi transkripsiyon faktorii ve transkripsiyonel modiilator ile
birlikte diizenlerler (David ve Massague, 2018, Massague, 2012,). Bu mekanizma Sekil

2.5’te gosterilmistir.

SMAD proteinlerinin yapisinda N ve C-terminali olarak tanimlanan iki globiiler
bolge bulunmaktadir. N-terminali MH1 bolgesi, C-terminali ise MH2 bolgesine sahiptir.
N-terminalindeki MH1 bolgesi, 5’-AGAC-3’ nukleotid dizisini taniyarak DNA’ya
baglanmayi saglar. C-terminalindeki MH2 bolgesi ise SMAD-reseptér, SMAD-SMAD
ve SMAD-transkripsiyon faktor etkilesimlerine aracilik eder (Massague J. vd.,2005,
Vural P., 2010). MH2 bolgesinde aktif TBRI tarafindan fosforile edilen Ser-X-Ser
aminoasit dizisi bulunmaktadir. Ser-X-Ser motifin fosforilasyonundan sonra R-
SMAD’lar SMAD-4’iin MH2 bolgesine baglanirlar. R-SMAD/SMAD-4 kompleksi
nukleoporinlerin aracihig:i ile sitozolden nukleusa transloke olur. Nukleusta R-
SMAD/SMAD4 kompleksi 300-400’¢ yakin genin promotdr bolgesine baglanarak
transkripsiyonu diizenler (Vural P., 2010, Kang Y. vd., 2003, Xu L. ve Massague J.,
2004).
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Sekil 2.5. TGF-B SMAD sinyal yolagi (kaynak: Guo vd., 2016’ dan alinarak diizenlenmistir)

2.7. miRNA’lar ile TGF-p Sinyalinin, TGF-p ile miRNA Ekspresyonunun

Diizenlenmesi

miRNA, ortalama olarak 22 niikleotidden olusan ve kodlayicit olmayan bir RNA
turtidiir (Hata ve Chen, 2016, Butz vd., 2012, Lui vd., 2015). miRNA’lar genellikle
MRNA’larin 3’-UTR’sinde bulunan kismen tamamlayici dizilerle birleserek onlari
degredasyon ya da translasyonunu inhibe etmek i¢in hedeflerler. Bu nedenle miRNA’lar
fonksiyonlarint transkripsiyon sonrasi seviyede uygularlar. %50 protein kodlayan
genlerin miRNA’lar tarafindan kontrol edilebildigi ve belirli bir miRNA’nin ayni anda
onlarca mMRNA’y1 etkileyebilecegi, bir mRNA’nin birden fazla miRNA tarafindan
hedeflenebilecegi tahmin edilmektedir (Hata ve Chen, 2016, Lui vd., 2015,).

Bazi miRNA’lar, ligandlari, reseptorleri, R-SMAD, co-SMAD, I-SMAD ve SMAD
olmayan yol bilesenlerini ve TGF-B’nin asag1 akis (downstream) hedeflerini hedefleyerek
TGF-B sinyalinin modiilatorleri olduklari deneysel olarak dogrulanmistir (Guo vd., 2016,
Janakiraman vd., 2018). Gergekten de bu, ¢ok c¢esitli hiicre tiplerinde siklikla gbzlenen
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durumdur (Hata ve Chen, 2016, Butz vd., 2012, Lui vd., 2015). TGF-B reseptorlerini,
ozellikle tip II reseptoriinii hedef alan birgok miRNA, c¢esitli kanser tiirlerinde
tamimlanmistir. MiR-21, miR-17/92 kiimesi, miR-106b, miR-211 ve miR-590 (Yu vd.,
2012, Jiang vd., 2012), bu miRNA’lar onkogeniktirler. Bu miRNA’lar, farkli kanser
hiicresi tiplerinde kemoterapdtik ilaglara, proliferasyon, invazyon ve hiicre direncini
tesvik ederler (Guo vd., 2016, Janakiraman vd., 2018). Buna karsilik TGF-; SMAD’lar1,
promotorleri i¢inde SBE’lere (SMAD Baglayan Elemanlar), diger transkripsiyon
faktorleri ve ko-faktorleriyle birlikte, protein kodlayici genlerinkine benzer bir sekilde
baglayarak miRNA ekspresyonunu diizenleme yetenegine sahiptir. TGF-3 ve miRNA’lar
arasindaki bu geri diizenleme (feedback) modu, TGF-B’nin karmasik patofizyolojik
gorevleri agisindan dnemli bir rol oynayan TGF-B sinyal diizenlemesi igin bagka bir rol
eklemistir. Ornegin, miR-21’in birkag farkli hiicrede TGF- tarafindan yukar1 dogru
regiile (upregule) edildigi bulunmustur ve TPRII’yi hedefleyerek glioblastoma
hiicrelerinde TGF-B’nin tiimdr baskilayicit fonksiyonunu inhibe ettigi, TGF-f3 aracili
kanserle iligkili fibroblast olusumunu tesvik ettigi veya fare akcigerinde SMAD-7’yi
hedefleyerek, sirasiyla negatif veya pozitif bir geri diizenleme dongiisii olusturdugu

saptanmistir (Wang vd., 2017, Papagiannakopoulos vd., 2008).

Sasirtict bir sekilde, R-SMAD proteinleri, birincil miRNA (pri-miRNA)’larin kok
bolgesi icindeki bir dizisine baglanarak ve Drosha mikroislemci kompleksinin bir RNA
helikaz bileseni olan p68 (DDXS5) miRNA ekspresyonu iizerinde etkili oldugu
bulunmustur (Davis vd., 2010, Davis vd., 2008). Bu sekilde, R-SMAD’larin 44 tip
MIRNA’nin iglenmesini ve olgunlagsmasini tesvik ettigi tespit edilmistir. Bu nedenle,
TGF-f sinyalleri ve miRNA’lar farkli sekillerde birbirlerini hassas bir sekilde kontrol
ederler (Sekil 2.6) (Yan vd., 2018).
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Sekil 2.6. miRNA biyojenezinin TGF-4 sinyalleriyle diizenlenmesi ve TGF-f3 sinyal bilesenlerinin
miRNA lar tarafindan diizenlenmesi (kaynak: Suzuki H.I, 2018 den alinarak diizenlenmigtir).

2.7.1. miR-145-5p ve TGF-p yolak aktivasyonu

mMIRNA’lar proliferasyon, go¢ ve apoptozun inhibisyonu dahil olmak iizere gesitli
biyolojik stiregleri diizenlemek i¢in 6nemlidirler (Kloosterman ve Plasterk, 2006). miR-
145 kanserde genis ¢apta ¢alisilmis ve mesane kanseri (Kou vd., 2014), kolorektal kanser
(Qin vd., 2015) ve akciger kanseri (Zhang ve Lin, 2015) ve meme kanseri (Ding vd.,
2017) dahil olmak lizere ¢ok ¢esitli tlimorlerde diisiik seviyelerde eksprese edildigi
gosterilmis bir mikroRNAdir.

SMAD’lar, hiicre dis1 sinyalleri TGF-f ligandlarindan akis asagi (downstream) gen
transkripsiyonunu uyarmak tizre ¢ekirdege aktaran hiicre igi proteinlerdir. SMAD aracili
yolakta, TGF-B baglanmasi iizerine, tip II reseptorii kinazi, SMAD-2 ve SMAD-3
proteinlerinin fosforilasyonundan ve stimiilasyonundan sorumlu olan tip I reseptorii
kinazin1 uyarir. Fosforilasyon, SMAD-4 ile iliskilerini ve daha sonra TGF-f’ya yanit
veren genlerin ekspresyonunu diizenlemek icin g¢ekirdege translokasyona neden olur
(Papageorgis, 2015, Mise vd., 2012). TGF-p’ya yanmit olarak, SMAD-3 ayrica
MRTF’lerin ekspresyonunu ve niikleusa taginmasini da tetikler ve MRTF'lerle isbirligi
yaparak myo-broblast farklilasmasimi uyarmak igin, 6zellikle SNAIL2 ekspresyonunu
arttirir. Sabit SMAD3 ekspresyonu, SRF-MRTF kompleks olusumunu kisitlar, bu
nedenle myo-broblastlarda goriildiigii gibi a-diiz kas aktin (aSMA) ekspresyonunu inhibe
eder (Masszi vd., 2010). Ayrica, miR-145 SMAD-3’ii dogrudan hedefleyerek SMAD-
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3’tin 3’-UTR’sine baglanarak bastirir. Nazofarengeal karsinom (NPC) hiicrelerinde
SMAD-3{in baskilanmasi, miR-145 etkisine bagli olarak hiicre gogiinii ve invazyonunu
onler. Ayrica, SMAD-3 ekspresyonu klinik orneklerinde miR-145 diizeyi ile ters
iliskilidir. Tlging olan ise, SMAD-3’iin miRNA olgunlasma siirecini artirabildigi ve miR-
145 biyosentezini indiikleyebildigi yapilan ¢aligmalarda belirtilmistir. Bununla birlikte,
SMAD-3, NPC hiicre hatlarinda SMAD-3 baskilandiginda miR-145 ifadesini
azaltamamistir. Dolayisiyla, miR-145 ve SMAD-3 arasindaki diizenleyici korelasyon,
miR-145’den SMAD-3'e bir yol olabilir. Bu anlamda, arastirmalardan elde edilen
sonu¢lar miR-145’in, miR-145/SMAD-3 tarafindan invaziv ve metastatik 6zelliklerini

etkileyen bir tiimor baskilayict oldugunu gostermektedir (Huang vd., 2015).
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3. MATERYAL VE YONTEM

Bu c¢alismada, tglii negatif meme kanser hiicre (MDA-MB-231) hattinda
baskilandig1 biyoinformatik analiz (meta analiz)’lerle belirlenen (Emilia Qomi Ekenel,
Doktora Tez Projesi, Proje No: 1505F424) miR-145-5p, bu hiicrelere in vitro

transfeksiyon yontemiyle aktarilmistir.

3.1. Kullanilan Kimyasal Malzemeler ve Gerecler.

RPMI-1640 Medium (Thermo Fisher Scientific, cat.n0:11875093), RPMI 1640
medium (BI, cat.no: 01-100-1A), hsa-miR-145-5p mimik (Qiagen. cat.no: MS00003528),
pozitif kontrol siRNA(Qiagen, cat.no: 1027298), negatif kontrol siRNA (Qiagen, cat.no:
1027280), HiPerFect Transfection Reagent (Qiagen, cat.no: 301705), Penicilin-
Streptomycin (Sigma, cat.no:P0781), Fetal Bovine Serum (Sigma, cat.no: F7524),
Trypsin-EDTA soliisyonu (Sigma, cat.no: 59418C), PBS (Sigma, cat.no:P4417 ), PBS-
EDTA (Sigma, cat.no: E6758), siv1 azot, 0.5 ml’lik niikleaz icermeyen PCR tiipleri
(Thermo Fisher Scientific, cat.no: AM12250), 15ml’lik niikleaz icermeyen santrifiij
tiipleri, 10 pl, 200 pl, 1000 pl niikleaz icermeyen pipet uclari, 24°1i plaka (ThermoFisher
Scientific, cat.no: 142475),

3.2. Kullanilan Cihaz ve Aletler

Yiiksek devirli santrifiij, sterilizator, otoklav, PH metre, steril kabin, ultrasonik su
banyosu, inverted mikroskop (1X71 Olympus), 0.1-2 ul, 1-10 ul, 0.2-10 ul, 20-200 pl ve
100-1000 pl’lik otomatik pipetler (Ependorf), -20 ve -86 °C derin dondurucu, siv1 azot
tanki, manyetik karigtirici. Hiicre sayimi cihazi CEDEX® (Roche) ve ona uygun ¢ok
kanall1 plakasi, CO; inkiibatorii (Hera).

3.3. Hiicrelerin Kiiltiire Edilmesi

MDA-MB-231 hiicre hattt ATCC hiicre bankasindan elde edilmistir. hiicre
kiiltiirine uygun steril kabinde %20 FBS, %1 Pen.Strep ve %5 DMSO igeren RPMI-1640
besiyeri igerisinde stoklanmistir. Sonrasinda MDA-MB-231 hiicreleri %10 FBS, %]l
Pen.Strep, %1 Non-Esential Aminoacid varliginda RPMI-1640 besiyerinde 25 cm?’lik
flaskta %5 CO; ortaminda, %95 hava ve 37°C 1s1ya sahip inkiibatorde kiiltiire edilmistir.
25 cm?’lik flaskta biiyiiyen ve yogunlugu %75 oraninda olan hiicrelerden eski besiyeri

uzaklastirilmistir. 1.5 ml PBS soliisyonuyla muamelenin ardindan PBS aspire edilmistir.
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1.5ml PBS-EDTA soliisyonu ile muamelenin ardindan PBS-EDTA aspire edilmis ve
hiicrelerin zeminden kalkmasi amactyla 600 ul Trypsin-EDTA soliisyonu hiicrelerin
lizerine verilmistir. 3 veya 4 dakika %5 CO2, %95 hava ve 37°C 1s1ya sahip inkiibatorde
bekletmenin ardindan kalkan hiicrelerin {izerine enzimi inaktive etmek amacli 8 ml
besiyeri verilmistir. Daha sonra fasktan toplanan hiicreli siispansiyon 15 ml’lik santrifiij
tiipline alinmis ve 5 dakika 1500 rpm’de ytiksek devirli santrifiijde santrifiijlenmistir. Stire
sonunda santrifiijden alinan tiip steril kabine alinmis ve siispansiyon kisma1 hiicre pelletine
kadar aspire edilmistir. Hiicre pelleti homojen hale gelene kadar pipetlenmistir. Ardindan
hiicreli siispansiyon 6nceden igerisine 10 ml besiyeri konulan 75 cm?lik flaska
aktarilmistir. Bu sekilde en az 2 alt kiiltiir (pasajlama) islemi yapilmis ve hiicreler sonraki

deneyler i¢in hazirlanmistir.
3.4. Transfeksiyon
3.4.1. Hsa-miR-145-5p mimik transfeksiyonu

MDA-MB-231 hiicreleri %10 FBS, %1 Pen.Strep iceren RPMI 1640 besiyerinde, %5
CO», %95 hava ve 37°C 1s1 ortamina sahip inkiibatorde 75 cm?’lik flaskta Kkiiltiire
edilmistir. Hiicrelerin yogunlugu %75 olacak sekilde mimik transfeksiyonu igin

hazirlanmstir.

MDA-MB-231 hiicrelerine ilk 6nce PBS, ardindan PBS-EDTA ile muamele
edilmis, sonrasinda Tripsin-EDTA enzim soliisyonu verilmis ve hiicrelerin flaskin
zemininden kalkmasi saglanmistir. Daha sonrasinda hiicrelerin {izerine besiyeri ilave
edilerek hiicreler 15 ml’lik santrifiij tiiptine toplanmis ve 5 dakika 1500 rpm’de
santrifiijlenmis, slispansiyon kismi pellete kadar aspire edilmis ve pellet
homojenizasyonu saglanana kadar pipetlenmistir. Hiicre saymm i¢in 10 pl hiicreli
siispansiyondan 10 pl tripan mavisi boyadan alinmis ve bir parafilm {izerinde
karistirildiktan sonra, karisimdan 10 pl CEDEX plakasinin kuyusuna verilmis ve cihazda
okuma gerceklestirilmistir. U¢ ardisik okuma sonucunun ortalamasi alarak hesaplama
yapilmis ve 24’li plakanin her kuyusuna 500 ul %10 FBS, %1 Pen.Strep iceren
besiyerinde 3x10% hiicre ekilmistir. Islemler sonrasinda plaka %5 CO2, %95 hava ve 37°C
1s1 ortamina sahip inkiibatorde bekletilmistir. Ardindan, hiicre ekimi ve mimik
transfeksiyonu ardisik sekilde, hiicreler plakanin tabanina yapismadan yapilmistir. Bu

amacla Hsa-miR-145-5p 6zgiil sentetik mimigi “Hi-Perfect Reagent” transfeksiyon
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ajaninin 24°1i plaka i¢in protokoliine uygun sekilde, hedef hiicrenin i¢ine in-vitro olarak
transfekte edilmistir. Hiicreler ekildikten sonra; 24’li plakanm 2 kuyusu kontrol, 2
kuyusu pozitif kontrol siRNA, 2 kuyusu negatif kontrol siRNA, 2 kuyusu sadece
HiPerfect reagent, diger kuyular ise hsa-miR-145-5p mimik transfekte olacak sekilde

deney diizenegi olusturulmustur.

Yukarida belirtilen kontrol gruplarini hazirlamak i¢in 4 adet 0.5 ml’lik tiip Tablo

3.1°de belirtildigi gibi hazirlanmistir.

Tablo 3.1. Transfeksiyon igin kontrol gruplarmn hazirlanmasi

Kontrol tiip

HiPerfect tiip

+ kontrol siRNA

- kontrol siRNA

Serumsuz ve
antibiyotiksiz

Serumsuz ve
antibiyotiksiz

Serumsuz ve
antibiyotiksiz

Serumsuz ve
antibiyotiksiz

medium medium 200 pl medium 300 pl medium 300 ul
200 pl + + +
9 ul HiPerfect 0.9 ul sSiRNA 0.9 ul sSiRNA
Reagent + +
13.5 pl HiPerfect 13.5 ul
Reagent HiPerfect
Reagent

Hsa-miR-145-5p mimik ise 15 ml’lik tiipte Tablo 3.2’deki gibi hazirlanmistir.

Tablo 3.2. Hsa-miR-145-5p mimiginin hazirlanmasi

1700 pl (serumsuz antibiotiksiz medium) + 5.1 pl (MiR-145-5p mimik) + 76.5 pl

(HiPerfect reagent)

Hazirlanan tiipler vortekslenmis ve 15 dakika oda sicakliginda bekletilmistir.
Sonrasinda isaretli tiiplerden kontrol gruplar1 ve mimik uygun kuyulara her kuyuya 100
ul olacak sekilde damla damla verilmistir. Islem bittikten sonra plaka dairesel hareketler
yapilarak mimik ve kontrol gruplarinin kuyularin her tarafina yayilmasi saglanmistir ve

COz inkiibatoriine birakilmistir. Hiicreler hergiin takip edilmis ve fotograflari ¢cekilmistir.
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3.5. Ger¢el Zamanh Kantitatif PCR (Real time qPCR; RT qPCR)
3.5.1. Kullanilan ekipmanlar ve ticari Kitler

RNA izolasyon kiti (Qiagen, cat.no: 74104), cDNA sentez kiti (Qiagen, cat.no:
330401), SMAD-3 forward primer (IDT, cat.n0:75921461), SMAD-4 forward primer
(IDT, cat.n0:75921459), B-aktin forward primer (IDT, cat.n0:75921463), SMAD-3
reverse primer (IDT, cat.n0:75921462), SMAD-4 reverse primer (IDT, cat.n0:75921460),
B-aktin reverse primer (IDT, cat.n0:75921464), SMAD-3 TagMan isaretli prob (IDT,
cat.n0:75921475), SMAD-4 TagMan isaretli prob (IDT, cat.n0:75921474), B-aktin
TagMan isaretli prob (IDT, cat.n0:75921476), innuDRY gPCR masterMix (Analytikjena,
cat.no: 845-AS-1900200), real-time PCR cihazi (Agilent Technologies, Stratagene
Mx3005P), mini santrifiij (Spectrafuge 16M), niikleaz igermeyen PCR tiipleri (Thermo
Fisher Scientific, cat.no: AM12230), niikleaz igermeyen pipet uglari, ayarlanabilir
otomatik pipetler (Ependorf), steril kabin (Hera), NanoDrop (Thermo Fisher Scientific,
ND-1000 Spectrophotometer), nukleaz icermeyen su (Himedia, cat.no: ML064), 15
ml’lik tiipler, Trypsin-EDTA (Sigma, cat.no: 59418C), RPMI-1640 medium (Thermo
Fisher Scientific, cat.n0:11875093).

3.5.2. RNA izolasyonu

Higbir uygulama yapilmayan MDA-MB-231 hiicreleriden ve hsa-miR-145-5p
sentetik mimik uygulanan MDA-MB-231 hiicreleriden RNA izalasyonu yapilmistir.
hi¢bir uygulama yapilmayan MDA-MB-231 hiicrelerinden elde edilen RNA kontrol
grubu olarak, mimik uygulanan hiicrelerden elde edilen RNA ise deney grubu olarak

karsilastirilmistir.
RNA izolasyonu kit protokoliine gore gergeklestirilmistir (Qiagen, cat.no: 74104).

v" Oncelikle Trypsin-EDTA ile hiicreler kaldirilmis ve besiyeri ile eklenerek
hiicreler 15ml santrifiij tiiplinde toplanmis, ardindan santrifiijlenerek hiicre
pelletinden siispansiyon kismi tamamen uzaklastirilmistir.

v Hiicre pelletinin tizerine 700 pl Qiazol Liziz tamponu eklenmis ve tamamen
homojen olmas1 amaciylaa 1 dakika vortekslenerek, 5 dakika oda sicakliginda

bekletilmistir.
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v

v

Ardindan 140 pl klorofrom eklenerek, 15 dakika 8500 rpm’de +4°C sicaklikta
santrifiijlenmis ve ayrisan en {istteki RNA barindiran seffaf sivi yeni bir PCR
tiiptine aktarilmastir.

Uzerine 520 ul %100 etanol eklenmis ve pipetlenerek homojenizasyon
saglanmistir.

RNA’y1 tutan kolonu 2 ml’lik tiipe yerlestirdikten sonra karigimin bir kismi
eklenerek 15 sn 8500 rpm’de santrifiijlenmis ve dibe toplanan sivi atilmis kalan
karigim tekrar eklenerek santrifiijlenmis, boylece RNA kolonlarda toplanmaistir.
RNA igeren kolon yeni bir 2 ml’lik tiipe yerlestirilmis ve 700 ul RWT tamponu
eklenerek 15 sn 8500 rpm’de santrifiijlendikten sonra tiipiin dibine toplanan sivi
atilmastir.

500 pul RPE tamponu eklenerek 15 sn 8500 rpm’de santrifiijlendikten sonra tiipiin
dibine toplanan s1vi atilmigtir.

Yine 500 pul RPE tamponu eklenerek 2 dk 8500 rpm’de santrifiijlendikten sonra
alttaki 2 ml’lik tiip atilmis ve RNA’y1 tutan kolon 1.5 ml’lik yeni tiipe
aktarilmastir.

Ardindan kolona 60 pl nukleaz igermeyen su eklenmis ve 8500 rpm’de 1 dk
santrifiijlenerek RNA kolondan tiipe aktarilmistir.

RNA miktarmi belirlemek i¢in NanoDrop spektrofotometre cihazinda olgiim
yapilmugtir.

Ters transkriptaz PCR’da kullanilastya kadar -80°C’de muhafaza edilmistir.

3.5.3. Ters transkriptaz PCR

Ger¢ek zamanli PCR’da kullanilmak iizere, MDA-MB-231 hiicrelerinden izole

edilen RNA’dan cDNA sentezlemek amaciyla ters transkriptaz PCR islemi yapilmistir.
Hem kontrol grubu olan RNA’dan, hem de deney grubu RNA’dan cDNA sentezlenmistir.
cDNA sentezi kit protokoliine uygun bir sekilde gergeklestirilmistir.

Protokole gore gereken RNA miktar1 25 ng-5ug arasinda degismekte ve odlciilen

RNA miktarina gore hesaplama yapilmis ve asagidaki sekilde cDNA sentezlenmistir.

0.2 ul’lik niikleaz icermeyen iki adet tiip deney ve kontrol grubu olarak

isaretlenmistir.
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Deney grubu igin isaretlenen tiipe 6 pl GE2 tamponu, 2 pl niikleaz igermeyen su
ve 6 ul RNA eklenmistir.

Kontrol grubu i¢in 6 pul GE2 tamponundan, 8 pul de RNA eklenmistir.

Her iki grup ¢cDNA tiipii 1000 g’de 1 dk santrifiijlenmis, ardindan 10dk oda
sicakliginda bekletilmistir.

Ardindan her iki tiipede ayr1 ayr1 6 ul BC4 tamponu eklenerek, 1000 g’de 1 dk
santrifiijlenmistir.

Tiipler PCR cihazina yerlestirilmis ve 42°C’de 15 dk, 95°C’de 5 dk, ve 4°C’de
sonsuz olarak termal profil olusturulmus ve PCR baglatilmistir.

Islem bittikten sonra tiipler gercek zamanl kantitatif PCR’da kullanilacak zamana

kadar -20°C’de saklanilmistir.

3.5.4. Liyofilize master mix, TagMan® Prob, primerlerin sulandirilmasi.

Sulandirma islemi master mix, TagMan® Prob, primerlerin protokollerine gore

gerceklestirilmistir.

v

v

v

Master mix sulandirilmasi

Liyofilize pellet seklinde olan master mix tiipiine 1 ml sulandirma tamponu
aktarilmig ve vortekslenerek pellet tamamen ¢oziinmis, 2X master mix

hazirlanmustir. Kullanilacak zamana kadar -20°C’de muhafaza edilmistir.

TagMan® Problarin 100 uM ana stok hazirlamak icin sulandirilmasi

SMAD-3 geni i¢in liyoflize pelletin tizerine 520 pl sulandirma tamponu eklenmis
ve vortekslenerek ¢ozliinmiistiir.
SMAD-4 geni i¢in liyoflize pelletin lizerine 608 pl sulandirma tamponu eklenmis
ve vortekslenerek ¢ozlinmiistiir.
B-actin geni i¢in liyoflize pelletin {izerine 151 pl sulandirma tamponu eklenmis
ve vortekslenerek ¢Ozliinmiistiir.
Daha sonra herbir gen problari igin 100 uM ana stoktan gereken miktarda 10 uM
calisma stogu hazirlanmistir. Hazirlanan 100 pM ve 10 pM stoklar -20°C’de

muhafaza edilmistir.

Forward ve reverse primerlerin 100 uM ana stok hazirlamak tizere sulandirilmasi
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v" SMAD-3 geni i¢in forward primer liyoflize pelletinin {izerine 742 pul sulandirma
tamponu eklenmis ve vortekslenerek ¢oziinmiistiir. Ayn1 genin reverse primer
liyoflize pelletinin iizerine 766l sulandirma tamponu eklenmis ve vortekslenerek
¢OzUinmiistlir.

v' SMAD-4 geni i¢in forward primer liyoflize pelletinin {izerine 674 ul sulandirma
tamponu eklenmis ve vortekslenerek ¢ozlinmiistiir. SMAD-4 genin reverse primer
liyoflize pelletinin iizerine 841 ul sulandirma tamponu eklenmis ve vortekslenerek
¢OzUinmiistlir.

v B-actin geninin forward primer liyoflize pelletinin tizerine 730 pl sulandirma
tamponu eklenmis ve vortekslenerek ¢oziinmiistiir. Ayn1 genin reverse primer
liyoflize pelletinin iizerine 756l sulandirma tamponu eklenmis ve vortekslenerek
¢OzUnmiistiir.

v Herbir gen primerleri igin 100 uM ana stoktan gereken miktarda 10 uM ¢alisma
stogu hazirlanmistir. Hazirlanan 100 pM ve 10 pM stoklar -20°C’de muhafaza

edilmistir.
3.5.5. Ger¢ek zamanh kantitatif PCR reaksiyonu

v" Kullanilacak olan niikleaz icermeyen PCR tiipleri soguk bloga alinmstir.
v" PCR analizinde kullanilacak olan cDNA’y1 1/10 oraninda diliie etmek amaciyla,
yeni bir tiipe 90 pl niikleaz icermeyen su ve 10 ul cDNA eklenmistir.
v" Her hedef gen (SMAD-3, SMAD-4) ve housekeeping gen (B-actin) i¢in ayri ayri
gergcek zamanli PCR karigimi Tablo 3.3’de gosterildigi gibi hazirlanmustir.

Tablo 3.3. RT-gPCR reaksiyo tiiplerinin hazirlanmast

Karisim icerigi Hacim(ul- final x Ornek sayisi
konsantrasyon)

Forward primer (10 uM) 2ul-1pM 7

Reverse primer (10 uM) 2ul-1puM 7

TagMan prob (10 uM) 0.4 pl-0.2 uM 7

Master mix (2x) 10 pl — 1x 7

v" Her genin kontrol grubu i¢in 3 6rnek, deney grubu i¢in 3 6rnek ve 1 negatif kontrol

olacak sekilde reaksiyon tiipleri hazirlanmistir.
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v' Hazirlanan tiplere, her gen i¢in gercek zamanli PCR karigimindan 14.4 pl
konulmus, ardindan 1/10 oraninda diliie edilen cDNA’dan 5.6 ul eklenmis ve kisa
sntrifiij yapilmistir.

v Negatiif kontrol tiiplerine sadece gergek zamanhi PCR karigimindan 14.4 ul
konulmus, lizerine 5.6 pl niikkleaz igermeyen su eklenmistir.

v" Toplam hacim 20 pl olmustur.

v Hazirlanan 6rnekler cihaza yerlegtirilmistir.

Al 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

Notin Ure Notin Ure Notin Ure Notin Ure Notin Ure

Notin Ure Notin Ure Notin Ure Notin Ure Notin Ure
B
¢ :
.Nmmuw -
D
. .
. 8 S
E Al al A
et u.av U i u o u —
F
0 -
G
. -
H

Sekil 3.1. RT-gPCR plaka profili (1,2,3 ‘cii siitunun A satiri kontrol f-aktin, C satiri kontrol SMAD-3, E
saturr kontrol SMAD-4 geni; 5,6,7 'ci siitunun A satirt mimik S-aktin, C saturr mimik SMAD-3, E satirt

mimik SMAD-4 geni; 12 ’ci siitnda ise negatif kontrol grubu analiz edilmistir )
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75-

Temperature
4]
]

25-

v" Once plaka profili (sekil 3.1), ardindan termal profil (sekil 3.2) olusturulmus ve

Segment 1
1 Cycle

Segmen: 2
40 Cycles

Sekil 3.2. RT-qPCR termal profili

gercek zamanli PCR analizi baglatilmigtir.

Tablo 3.4. RT-gPCR analiznde kullanilan primer ve prob dizileri.

Uriin
Gen Sekanslar (5°-3’) Primer | uzunlugu
Sembolii (bp)
GGATCAAAATTGCTTCAGAAATTGG Forward
SMAD4 | TGCTCAGACAGGCATCATTACTTGTTGG | Probe 149
CCACCTTGTCTATGGCACATC Reverse
CTTTGCAGTGGCTTGACAAG Forward
SMAD3 TGCCCTCCCCTACCATACTTGATGT Probe 143
AGTTCCAATTTTCTCCACCTC Reverse
B- GAGCTACGAGCTGCCTGACG Forward
Actin* CATCACCATTGGCAATGAGCGGTTCC Probe 190
(konrol GTAGTTTCGTGGATGCCACAG Reverse
gen)
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3.6. Western Blot
3.6.1. Kullanmlan ekipmanlar ve ticari kitler

RIPA Lysis Buffer System (Santa Cruz, cat.no: sc-24948), Qubit Protein Assay Kit
(Thermo Fisher Scientific, cat.no: Q33211), jel (BioRad, Mini-Protean TGX gels, cat.no:
456-8123), 0.2 um PVDF membran (BioRad, cat.no: 170-4156), B-actin birincil
antikor(Santa Cruz, cat.no: sc-47778), SMAD 3 birincil antikor (Cell Signaling
Technology, cat.no: C67H9), SMAD4 birincil antikor (Cell Signaling Technology,
cat.no: D3M6U), B-actin igin ikincil antikor (Santa Cruz, cat.no: sc-2005), SMAD
proteinleri i¢in ikincil antikor (Cell Signaling Technology, cat.no: #7074), 20X Bolt™
MOPS SDS yiiriitme tamponu (Thermo Fisher Scientific, cat.no: BO001), 4X Bolt™ LDS
protein yiikleme tamponu (Thermo Fisher Scientific, cat.no: B0008), 10X Bolt™ Sample
Reducing Agent (Thermo Fisher Scientific, cat.no: B0009), ultra saf su, E-PAGE™
SeeBlue™ Pre-stained Standard (Thermo Fisher Scientific, cat.no: LC5700),
MagicMark™ XP Western Protein Standard (Thermo Fisher Scientific, cat.no: LC5602),
Tris base, NaCl, Tween-20, Glisin, Metanol, BSA (VWR life science, cat.no: 0332 ), siit
tozu (Fluka, cat.no: 70166), su banyosu (Sonorex Digital 10P),Qubit® 3.0 Fluorometer
cithaz1 (Thermo Fisher Scientific), Trans-Blot® Turbo™ transfer cihazi (BioRad), LI-
COR Odyssey® CLx (Thermo Fisher Scientific) goriintiileme cihazi, goriintiileme
tamponu (Advansta, cat.no: K-12043-D10), sogutmali mini santrifiij, skrapr, 500ml, 1000
ml’lik beherler, pens, 1-10 pul, 20-200 ul, 100-1000 pl’lik ayarlanabilir otomatik pipetler
(Ependorf), 10 pl, 200 pl, 1000 pl’lik pipet uglari, 15 ml’lik santrifiij tiipleri, 1.5 ml,
2ml’lik PCR tiipleri (Sigma, cat.no: BR781301).

3.6.2. Protein izolasyonu

Total protein izolasyonu i¢in liziz tamponu RIPA Lysis Buffer System (Santa Cruz,
cat.no: sc-24948) kit protokoliine uygun hazirlanmig ve tiim asamalarin sogukta
yapilmasina dikkat edilmistir. 6’1 plakaya ekilen ve hicbir tedavi uygulanmayan
hiicrelerden, ayni zamanda 24’lii plakada hsa-miR145-5p mimik transfeksiyonu yapilmis
hiicrelerden total protein izolasyonu gergeklestirilmistir. Her iki plaka i¢in protokoliin
onerdigi miktarlarda liziz tamponu hesaplanmis ve hazirlanmistir. Liziz tamponu buzda
tutulmustur. Ardindan plakalar CO2 inkiibatoriinden alinmis, hiicrelerin {izerindeki

besiyeri plakalar ters cevrilerek uzaklastirilmistir. Onceden +4°C’de sogutulmus PBS ile
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3 defa 5’er dakika muamele edilmistir. Yikama sonrasinda PBS uzaklastirilmis ve 6’11
plakaya her kuyuya 150 pl, 24’1l plakaya ise her kuyuya 70 pl olacak sekilde liziz
tamponu verilmis, ardindan plakalar 30 dakika buz (+4°C) iizerinde bekletilmistir. 30
dakika bekleme siiresinden sonra plakanin kuyularindan skraprla hiicreler kazima
yontemiyle zeminden kaldirilmis ve 6nceden buzda bekletilmis tiiplere alinmis, pipetaj
yapilarak pellet ¢oziinmiistiir. Ardindan, sogutulan (+4°C) santrifiijde tiipler
santrifiijlenmis hiicre pelleti ve proteinden olusan siispansiyon kismi ayrigmistir. Protein
olan siispansiyon kisim dikkatlice pellete dokunmadan alimmis ve yeni tiiplere

aktarilmustir. Protein tiipleri kullanilacak zamana kadar -20°C’de tutulmustur.
3.6.3. Qubit protein miktar ol¢iimii

Protein miktar Ol¢iimii i¢in kit (Thermo Fisher Scientific, cat.no: Q33211)

protokoliine gore soliisyonlar hazirlanmis ve proteinlerin miktar1 tespit edilmistir.
3.6.4. Gerekli soliisyonlarin hazirlanmasi

v MOPS Bolt SDS yiiriitme tamponu: 20X ana stok 1X’e ultra saf su ile diliie edilmis
ve 700 ml 1X ¢alisma soliisyonu hazirlanmistir.
35 ml 20X ana stoktan alinmig ve iizerine 665 ml ultra saf su eklenmistir.

v/ TBS 10X 1L ana stok
Tris Base 249
NaCl 889
Ultra saf su 1000ml

v/ TBS-T 1X 500ml ve %0.1 Tween-20, PH 7.4 olacak sekilde ayarlanmistir.
50ml TBS 10X ana stoktan alinmis iizerine 450 ml ultra saf su ve 500 pl Tween-20
eklenmis ve manyetik karistiricida homojen olasiya kadar karistirilmistir.

v Siit soliisyonu %35, 200ml
10g siit tozu hassas terazide tartilmig, tizerine 200ml TBS-T 1X soliisyonu eklenmis
ve homojen oluncaya kadar manyetik karistiricida kanigtirilmistir. PH 7.4%¢
ayarlanmugtir.

v' BSA %5, 10ml
0.5g BSA tartilmis lizerine 10ml TBS-T 1X ilave edilmistir.

v" Transfer tamponu 1X 50ml
25 mM Tris Base 0.15¢g
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190 mM Glisin
%20 metanol

0.71¢g
10 ml
Hesaplanan miktarlar tartilmis tizerine 40 ml ultra saf su eklenmis ve homejenizasyonu

saglanana kadar manyetik karistiricida karistirilmistir.
3.6.5. Proteinlerin jele yiiklenmesi ve yiiriitiilmesi

Protein miktar 6l¢iimii yapilmis ve her kuyuya 40 pg protein yiiklenecek sekilde

hesaplama yapilmistir.

Tablo 3.5. Jele yiiklenecek protein orneklerinin hesaplanmasi

Protein LDS (4X) R.A (10X) Ultra saf su
Protein A 10 pl 10 pl 4 ul 16 pl
Protein B 18 ul 15 pl 6 ul 21 ul

Protein A — higbir uygulama yapilmayan MDA-MB-231 hiicrelerinden izole

edilmis protein. Bu protein kontrol olarak kullanilmistir.

Protein B — hsa-miR-145-5p mimik uygulanan MDA-MB-231 hiicrelerinden izole

edilmis protein.

Yukardaki Tablo 3.5°deki sekilde hazirlanan proteinler 70°C’ye ayarlanan su
banyosunda 15-20 dakika kaynatilmistir. Siire sonunda protein tiipleri su banyosundan
alinmis ve sogumasi amactyla buza birakilmistir. Bu sirada tiim kDa agirlikli proteinler
icin uygun hazir jel kaseti tanka yerlestirilmis ve 700 ml 1X yiiriitme tamponuda
eklenmistir. Proteinlerin kuyudan jele gegmesine engel olacak kalintilar uzaklastirilmak
amaciyla yiirlitme tamponuyla pipetaj yapilarak kuyular tek-tek yikanmistir. Ardindan
asagidaki tablodaki goriiniimde 6nce marker ardindan proteinler 10 kuyucuklu jele Tablo

3.6’da belirtildigi gibi yliklenmistir. Her kuyuya 20 pl hacminde yiikleme yapilmustir.

Tablo 3.6. Jel kuyulatinin temsili goriintiisti

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Marker Protein Protein Protein Protein Protein | Protein
A B A B A B
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Yiikleme islemi bittikten sonra 6nce 30 dakika 100V ta, sonra ise 140V ta yiiriitme

islemi gerceklestirilmigtir.

Yiriitme islemi bittikten sonra jel kaseti tanktan ¢ikarilmis ve cam kaset bir spatiil
yardimiyla acilmus, jel kasetten alinip 6nceden hazirlanan transfer tamponunda transferin

daha iyi gergeklesmesi amaciyla 10 dakika bekletilmistir.
3.6.6. Yar1 kuru sistem ile transfer (Blotlama)

Transfer islemi igin 6ncelikle Trans-Blot Turbo (BioRad) cihazi agilmis jel ve
membrandan olusan sandvi¢ yerlestirilicek olan haznesi alinmistir. Ardindan PVDF
membran paketi agilmig, jel membranin {lizerine arada hava baloncugu kalmayacak
sekilde yerlestirilmis ve en son jelin lizerine sandvigin son pargasi olan siinger ped
eklenmis, arada baloncuk kalmamasina dikkat edilmistir. Hazirlanan sandvi¢ cihazin
¢ikarilan haznesine yerlestirilmis ve uygun programda 2.5 A, 25V ve 3 dakikada transfer
islemi baglatilmistir. Transfer bittikten sonra membran cihazdan alinmig ve3 farkli antikor
muamelesi olacagi i¢in yukaridaki tablodaki goériinimde 3 kisima kesilmistir. Bunu
yapmaktaki amag stripleme islemini yapmamaktir, ¢iinki bu protein kaybina neden olup

yalnig sonug almaya sebep olmaktadir.
3.6.7. Bloklama

3 pargaya ayrilan membranlar ayri-ayr1 kaplarda dnceden hazirlanan TBS-T 1X
tamponunda 1 kez 5 dakika yikamanin ardindan tampon uzaklastirilmis ve membranin
tizerine gelecek sekilde %5’°lik siit soliisyonu eklenmistir. Membranlara g¢alkalamali
tablada oda sicakliginda 75 dakika bloklama islemi yapilmistir. islemi yapmaktaki amag
sonraki antikor muamelesinde spesifik olmayan baglanmalar1 engellemektir. Siire
sonunda siit soliisyonu atilmis ve membranlar 3 kez 5’er dakika araliklarla kalintilarin

uzaklastirilmasi amaciyla yikanmastir.
3.6.8. Antikor muamelesi

Bloklama igleminin ardindan membranlar Tablo 3.7°de belirtildigi iizere hazirlanan

antikorlarla muamele edilmistir.
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Tablo 3.7. Antikor dilisyonlarinin hazirlanmasi

Birincil BSA Ikincil Siit soliisyonu
antikor o antikor %5 (nl)
(dilisyon-ul) 705 () (dilisyon-ul)
(C67H9) rabbit (#7074) Anti-
i monoclonal rabbit 19G,
SMAD-3 antibody 2990 nl HRP-linked 2995.72 nl
1:300, 3 ml 1:700, 3 ml
10 ul 4.28 nl
(D3M6U) (#7074) Anti-
rabbit rabbit 1gG,
monoclonal HRP-linked
SMAD-4 antibody 2990 pl 1700, 3 mi 2995.72 ul
1:300, 3 ml 4.28 nl
10 pnl
(sc-47778) (sc-2005) Goat
mouse anti-mouse
monoclonal IgG, HRP-
[B-aktin antibody ) 999? ul linked 9993.34 nul
1:1000, 10 mi | CUESONSYONW) 11506 10 my
10 w1 6.66 ul

Hazirlanan birincil antikor soliisyonlart uygun olarak membranlarin {izerine

aktarilmis ve +4°C’de 20 saat ¢alkalamali tablada bekletilmistir.

Stire sonunda birincil antikorlar membranlardan uzaklastirilmis ve TBS-T 1X
soliisyonnuyla 3 defa 5’er dakika araliklarla yikama islemi gergeklestirilmistir. Ardindan
TBS-T 1X soliisyonu uzaklastirilmis ve hazirlanan ikincil antikorlar membranlara
verilmis, 1 saat oda sicakliginda seykirda ¢alkalanarak inkiibasyonu gerceklestirilmistir.
Stire bitiminde antikor soliisyonu membranlardan uzaklastirilmig 3 defa 5’er dakika TBS-

T 1X tamponuyla yikama yapilmistir.
3.6.9. Goriintiileme

Her membran i¢in ayr1 ayri kit protololiine gore goriintiileme soliisyonu hazirlanmis
ve membranlarin lizerine verilerek 5 dakika karanlikta bekletilmistir. Ardindan

membranlar tek tek LI-COR kemiiliminisans goriintiileme cihazina ters gevrilerek
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yerlestirilmis ve yiiksek hassasiyette okuma yapilarak, elde edilen goriintiiler

kaydedilmistir.
3.7. Hiicre Gocii Testi

Bu test i¢in plakaya hiicre ekilmeden once kuyularin bir kismini kaplayacak sekilde
steril ince uzun lamel pargalariyetlestirilmis, daha sonra hiicreler ekilmistir. Ekim
yapildigr giin hiicreler zemine yapismadan once 3.4.2°de belirtildigi gibi miR-145-5p
mimik uygulamasi yapilmistir. 3 kuyuya mimik transfeksiyonu yapilmis, 3 kuyuya ise
higbir uygulama yapilmayip kontrol grubu olarak isaretlenmistir. 24 saat sonra hiicreler
yapismis ve lameller kaldirilmistir. Lameller kaldirildiktan sonra hiicrelerin hem kontrol
grubun hemde mimik uygulanmis kuyularda olusan boslugu kaplama hizlari 4 giin
boyunca gozlemlenmis ve ayni saatte iverted mikroskopunda 4x objektifinde

fotograflanmistir.
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4. BULGULAR
4.1. miRNA Mimik Transfeksiyonu

Birkag deney sonrasinda, hsa-145-5p sentetik mimiginin MDA-MB-231
hiicrelerine transfekte olabilmesi igin 24’lii plakanmn her kuyusuna 3x10* hiicrenin
ekilmistir. Onceden baska bir projede yapilan optimizasyona gore transfeksiyon yapilmis
ve her giin inverted mikroskopunda 10x objektifte hiicreler fotograflanarak, 6 giin takip
edilmistir.  Gozlemler sonucunda, beklenildigi gibi 6zgiil sentetik mimik

transfeksiyonunun gergeklestigi 4’cii giinden itibaren morfolojik olarak tespit edilmistir.

v Kontrol grubu hiicrelerine hi¢bir uygulama yapilmamustir. Bu grup hiicreler uygun
besiyerinde, serum ve antibiyotik varliginda belirlendigi sayida kuyulara ekilmis ve
deney sonucunda kanserli hiicrelere 6zgii bir sekilde ¢ogaldiklari tespit edilmistir.

v Pozitif kontrol, mimik transfeksiyon analizi ig¢in hazirlanan deneylerin optimum
sekilde ¢alistigini tespit edebilmek i¢in kullanilmistir. Ticari olarak alinan bu pozitif
kontrol, hiicre dliimiinii kontrol eden bir siRNA’dir. Bu kontrol grubunu deneyde
kullanmakla hem transfeksiyon ajan1 olan HiPerfect reagent, hem de deneyin basaril
oldugu tespit edilmistir. Bu gruba uygulanan siRNA hiicreye transfekte olduktan 3
giin sonra beklenildigi gibi hiicre Olimiine sebep olmustur. Kontrol grubuyla
kiyaslandiginda, 6zelliklede 6’c1 giinde belirgin bir azalma ve 6liim tespit edilmistir.

v" Negatif kontrol, siRNA’nin transfeksiyonu, fenotip veya gen ekspresyonundaki
degisikliklerin spesifik olmadigint belirlemek i¢in kullanilmistir. Bu kontrol
grubunda beklenildigi gibi hiicre sayisinda azalma veya 6liim goriilmemistir.

v' Transfeksiyon ajani olan HiPerfect reagent tek basina hiicrelere verilmistir. Bu
kontrol grubunu olusturmaktaki amac transfeksiyon ajaninin hiicreler {izerinde bir
toksik etkisinin olmadigii gostermektir. Deney sonucunda beklenti dogrultusunda
hiicrelerde higbir etki olmamis ve ¢ogaldiklar1 gozlemlenmistir.

v Hsa-145-5p sentetik mimik materyal metod kismminda da bahsedildigi gibi
transfeksiyon ajanimin aracilifiyla hiicreye sokulmusur. MDA-MB-231 hiicre
hattinda baskilandig1 bilinen bu miRNA, sentetik mimik transfeksiyonundan sonra
ekspresyonunun artmast ve hiicrelerde o6lim beklenmektedir. Yapilan deney
sonucunda beklentiler karsilanmus, mimik transfeksiyonundan sonra hiicrelerin

cogalmasi durmus ve 6liim gozlemlenmistir.
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Bu kontrol gruplar1 ve mimik transfeksiyonu yapilan hiicrelerin goriintiileri Sekil

4.1-4.6°da gosterilmistir.

miR-145-5p mimik

Sekil 4.1. miR-145-5p mimik ile transfekte edilen MDA-MB-231 hiicrelerinde transfeksiyon basarisinin

morfolojik gozlemlenmesi. 1. giin inverted mikroskop (Olympos IX71) 'da 100x biiyiitme
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miR-145-5p mimik

Sekil 4.2. miR-145-5p mimik ile transfekte edilen MDA-MB-231 hiicrelerinde transfeksiyon basarisinin
morfolojik gozlemlenmesi. 2. giin inverted mikroskop (Olympos IX71) da 100x biiyiitme
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miR-145-5p mimik

Sekil 4.3. miR-145-5p mimik ile transfekte edilen MDA-MB-231 hiicrelerinde transfeksiyon basarisinin
morfolojik gozlemlenmesi. 3. giin inverted mikroskop (Olympos IX71) da 100x biiyiitme
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Pozitif kontrol siRNA

Kontrol

Gt

N
S/
\ 2o

Hiperfect Kontrol

Negatif kontrol sSiRNA

5p mimik

-145-
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Sekil 4.4. miR-145-5p mimik ile transfekte edilen MDA-MB-231 hiicrelerinde transfeksiyon basarisinin

morfolojik gozlemlenmesi. 4. giin inverted mikroskop (Olympos 1X71) da 100x biiyiitme
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Kontrol Pozitif kontrol siRNA
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Hiperfect Kontrol

miR-145-5p mimik

Sekil 4.5. miR-145-5p mimik ile transfekte edilen MDA-MB-231 hiicrelerinde transfeksiyon basarisinin
morfolojik gozlemlenmesi. 5. giin inverted mikroskop (Olympos 1X71) da 100x biiyiitme
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Negatif kontrol sSiRNA Hiperfect Kontrol

miR-145-5p mimik

Sekil 4.6. miR-145-5p mimik ile transfekte edilen MDA-MB-231 hiicrelerinde transfeksiyon basarisinin
morfolojik gozlemlenmesi. 6. giin inverted mikroskop (Olympos 1X71) da 100x biiyiitme
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4.2. Gergek Zamanh Kantitatif PCR

Meme kanserinde baskilanmis oldugu literatiirden bilinen miR-145-5p’nin 6zgiil
sentetik mimiginin MDA-MB-231 hiicrelerine geri kazandirilmas: sonucunda, TGF-3
sinyal yolaginda rolii olan SMAD-3 ve SMAD-4 hedef genlerinin ekspresyonundaki
degisim ger¢ek zamanli PCR analiziyle (RT qPCR) belirlenmistir. Analizde kontrol
grubu (mimik transfeksiyonu yapilmamis) hiicrelerden elde edilen RNA ve mimik
uygulamasi yapilmis meme kanserli hiicrelerden izole edilmis RNA kullanilarak SMAD-

3 ve SMAD-4 genlerinin ekspresyon seviyeleri mukayese edilmistir.

Analizin sonucunda kontrol grubunda SMAD3 ve SMADA4 gen ekspresyon seviyesi
yiiksek iken, mimik uygulanan hiicrelerde ise bahsi gegen genlerin ekspresyon
seviyelerinin diistigli gorlilmiistiir. Mimik uygulanan grupta kontrol grubuna gore
SMAD3 geninin ekspresyon seviyesinde 2 kat, SMAD4 geninin ekspresyonunda ise 3,6
kat diislis tespit edilmistir. Analiz sonuglar1 Sekil 4.7- 4.10°da grafik olarak sunulmustur.

B T : ......................... :.......4‘....4.........4.. ........................

Log Fold Change to Cal. (Log hase 2) (dR)

Kontrol SMAD-3 Mimik SMAD-3 NTC

Sekil 4.7. miR-145-5p transfekte edilmis MDA-MB-231 hiicrelerinde SMAD3 gen ekspresyon

seviyesindeki degisim (MxPro programinda analiz yapilmigstir)
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Log Fold Change to Cal. (Log hase 2) (dR)

Relative Quantity (dR)

Kontrol SMAD-4 Mimik SMAD-4 NTC

Sekil 4.8. miR-145-5p transfekte edilmis MDA-MB-231 hiicrelerinde SMAD4 gen ekspresyon

seviyesindeki degisim (MXPro programinda analiz yapilmustir)

Kontrol SMAD-3 Mimik SMAD-3 NTC

Sekil 4.9. miR-145-5p transfekte edilmis MDA-MB-231 hiicrelerinde SMAD3 gen ekspresyon

seviyesindeki degisim (MxPro programinda analiz yapimistir)
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R elative Quantity (dR)

Kontrol SMAD-4 Mimik SNAD-4 NTC

Sekil 4.10. miR-145-5p transfekte edilmis MDA-MB-231 hiicrelerinde SMAD4 gen ekspresyon

seviyesindeki degisim (MxPro programinda analiz yapilmistir)

4.3. Western Blot

Caligmanin materyal ve metot kisminda belirtildigi protokole gore analiz
yapilmistir. Mimik uygulanmis (hsa-miR-145-5p mimik uygulanan) ve hi¢bir uygulama
yapilmayan MDA-MB-231 hiicrelerinden elde edilen total protein gruplart jele
yiiklenmis, yiiriitiilmiis ve 0.2um PVDF membranlara transferi gergeklestirilmistir.
Ardindan bu membranlarda her iki grup total protein igerisinden f-actin, SMAD-3 ve

SMAD-4 proteinleri uygun antikorlarla muamele edilerek tespit edilmistir.

Kontrol grubu olarak belirttigimiz, higbir uygulama yapilmayan MDA-MB-231
hiicreleriden elde edilen total protein igerisinden p-actin, SMAD-3 ve SMAD-4

proteinleri uygun antikor baglanmasiyla bant goriintiileri elde edilmistir.

Hsa-miR-145-5p mimik uygulamasi yapilan MDA-MB-231 hiicrelerinden elde
edilen total protein i¢erisinden [3-actin proteinin uygun antikor muamelesi sonucunda bant
goriintiileri elde edilmistir. SMAD-3 proteininin ise bant goriintiileri kontrole gore daha
silik bir goriintiisii elde edilmistir. SMAD-4 proteinleri ise uygun antikor muamelesi
sonrasinda bant goriintiileri elde edilememistir. Deneyin biitiin bant goriiltiileri Sekil

4.11°de gosterilmistir.
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Elde edilen bant yogunluguna gére, SMAD-3 yogunluklari ile f-aktin yogunluklari
Image Studio™ Lite programinda oranlanarak ve kontrol ile kiyaslanarak elde edilen
dansitometrik analiz sonucunda, miR-145-5p SMAD-3 ifadesini %86 oraninda
azaltirken, SMAD-4 ifadesini %100 oraninda oraninda azalttig1 goriilmiistiir. Bu oranlar

grafik olarak Sekil 4.12 ve 4.13’te sunulmustur.

SMAD-4 - 70 kDa

B - aktin S s 43KDa

Sekil 4.11. Kontrol ve miR-145-5p mimik uygulanan MDA-MB-231 hiicrelerinde f-aktin, SMAD3

ve SMAD4 proteinlerinin Western Blot goriintiileri
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miR-145-5p mimik
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Sekil 4.12. miR-145-5p mimik uygulanan MDA-MB-231 hiicrelerinde SMAD-3 proteinin ifadesi (%)
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kontrol mimik
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Sekil 4.13. miR-145-5p mimik uygulanan MDA-MB-231 hiicrelerinde SMAD-4 proteinin ifadesi (%)

4.4. Hiicre Gogii Testi

Fonsiyonel go¢ testinde mimik transfeksiyonu yapilarak uyarilmis hiicrelerle,
kontrol grubu yani hi¢bir tedavi uygulanmayan hiicreler mukayese edilmistir. Calismanin
materyal ve metod kismindada bahsedildigi gibi lamel kaldirildiktan sonra hiicreler 5 giin
boyunca takip edilmis ve fotograflari ¢ekilmis, olusan boslugu hiicrelerin kaplamasi
kiyaslanmistir. Deney sonucunda kontrol grubu hiicreler kanserli hiicrelere 6zgii bir
sekilde ¢ogalmaya devam ederek bosluk olan alana go¢ etmis ve tamamen kaplamiglardir.
Hsa-miR-145-5p sentetik mimik uygulanan hiicrelerdeyse kontrole nazaran ¢ok ¢ok az
go¢ goriilmistiir. Bu da uygulamanin basarili  oldugunu kanitlamig, mimik

transfeksiyonunun hiicre gogiinii ve ¢ogalmasini engelledigi tespit edilmistir.

Kontrol ve miR-145-5p mimik uygulanmis hiicrelerin lamel varliginda 24 saat
sonra yapigsmis, inverted mikroskopunda 4x objektifinde goriintiileri alinmistir. Ardindan
hiicreler lameller kaldirildiktan sonra 4 giin boyunca inverted mikroskopunda 4x

objektifinde fotograflar1 ¢cekilmistir.
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Kontrol miR-145-5p mimik

Sekil 4.14. miR-145-5p mimik uygulanmis MDA-MB-231 hiicrelerinin lamel par¢asi varliginda

goriintiileri (ilk 24 saat sonrasinda, 40x biiyiitme)

Kontrol miR-145-5p mimik

Sekil 4.15. miR-145-5p mimik uygulanmig MDA-MB-231 hiicrelerinin lamel kaldirildiktan sonra 0.
giin goriintiileri (40X biiyiitme)
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Kontrol miR-145-5p mimik

Sekil 4.16. miR-145-5p mimik uygulanmis MDA-MB-231 hiicrelerinin lamel kaldwrildiktan sonra 1.
giin goriintiileri (40X biiyiitme)

Kontrol miR-145-5p mimik

Sekil 4.17. miR-145-5p mimik uygulanmis MDA-MB-231 hiicrelerinin lamel kaldwrildiktan sonra 2.
gtin gériintiiler (40X biiyiitme)

50



Kontrol miR-145-5p mimik

Sekil 4.18. miR-145-5p mimik uygulanmis MDA-MB-231 hiicrelerinin lamel kaldwrildiktan sonra 3.
giin goriintiileri (40X biiyiitme)

Kontrol miR-145-5p mimik

Sekil 4.19. miR-145-5p mimik uygulanmis MDA-MB-231 hiicrelerinin lamel kaldwrildiktan sonra 4.
giin gortintiileri (40X biiyiitme)
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5. TARTISMA SONUC

Meme kanseri, kadinlar arasinda kansere bagli olan 6liimlerin 6nde gelen nedeni
olmaya devam etmektedir (Giindiiz vd., 2016). Bu kanser tiirii, ¢esitli morfolojik
goriinimleri, molekiiler 6zellikleri, davranislariyla tedaviye yanit veren heterojen bir
hastaliktir (Rakha vd., 2010). Bu sebeple de meme kanseri i¢in tedavilerin gelistirilmesi
bliylik 6nem tasimaktadir. Gliniimiizde ¢esitli tedavi yontemleri literatiirde yerini
almaktadir. Bunlardan biride miRNA tedavi yontemidir. miRNA'lar gen ekspresyon
diizenleyicileridir. Onkogenlerin asir1 ekspresyonu veya tiimor baskilayici genlerin diisiik
ekspresyonu sonunda kanser olusumuna yol agacagindan (Lin ve Gregory, 2015), miRNA
ekspresyonu ve kanser birbiriyle baglantili olabilecegi arastirmacilar1 diigiindiirmiis ve
arastirmalar sonucunda bazt miRNA ’larin onkogenler ve tiimor baskilayicilar olarak islev
gorebilecegini ve hiicresel proliferasyon ve apoptozu diizenleyebildigi tespit edilmistir
(Hwang ve Mendell, 2006). miRNA’lar ayn1 zamanda baz1 sinyal iletim yolaklarimin
diizenlenmesinde de aktif rol almaktadir. Bu yolaklardan biri kanser hiicrelerinde inaktif
durumda olan, hiicre proliferasyonunu ve farklasmasini kontrol eden TGF-B sinyal
yolagidir. Cok sayida miRNA ¢aligilmistir. Bunlardan biriyse miR-145"dir.

Arastirmalar sonucunda, MIiR-145'in kanser hiicre invazyonunda, go¢ ve
metastazinda 6nemli fonksiyonlar gosteren farkli genlerin ekspresyonunu diizenledigini
tespit edilmistir (Zeinali vd., 2019). Calismalar miR-145'in, meme kanseri hiicrelerinin
cogalmasini ve gogiinii engelleyerek meme kanserinde tiimor baskilayict bir mikro RNA
olarak iglev gorebildigini gostermektedir (Ding vd., 2017).

Bu tez ¢alismasinda, miR-145"in, baslica fonksiyonu prolifereasyonu baskilamak
ve farklilasmay1 kontrol etmek olan TGF-f sinyal yolagiin (Vural, 2010) aktivasyonuna
etkisi arastirilmistir. Meme kanserinde baskilandig literatiirde birgok ¢alismada tespit
edilen miR-145-5p 6zgiil sentetik mimigi materyal ve metod kisminda da bahsedildigi
tizere MDA-MB-231 hiicrelerine transfeksiyonu sonucunda metastazin baskilanmasi,
TGF-B sinyal yolaginda rolii olan SMAD-3 ve SMAD-4 hedef gen ekspresyon
seviyelerinin gercek zamanli qPCR analizi ile ve ayn1 hedef genlerin protein seviyesinde
validasyonu Western Blot analizi ile arastirilmistir.

Yapilan deneyler sonucunda elde edilen bulgulara gore, miR-145-5p mimik
uygulamasinda hiicreler 6 giin boyunca takip edilmis ve ilk giinlerde hiicrelerde belirgin
bir etki s6z konusu degilken, 3’cii giinden itibaren kontrolsiiz bir sekilde cogalan MDA -

MB-231 hiicreleri kontrol grubuyla kiyasta mimik transfeksiyonu yapilan grupta
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proliferasyonun durdugu ve hiicrelerde 6liimiin gergeklestigi goriilmiistiir. Buradan miR-
145’in meme kanseri lizerinde etkili oldugu ve bahsi gecen kanserli hiicrenin
proliferasyon yetenegini engelleyebilecegi sonucuna varilmistir. Ayni zamanda hiicrelere
go¢ testide uygulanmis ve mimik transfeksiyonu uygulanan grupta hiicre goci
goriilmemistir. Bu ise miR-145’in invazyonu ve hiicre migrasyonunu da engelledigi
kanitlanmistir. Elde edilen bu veriler sayesinde miR-145’in meme kanserinde inaktif
durumda olan TGF-B/SMAD sinyal yolagmin aktivasyonunu sagladigini sdylemek
miimkiindiir. Aktivasyon sayesinde TGFf’nin etkisi ile p21 ve p15 proteinlerinin sentezi
aktive olur ve hiicre dongiisiiniin ilerlemesi i¢in gerekli olan sikline bagimli kinazlar
(CDK) inhibe edilir (Pardali vd., 2000 ve Millet vd., 2009). TGF-B/SMAD yolun etkisi
ile TIEG-1 (TGFp-inducible-early-response gene) geni indiiklenir (Vural, 2010).
Programli hiicre O6liimiinii indiikleyen ve proliferasyonu baskilayan TIEG-1 bir
transkripsiyon faktoriidiir (Tachibana vd., 1997). miR-145-5p mimik transfeksiyonu
yapilarak bu yolagin aktif hale geldigini ve bu sayede TIEG-1 geninin indiiklenerek
hiicreleri apoptoza gotiirdiigii de diisiiniilebilir.

Bu calismada uygulanan bir baska analiz ise ger¢ek zamanli qPCR analizidir.
Gergek zamanli gPCR o6zgiilliigii ve tekrarlanabilir olmasi nedeniyle molekiiler tanida
yaygin sekilde kullanilan bir yontemdir (Ly, Zhang vd., 2017). Calismada bu yontemle
MDA-MB-231 hiicrelerine miR-145-5p mimik uygulamasinin TGF-f sinyal yolaginda
rolii olan SMAD-3 ve SMAD-4 hedef genlerinin mRNA ekspresyon seviyelerine etkisi
aragtirtlmistir.  Hem miR-145-5p uygulanmus MDA-MB-231 hiicrelerinde hem de
kontrol olarak kullanilan tedavi uygulanmayan MDA-MB-231 hiicrelerinde bahsi gegen
genlerin ekspresyonlarina bakilmistir. Analiz sonucunda mimik uygulanarak tedavi
edilen hiicrelerde SMAD-3 ve SMAD-4 mRNA ekspresyon seviyelerinin kontrol
grubuna gore diistiigii tespit edilmistir. Literatiirdeki bazi ¢calismalarda SMAD-3’iin miR-
145 tarafindan dogrudan hedeflendigi belirtilmistir (Li vd., 2015). Elde edilen bulgular
dogrultusunda, meme kanserinde miR-145’in bahsi gecen hedef gen mRNA’larim
dogrudan hedefledigi veya TGF-p ligandin reseprore baglanmasini saglayarak yolak
aktivasyonunu gergeklestirmesiyle SMAD-3 ve SMAD-4 genlerinin negatif feedback
yoluyla mRNA ekspresyonunu azalttigi sdylenebilir.

Gergek zamanli qPCR analizinden sonra test edilen genlerin protein seviyesindeki
degisiklikleri kontrol amagli Western Blot analizi yapilmistir. Analizde, TGF-f/SMAD
sinyal yolaginda iglev géren R-SMAD ailesinden (reseptor SMAD) olan SMAD-3 ve co-
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SMAD (comon SMAD) olarak isimlendirilen SMAD-4 proteinlerinin miktarina
bakilmistir. Bunun igin higbir uygulama yapilmayan ve miR-145-5p mimik uygulanan
MDA-MB-231 hiicrelerden materyal ve yontem kisminda bahsedildigi {izere toplam
protein izolasyonu yapilmistir. Mimik uygulamasi yapilan hiicrelerden protein
izolasyonu, transfeksiyonun gergeklestiginin goriildiigii giin, yani 4. giin yapilmistir.
Yapilan birka¢ deney sonrasinda higbir uygulama yapilmayan MDA-MB-231
hiicrelerinden elde edilen toplam protein igerisinden uygun antikor muamelesi
neticesinde SMAD-3 ve SMAD-4 proteinlerinin varligi bant goriintiilerinin elde
edilmesiyle ispatlanmistir. Bulunan sonuglar meme kanserli bu hiicrelerde TGF-/SMAD
sinyal yolaginin inaktif oldugunu gosteriyor. Yolak aktivasyonu ligandin reseptore
baglanmasi ve tip Il reseptoriin tip I reseptorii fosforillemesiyle gergeklesir (Cooper vd.,
2016). Fosforillenen tip I reseptdrii de SMAD3 proteinini fosforiller ve p-SMAD-3
SMAD-4 proteini ile kompleks olusturup c¢ekirdege gecerek transkripsiyonun
diizenlenmesinde gorev alirlar (Suzuki, 2018). Bu daha 6nce anlattigimiz gergek zamanl
gPCR analizinde de kontrol grubunda SMAD-3 ve SMAD-4 gen iirliniiniin (MRNA)
ekspresyon seviyesinin yiiksek olmasiyla kanitlanmistir. Mimik uygulanan hiicrelerde ise
kontrol olan B-aktin protein bandi goriintiilenmis, SMAD-3 protein bandi ise kontrole
gore daha silik gortintiillenmistir ama SMAD-4 protein bantlar1 goriintiillenememistir. Bu
sonuca gore mimik uygulamasi yolak aktivasyonuna neden olmus ve SMAD-3 proteini
fosforillendigi igin ve SMAD-4 ile birlikte ¢ekirdege transloke oldugu igin (Suzuki, 2018)
goriintii elde edilemedigini sdylemek miimkiin.

Sonu¢ olarak; MDA-MB-231 hiicrelerinde baskilanmis durumda olan timor
supressor MIR-145-5p’nin  6zgiil sentetik mimiginin bahsi gegen hiicreye geri
kazandirilmastyla, hiicrelerin invazyon, gog, proliferasyon gibi 6zelliklerini kaybettikleri
gorilmiistir. Bu anlamda, miR-145-5p’nin iglii negatif meme kanseri tedavisinde

terapotik ajan olarak kullanilabilecegi diistiniilmektedir.
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