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OZET

MEME, AKCiGER VE PROSTAT KANSERINIiN ORTAK
MIRNA’LARININ META-ANALIZ ILE BELIRLENMESI
VE
BIYOBELIRTEC OLARAK KULLANIM
POTANSIYELLERININ ARASTIRILMASI

ORS, Gizem

Yiiksek Lisans Tezi, Biyomiihendislik Anabilim Dal1
Tez Danismani: Yrd. Dog. Dr. Sultan GULCE iZ
Agustos 2017, 94 sayfa

Bu tez kapsaminda; meme, akciger ve prostat kanserinin erken teshisi igin
kullanilabilecek ortak miRNA biyobelirte¢lerini tanimlamak amaglanmistir. Bu amag
dogrultusunda, meme, akciger ve prostat kanseri ekspresyon profili veri setleri meta-
analiz yaklasimi ile incelenmis ve biyolojik belirte¢ olarak tanimlanan miRNA'larin

potansiyelleri arastirilmistir.

Meme, akciger ve prostat kanseri i¢in se¢ilen 6 veri kiimesinde rank tabanli meta-
analiz yontemi uygulanmis, 24 adet ortak miRNA bulunmustur. KEGG yollar1 ve Gen
Ontolojisi (GO) kategorileri tanimlandi. Ayrica deneysel validasyonu amaciyla meta-
analiz ile belirlenen miR-145-3p temin edilerek ekspresyon analizi incelenmistir. Ug
farkli kanser sinifin1 temsil eden 11 adet hiicre hattinda miR-145-3p’nin ekspresyon
seviyesi arastirilmistir. Hiicrelerin, normoksi (atmosferik O,) kosullarina ek olarak,
hipoksi kosullarinda ve serum yoksunlugunda metastaz egilimleri artirilarak miR-145-

3p'nin ekspresyon seviyesindeki degisikler belirlenmistir.

Anahtar Kelimeler: mikroRNA, meme kanseri, akciger kanseri, prostat kanseri,

meta-analiz.
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ABSTRACT

DETERMINING MIRNAS COMMONLY EXPRESSED
IN BREAST, LUNG AND PROSTATE CANCER
BY META-ANALYSIS
AND INVESTIGATION OF THEIR POTENTIAL USE AS
BIOMARKERS

ORS, Gizem

MSc in Bioengineering Eng.
Supervisor: Asst. Assoc. Dr. Sultan GULCE iZ
August 2017, 94 pages

In this thesis, it is aimed to define common miRNA biomarkers that can be used
for the early detection of breast, lung and prostate cancers. For this purpose, breast,
lung and prostate cancer expression profile data sets were examined by meta-analysis

approach and the use potentials of miRNAs identified as biomarkers were investigated.

A rank-based meta-analysis method was applied to selected 6 data sets for breast,
lung and prostate cancer, and 24 common miRNAs were found. KEGG pathways and
Gene Ontology (GO) categories were identified. Expression analysis was also
examined by providing miR-145-3p determined by meta-analysis for experimental
validation. The expression level of miR-145-3p in 11 cell lines representing three
different cancer classes was investigated. In addition to normoxic conditions
(atmospheric O;), changes in the expression level of miR-145-3p have been determined
by increasing the metastatic properties of cell cultures under hypoxic conditions and

serum deprivation.

Keywords: MicroRNA, breast cancer, lung cancer, prostate cancer, meta-

analysis.
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1. GIRIS

MikroRNA’lar (miRNAlar), hedef mRNA’nin yikimini ya da translasyonunun
baskilanmasin1 gerceklestirerek post-transkripsiyonel seviyede gen ekspresyonunu
diizenleyen, 18-24 niikleotidden olusan, tek zincirli, kodlanmayan RNA
molekiilleridir. miRNA’lar, mRNA’nin 3’UTR bolgesinde hedef transkripti ile baz
eslesmesi yaparak, baglandigi transkriptlerin translasyonunu farkli mekanizmalar

uzerinden baskilarlar.

miRNA biyogenezi ve ¢alisma mekanizmasinin aydinlatilmasina yonelik
yapilmis olan ¢aligmalar, miRNA’larin kanser patogenezinde hiicresel fonksiyonlarda
gorev aldigmmi gostermistir. Ayrica gen ekspresyonunun post-traskripsiyonel
diizenlenmesi disinda metabolik regiilasyon, embriyogenez, organogenez, farklilasma
ve biiyiime kontrolii gibi mekanizmalarda rol aldigi bilinmektedir. MikroRNA’lar
dokular arasinda farkli seviyede eksprese olduklar1 gibi kan dolagiminda da

bulunmaktadirlar.

Giiniimiizde kanser arastirmalarinda herhangi bir genin tek basina incelenmesi
yerine, gen ekspresyonunun analizinin yapilmasi, tan1 agisindan énem kazanmis ve
farkli timor dokularinin gen ekspresyon profillerinin kiyaslanmasiyla, molekiiler bir
siniflama yontemi gelistirilmistir. Gen ekspresyon profilleri, benzerlik gosteren
tiimorleri birbirinden ayirarak siniflandirabilmekte ve hastaligin klinik siireci ya da

tedaviye yanit agisindan bilgi vermektedir.

miRNA’larin gerek hiicre siklusu regiilasyonundaki rolii, gerek onkogenik,
tiimor stipresor ya da metastatik 6zellik géstermesi meme kanseri, akciger kanseri veya
prostat kanserlerinin teshis ve tedavisinde 6nemini ortaya koymaktadir. MiRNA’larin
gen ekspresyon regiilatorleri olarak gorev yaptiklarinin belirlenmesinden sonra kanser
tiimorlerinin  siniflandirilmasinda  biyobelirteg ve prognostik indikatér olarak
kullanilmasinin miimkiin olacagi diisiiniilmektedir. Bu ¢alismada amag, meme, akciger
ve prostat kanseri veri setlerinin meta analiz analizi sonrasi ii¢ kanser tipinde de ortak

olarak eksprese edildigi belirlenen miRNA’larin, ayni dokulardan tiirevlenen



metastatik 6zellik gosteren hiicre hatlarinin normoksi (atmosferik O,) ve hipoksi (%1
0,2, %5 CO; ve % 94 N,, 48 saat) sartlarinda, ayrica serumsuz besin ortaminda
metastazi indiiklenerek, ekspresyon seviyelerinin karsilastirmali olarak incelemesi ve
biyobelirte¢ olarak kullanim potansiyellerinin aragtirilmasidir. Meta-analiz yontemi,
belirli bir konu iizerinde calisilmis olan bagimsiz verilerin sonuglarini birlestirerek,
elde edilen bulgularinin istatistiksel analizini yapan bir yaklasimdir. Son yillarda
yaygin olarak kullanilan bu yontemin ile sonuglarin giivenilir bir sekilde goézden
gecirilmesi ve sentezinin yapilmasi miimkiin olacak ve yeni calismalara yol

gosterecektir.

Tez caligmasinin hedeflerine ulagabilmek i¢in, meme, akciger ve prostat kanseri
miRNA ekspresyon profillerini igeren data setlerinin rank-tabanli meta analiz
yaklasimi ile incelenmesidir. Data setlerinin yeniden diizenlenmesi ve yapilan istatiksel
analizler ile P degerlerinin bulunmasinin ardindan bu ii¢ yumusak doku tiimoriinde
ylksek seviyede eksprese edilen ortak miRNA’larin belirlenmesi gergeklestirilmistir.
Bu noktada, yapilan meta analizi ile belirlenen ortak miRNA’larin klasik literatiir
taramas1 ile belirlenmesinden daha gilivenilir sonuglara ulasilmasin1 sagladigi

diistiniilmektedir.

Ozetle, tez kapsaminda, meme, akcier ve prostat kanseri yumusak doku
tiimorleri veri setlerinde meta analiz yontemi kullanarak ortak olarak eksprese oldugu
belirlenen miR-145-3p’nin ayn1 dokularin metastatik 6zellik gosteren hiicre hatlarinin
normoksi ve hipoksi sartlarinda, ayrica serumsuz besin ortaminda metastazi
indiiklenerek,  ekspresyon seviyelerinin karsilastirmali olarak incelenmesi ve
biyobelirte¢ olarak kullanim potansiyellerinin arastirilmasi yapilmistir. Bu amagla, ilk
olarak, meme kanseri, akciger kanseri ve prostat kanserleri veri setleri meta analiz ile

istatiksel olarak analiz edilmistir.

Analizlerin sonug¢larinin dogrulanmasi i¢in meme (MCF 10A, MCF-7, MDA-
MB-231, MDA-MB-453), akciger (A549, NCI-H82, MRCS5) ve prostat (PC3, LNCAP,
DU 145, RWPE-1) hiicre hatlarinda meta-analiz ile belirlenen miRNA’larin

ekspresyon seviyeleri karsilastirmali olarak incelenerek meta analiz sonuglarinin



deneysel verilerle validasyonlar gergeklestirilecektir. Elde edilen sonuglar 1s18inda
secilen miRNA biyobelirteglerinin kanser metastazinda roliiniin ortaya ¢ikarilmasi ile
kanda dolasan tiimor hiicrelerinin belirlenmesinde kullanilabilirliginin  miimkiin
olacagi, lilkemizde de yaygin olarak goriilen sag kalim orani diisiik olan meme, akciger
ve prostat kanserleri ile miicadelede 6nemli bir yere sahip olan erken tan1 yontemlerinin

gelistirmesine katki saglayacagi diistiniilmektedir.



2. MiKRORNA
2.1. MikroRNA Biyogenezi ve Islevi

Mikro-RNA’lar (miRNA’lar) bitkilerden (Bartel, 2004) memelilere (C.-Z. Chen
et al., 2004) kadar birgok organizmada genin kodlanmayan bdolgesinden olusan
yaklasik olarak 22nt’lik uzunlukta olup hedef mRNA’y1 degrede eden ya da
translasyonel baskilanmay1 saglayan onemli derece diizenleyici gorevleri olan

kodlanmayan (noncoding) proteinlerdir (Lagos-Quintana et al., 2001).

miRNA Geni

/ Drosha

Translasyonel Baski

RISC Kompleksi ile
Olgun miRNA
Dicer Y :
I: 3 N mn : m" . HEDEF mRNA >
Pre-miRNA mMiRNA-MIRNA Dubleksi e

Sekil 2.1 miRNA olusum mekanizmasi

Sekil 2.1°de gosterildigi gibi, RNA polimeraz Il tarafindan sentezlenen ilk
miRNA olan pri-miRNA’lar yaklasik 700 baz uzunlugundadir (Lee et al., 2004). Pri-
miRNA ¢ekirdek i¢inde transkribe olur. Drosha (RNAaz III {iyesi) kopleksi
endoniikleaz aktivitesi ile bu pri-miRNA’y1 iki ucundan keser (Denli et al., 2004). Bu
kesim iglemi sonucunda pri-miRNA, pre-miRNA olarak adlandirilir ve yaklagik
uzunlugu 70-100 bazdir. Pre-miRNA, pri-RNA’da sahip oldugu ortak loop yapisi gibi

dizilimlerinde yanlis eslesmeler barindirir. Pre-miRNA’lar "exportin-5" adi verilen



tasiyici bir protein vasitasiyla ¢cekirdekten sitoplazmaya aktarilir (Gregory et al., 2004).
Sitoplazmaya aktarilan pre-miRNA’lar “Dicer” (Rnaz III iiyesi) molekiiliine baglanir.
Dicer, pre-miRNA’nin sahip oldugu sap ilmigini keserek, iki tamamlayici ipligi olan
kisa RNA molekiiliinii meydana getirir, ama bunlardan ipliklerden sadece biri RISC’e

(RNA uyartili susturma kompleksi) baglanir (Lund et al., 2004).

miRNA’lar, hedef mRNA’nin 3’UTR bdlgesinde transkript ile baz eslesmesi
yaparak, baglandigi andan itibaren transkriptlerin translasyonunu farkli mekanizmalar
tizerinden baskilar (Pillai et al., 2007). Bu baskilama ile miRNA’larin onkogenleri
bastirma, metastazi inhibisyonu, metastazi indiikleme, ila¢ diren¢ mekanizmalar1 gibi
rolleri vardir (Lin et al., 2012). Bununla birlikte meme kanseri tiirtinde (Esquela-
Kerscher ve Slack, 2006), akciger kanserinde (Zhang et al., 2013), kolarektal
kanserinde (M. Liu ve Chen, 2010) ve yumurtalik kanserinde (Kinose et al., 2014)
ekspresyonu gerceklesen miRNA’lardan bazilar1 tiimor siipresorler olarak gorev
yaparken bazilarinin onkogenik Ozellik gdosterdigi yapilan expresyon analizleri
caligmalariyla ortaya ¢ikarilmistir. miRNA'larin hedefledigi mRNA ifadelerini azaltici
yonde etkilediginin goriildiigii bir ¢alismada yabanc1t miRNA'nin giris yaptiklar1 HeLa
hiicrelerinde mRNA'larin ¢ok sayida azalmis ekspresyonunun oldugunu gosterilmistir

(Lim et al., 2005).

Caenorhabditis elegans tiiriinde ¢ift sarmalli RNA’nin (dsRNA) homolog
mRNA’lar1 parcalanmaya tesvik ettigini gosteren Andrew Fire ve Craig Mello
‘Riboniikleik asit interferansi’ (RNAi) olarak adlandirilan mekanizmay1 bulduklar
calisma ile 2006 yilinda Fizyoloji ve Tip dalinda Nobel ddiiliine layik goriilmiislerdir
(Andrew ve Craig, 2006). Son yillardaki caligmalarda, basta agresif bir hastalik olan
kanser dahil olmak {iizere pek ¢ok hastaligin prognozunda miRNA’larla ilgili islev
bozukluklarinin bulundugu belirtilmistir. Islev bozuklugunun olusmasinda en énemli

grubu miRNA’nin ekspresyonundaki degisikliklerdir(Selbach et al., 2008).

MikroRNA’lar genlerin ifade diizeyindeki degisikliklerine sebep olarak,
delesyonlar (Climent et al., 2007), amplifikasyonlar (Albertson, 2006) veya
translokasyonlar (Oliveira ve Fletcher, 2003) gibi biiyiik 6lgekli genom degisiklikleri



rol oynarlar. miRNA kodlayan dizide meydana gelebilecek delesyonlar ilgili
miRNA’nin miktarin1 azaltirken, hedef mRNA’nin ve ondan kodlanan proteinin
artmasina sebep olacaktir. Amplifikasyonlar ise tam tersi bir etki yaparak, miRNA
miktarini artirirken hedef mRNA’y1 ve bundan kodlanan proteini azaltir (Biggar vd.
2014). Translokasyonlarin etkisi ise yer degistiren DNA parcasinin yerlesme yerine

gore ekspresyonu artirici ve ya azaltici yonde olabilir (Chiarle et al., 2011).

2.2. MikroRNA’lar ve Kanser

2.2.1. Akciger Kanserinde MikroRNA’lar

Akciger kanseri tiim diinyada kanserlerden kaynaklanan 6liimlerin baslica sebebi
olup, kii¢iik hiicreli akciger kanseri ve kiiciik hiicreli dis1 akciger kanseri olarak ikiye
ayrilir. Kiigiik hiicreli disi akciger kanseri tiim akciger kanserlerinin %80'ini
olusturmaktadir. Teknolojinin gelismesi ile radyoterapi ve kemoterapideki
uygulamalar gelisse de ancak akciger kanserinin sag kalim orani azalmamustir (Jemal

et al., 2009).

miRNA'lar cesitli kanser tiirlerinde onkojenik 6zelliklere sahip olduklarindan
onkomir olarak adlandirilmaktadir. miR-17, miR-18a, miR-19a, miR20a, miR-92-1
gibi miRNA kodlayan miR 17-92 ailesinin ifade diizeyi, kiigiik hiicreli akciger kanseri

ve insan B hiicre lenfomasinda artmistir (O’Donnell et al., 2005).

Bununla beraber normal akciger dokusunda yiiksek seviyelerde bulunana Let-7
ailesine ait miRNA’lar, akciger kanserinde azalmis ekspresyonunun gostermistir.
(Takamizawa et al., 2004). Let-7 ailesinin, delesyona ugrayan kromozomal bir bolgede
bulunmasi ve gen ifadesinin azalmasinin, bu aile liyelerinin tiimor baskilayici oldugunu
ongoriilmiistiir (Calin and Croce, 2006). CDK6, cyclin D2 ve K-RAS, c-MYC

onkojenlerinin baskilanmasi Let-7 ailesi tarafindan miimkiindiir(Liu et al., 2011).

2011 yilinda yayimlanan bir ¢alismada, kii¢iik hiicreli dis1 akciger kanseri hiicre

hatlarinda miR-192 ekspresyon artisinin retinoblastomal (RB1) mRNA'sin1



hedefledigini ve inhibe ettigi ortaya ¢ikarilmistir. Tiimor baskilayacak bir etkiye sahip
oldugunu ve hiicre ¢ogalmasini baskiladigini bildirmislerdir (Feng et al., 2011). Kiiciik
hiicreli dis1 akciger kanserinin, normal akciger dokusu ile karsilastirilmasi, hiicrelerin
farkli hsa-miR-125a-3p ve hsa-miR-125a-5p ifade diizeyinde farkliliklar gériilmiistiir.
Jiang ve arkadaslar1 hsa-miR-125a-3p ve hsa-miR-125a-5p miRNA'larin A549 hiicre

hatlarinda hiicre invazyonu baskilayict oldugu bildirilmistir (Jiang et al., 2010).

Baska bir calismada hasta olmayan bireyler ile kanser hastalarinin balgam
ornekleri karsilastirildiginda, miR-21 ekspresyonunun asir1 eksprese oldugunu
gostermislerdir (Xie et al., 2010). Wang ve arkadaslar1 balgamda artmig miR-21
ekspresyonunun hassas duyarliliga sahip ayrica yiiksek 06zgiilliikle oldugunu, akciger
kanserinde bir potansiyel biyobelirte¢ olarak bildirmislerdir (Wang et al., 2012). Bir
baska calismada tiimor dokularinda, balgamda ve kontrol olarak normal dokularda
yapilan karsilastirmanin sonucunda miR-21, miR-486, miR-375 ve miR-200b'nin
ylksek ekspresyonun gostermistir (Yu et al., 2010). Buna ek olarak, Xing ve
arkadaglar1 da akciger kanserinin tanisinda balgamda miR-205, miR-210 ve miR-708
ekspresyonu gozlenmistir (Xing et al., 2010). Baska bir caligmada tan1 biyobelirtecleri
olarak miR-574-5p ve miR-1254 miRNA’lar1 tavsiye edilmistir.(Foss et al., 2011)

Akciger kanseri tan1 ve tedavisi i¢in onkomirlerin ve tiimor baskilayic
miRNA'larin ekspresyon seviyelerinin belirlenmesiyle, akciger kanseri sag kalim

oranlarmin artacagi diistiniilmektedir.

2.2.2. Meme Kanserinde MikroRNA’lar

Molekiiler yapi, mutasyon tipi, metastaz 6zelligi, prognoz ve tedaviye cevap
acisindan karisik ve heterojen bir hastalik olan meme kanseri, 6strojen reseptorii (ER),
progestron reseptorii (PR), insan epidermal biiylime faktorii reseptorii 2 (HER2)
proteinlerine ait molekiiler belirte¢lerinin ekspresyon seviyelerine gore alt tiplere
ayrilmaktadir (Reddy, 2011). Ancak bu belirtecler heterojeniteyi aciklamaya yetersiz

kalmaktadir. Son yillarda molekiiler teknolojik yontemlerin uygulanmasi ile meme



tiimorlerinin siniflandirilmast gen ekspresyon profiline gore yapilmaktadir (Anders et

al., 2013).

Liu ve arkadaglar1 tarafindan meme kanseri olan insan ve farelerde mikrogip
teknolojisi ile 2004 yilinda yapilan ¢aligmada, miRNA gen ekspresyonlarint normal
doku ekspresyonu ile karsilastirdiklarinda anormal miRNA ekspresyon seviyelerinin
varhigim gosterilmistir (C.-G. Liu et al., 2004). Calin ve arkadaglar1 ayni yilda her
dokunun kendine spesifik bir mikroRNA ekspresyonu oldugunu bildirmislerdir (G. A.
Calin et al., 2004). Buna karsilik Jiang ve ark. ise 32 kanser hiicre hattindaki 222
miRNAlar1 incelemis ve meme ile prostat kanser hiicre hatlarinin birlikte kiimelenme
egilimi gosterdigi, farkli dokularda benzer miRNA ekspresyon profilinin oldugunu
bildirmistir (TD et al., 2007). Shen ve ark. genetik varyasyonlar i¢in ailesinde de meme
kanseri hastalig1 bulunan 42 hastanin DNA 6rnegini incelemis ve 17 miRNA geninin
meme tiimor dokusunda ekspreyon seviyelerini gostererek BRCA1/2, ATM, PTEN, ve
CHEK2 gibi meme kanserindeki 6nemli genleri diizenledigini bildirmislerdir (Shen et

al., 2009).

Shenouda ve ark. timor siipresor miRNA ’larin, onkogenleri baskiladigini, insan
meme kanserinde ErbB2 asir1 ekspresyon oranmin yaklasik %20 oldugunu
bildirmislerdir (Shenouda ve Alahari, 2009). SKBR3 hiicrelerindeki miR125a ve
miR125b asir1 ekspresyonu ErbB2’yi hedef alarak, ErbB2 protein seviyesini yaklagik
%40 oraninda azaltmistir (Z. Yu et al., 2010).

Normal insan meme epitel hiicre ¢izgisi MCF10A kiyasla miR-145 insan kanser
hiicre hatt1t MCF-7 downregiile oldugunu gosterir. Plazmid tarafindan miR-145 nin
asir1 ekspresyonu, MCF-7 hiicre biiylimesini inhibe eder ve apoptoza neden olur. Meme
kanserinde Zhu ve arkadaslar1 serum i¢ginde miR-16, miR-145, miR-155 seviyeleri
arasindaki iliskiyi ve kanser riskini anlayabilmek i¢in arastirmis ve miR-155
seviyelerinin progestron reseptdrlerinin durumu ile ilgili oldugunu bulmuslardir (Zhu
et al.,, 2009). Chen ve arkadaglarinin yaptigi bu calismada doku oOrneklerinde
ekspresyonu artmis olan miR-145 saglikli kontrolleri ile karsilastirilan plazma

orneklerinde ifade diizeylerinin azaldigmmi bildirilmistir. Ancak doku ve plazma



orneklerinin stabil olmadigini rapor etmislerdir (Ng et al., 2013). Bunun aksine Mar-

Aquilar ve arkadaglarinin yaptigir calismada miR-145 seviyesinin up-regiile oldugu

bildirilmistir(Mar-Aguilar et al., 2013).

2.2.3. Prostat Kanserinde MikroRNA’lar

Prostat kanseri (PCa), diinyadaki erkeklerde ikinci sirada goriilen kanserdir ve
kanser oliimlerinin besinci 6nde gelen sebebidir (Hellerstedt ve Pienta, 2002). Bununla
birlikte, PC’nin yaklasik {icte biri agresif olup, viicudun diger bolgelerinde metastaz

egilimindedir.

Yaklasik 10 y1l 6nce ilk miRNA gen ekspresyonu profilleme ¢aligsmalari, prostat
karsinomast da dahil olmak {izere klintk kanser numuneleri {izerinde
gerceklestirilmistir (Volinia et al.,, 2006). Bu miRNA’lar kendi hedeflerine
baglandiginda; miRNA ekspresyonunun kiimeleme analizinin, farkli doku tiplerini
acikca birbirinden ayirdigi ve ¢ok sayida insan kanserinde siklikla ekspresyonu azalmis
birka¢ miRNA'nin tanimlandig1 desteklenmistir (Fu et al., 2010). Bu 6ncii ¢caligmalar
kanser arastirmasi i¢in miRNA profillemesinin potansiyelini vurgulamaktadir ve
miRNA'larin doku ve tiimor spesifik molekiiler siniflandirmasi igin mRNA'lardan daha
1yl olabilecegini onermektedir (Bonci et al., 2008). Baslangigtaki yiiksek verimli
miRNA ifade ¢alismalari, kotii huylu olmayan prostat dokusu ile PCa arasindaki
farklar1 saptamaya ¢alismistir (Giraldez et al., 2006). Bir¢ok calisma ayrica, farkli doku
ornekleri setleri veya farkli nicel tekniklerle ilgili ek analizler yapilarak kesfi

dogrulamistir (Cimmino et al., 2005).

Let-7a, miR-106a ve miR-106b, miR-130b, dahil olmak {izere c¢esitli doku
kaynaklar1 ve analiz platformlarinda, kanserli olmayan dokuyla karsilastirildiginda,
MiR-18, miR-183, miR-200 ailesi, miR-21, miR-25, miR-32, miR-375, miR-141, miR-
148a PCa'da ekspresyonun onemli Ol¢lide fazla sentezlendigi yaygin olarak
bildirilmistir (Mitchell et al., 2008). Buna karsin, miR-143/145 ailesinin
ekspresyonlarinin azaldig: bildirilmistir (Mahn et al., 2011). MiRNA regiilasyonunun

bazi mekanizmalar1 PCa biyolojisinde nispeten iyi kurulmusken, birka¢ miRNA PCa
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gelisiminde ve ilerlemesinde rutin olarak etkilenmistir. PCa aragtirma teknolojisi
gelistikge, hem miRNA ifade ve islevinin anlasilmasi, hem de yeni miRNA kesifleri

i¢in 151k tutacag diisiiniilmektedir.

2.3. Kanser Metastazinda MikroRNA’lar

2.3.1. Hipoksi ile indiiklenen kanser metastazi

Hipoksi (%1 O, %5 CO, ve %94 N,), mikro RNA'lar (miRNA'lar) da dahil
olmak iizere hedef genlerin ekspresyonunu yonlendiren hipoksi uyarilabilir faktor
(HIF) transkripsiyon faktoriiniin stabilize edilmesine yol agar. MikroRNA'larin,
tiimorojenez ile ilgili bir¢ok geni diizenledigi bilinmektedir. Hipoksi ile diizenlenen
miRNA'lar (HRM'ler) bir¢ok kanser tipinde tanimlanmistir. MiR-210 su anda en
saglam HRM olarak kabul edilmekte ve bobrek ve bas boyun kanserleri de dahil olmak
tizere ¢esitli farklh timor tipleri boyunca HIF aktivasyonu sonucunda ekspresyonlari

artmaktadir (Camps et al., 2008).

Cesitli kanser tiirlerinde mikroRNA'lardaki degisikliklerin, onkogen sinyali,
parakrin faktorler ve pH degisiklikleri dahil olmak iizere bir¢ok faktoriin etkisinden
kaynaklanildig: diisiiniilmektedir. Hipoksi, canlilik ve ¢ogalma gibi biyolojik olaylarda
gorev alan miRNA'larin harekete gecirilmesi i¢in belirgin bir etkiye sahip olabilir
(Ivanovic, 2009). Meme kanserinde miRNA metastazda rol oynadiklarini ortaya atan
bir ¢cok calismada hipoksi sartlarinda ¢alismalarini gergeklestirmistir. Kulshreshtha ve
arkadaglar1 hipoksik bir ortamda indiiklenen bir grup mikroRNA'y1 tanimlamistir.
Burada, iyi bir tlimor mikro ¢evre faktorii olan hipoksi ile mikroRNA ifadesi arasinda
islevsel bir baglant1 gosterilmistir (Kulshreshtha et al., 2007). Mikroarray temelli
ekspresyon profilleri, diisiik oksijene tepki olarak spesifik bir mikro RNA
spektrumunun (miR-23, -24, -26, -27, -103, -107, -181, -210 ve -213 dahil)
indiiklendigini ortaya c¢ikarmistir. Camps ve arkadaslar1 ise hsa-miR-210 asir1
ekspresyonunun bir HIF-1 alpha ve VHL'ye bagh sekilde hipoksi ile indiiklendigini ve
meme kanseri orneklerinde ekspresyon diizeylerinin bagimsiz bir prognostik faktor

oldugunu gostermistir (Camps et al., 2008). Hiicre kiiltiirii i¢in hipoksik bir ortam
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yaratabilen ve siirdiirebilen giivenilir bir deney cihazi gerekmektedir. Boyle bir amag
i¢in varolan birka¢ model bulunmaktadir. Bunlardan biri, %1 O,,% 5 CO, ve % 94 N,
igeren diisiik O, gazi ile doldurulabilen modiiler inkiibator odasidir (R. Wang, Jin, and
Zhong, 2014). Bir baska hipoksi modeli, yiiksek basingli s1vi azot tanki ile saglanan N,
infiizyonu ile O,'yi yer degistirerek bir hiicre kiiltiirii inkiibasyon makinesidir (Post and
Van Meir, 2003). Ugiinciisii, sicaklik ve bagil nemin yan1 sira O, ve CO,'nin kesin
kontrolii sunabilen hipoksi ¢alisma istasyonu adi verilen cihazlardir (Orn: In vivo2

Hypoxia Work Station (Ruskin Technologies)) (Esteban and Maxwell, 2005).

2.3.2. Serum yoksunlugunda kanser metastazi

Hiicre kiiltiirlerinin biiylimesi i¢in seruma ihtiya¢ vardir. Serum, ilgilenilen
hiicrelerin hayatta kalmasi ve proliferasyonuyla ilgili sinyal yollarinin aktivasyonuna
katkida bulunan c¢esitli biliyiime faktorleri ve sitokinlerini igerir. Serumun kiiltiir
ortamindan uzaklastirilmasi, hiicre kiiltiirii izerinde biyolojik bir degisimi baslatir.
Hiicrelerin uzun siire boyunca serumsuz kalmasi hiicre dongiisiiniin durmasina hatta

hiicre 6liimiine sebebiyet verir (Higuchi et al., 2006).

Charles ve arkadaslarimin 2005 yilinda yaymladigi c¢alismada, serum
yoksunlugunda RGC-5 hiicrelerinin  mitokondriyal membran potansiyelinin
bozulmasina neden oldugu bildirilmistir (Charles et al., 2005). Serum yoksunlugunun,
HEK?293 (insan embriyonik bobrek hiicresi) hiicrelerinin hiicre 6liimiine neden oldugu
ve RelA iceren NF-kB'nin aktivasyonunun eslik ettigi bilinmektedir (Higuchi et al.,
2006). Bu sonuglara benzer sekilde, foto-reseptor hiicrelerinin foto-oksidatif kaynakli
hasarinda NF-kB baglanma aktivitesinin diisiiriilmesinin apoptoz ile iliskili oldugu
gosterilmistir (Grimm, Bauer, Baeuerle, & Schulze-Osthoff, 1996). Bununla birlikte,
serum deprivasyonuyla indiiklenen apoptozda miRNA'min rolii hakkinda hala sinirh
bilgi bulunmaktadir. Bir¢ok rapor, miR-145"in, serum agligi veya antikanser ilaglari
gibi strese tepki olarak transkripsiyonel olarak p53 tarafindan indiiklenebilecegini 6ne

siirmektedir (Sachdeva and Mo, 2010b; Spizzo et al., 2010).
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3. META ANALIZ YAKLASIMI

Biyobelirtecler, hiicrenin normal ve patolojik islerini degerlendirebilen, viicut
stvilarinda, dokularda ve biitiin organlarda 6l¢iilebilir miktarda bulunan, ayn1 zamanda
tedaviye yanit olarak miktarinda degisiklik gosteren molekiillerdir (Aerts et al., 2005).
Hastalik patogenezinin daha iyi anlasilmasi, etki degerlendirmesinin daha kesin
olmasimin saglanmasi, doz-cevap iliskisini belirlenmesi, hastalik olgusunun en erken
asamasini belirleme sansim1  vermesi agisindan biyobelirteclerin - belirlenmesi
amaclanmistir. Erken cevap belirtegleri hastaliklarinin var olup olmadigini belirlemeye
yonelik bir tarama arac1 olma umudunu artirmaktadir (Tomatis et al., 1989). Onceden
yapilmis olan c¢alismalarin sonuglarinin meta-analiz yaklagimi ile incelenmesi, ortak
verilerin tespit edilmesi, dogrulugunun saglanmasi arastirilan kanser tiirlerinde
biyobelirteglerin belirme yolunda bize yarar saglamaktadir (Vdsa et al., 2013). Meta-
analiz yontemleri farkli kanser tiplerinde ve gesitli hastaliklarda her gegen giin daha

fazla kullanilmaktadir.

Meta-analiz, bagimsiz ¢alismalardan elde edilen verilerden istatistiksel olarak
gliclii bir 6zet saglamaktadir. Farkli aragtirmacilar tarafindan ayni konuda yapilan
deneysel caligmalarin sonuglarinin  birlestirilerek yorumlanmasi i¢in modern
istatistiksel yontemler 20. yiizyil itibariyle uygulanmaya baslanmis ve zamanla bu
konuda yeni yontemler gelistirilerek hizli bir sekilde yayin sayis1 artmistir. 11k olarak
1976’da Glass bu ¢esit aragtirmalara “Meta-analiz” adini1 vermistir (Glass, 1976). Peto
ve arkadaglar1 1980’lerde Oxford’da yaptiklar1 ¢alismalar sonucunda meta-analiz
yontemleri gelismeye baslamistir. Hedges ve Olkin 1985°te, Petitti 1994°te, meta-
analizinin istatistiksel yoOntemlerini, Greenland ise 1987’de deneysel olmayan
caligmalarin meta-analizi i¢in istatistiksel yoOntemleri detayli bir sekilde
tanimlamislardir (Abramson and Abramson, 2009). Bu tanimlara gére ve Lipsey ve
Wilson’un 2000 yilinda belirttigi gibi, meta-analiz, belirli bir konuda yapilmis,
birbirinden bagimsiz, birden ¢ok calismanin sonuglarini birlestirme ve elde edilen
arastirma bulgulariin istatistiksel analizini yapma ve bunlar1 yeniden yorumlama

yontemidir (Lipsey and Wilson, 2001).
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4. REAL TiME PCR

4.1. RT-PCR ile miRNA’larin belirlenmesi

Son yillarda bitkilerde ve hayvanlarda miRNA ¢alismalar1 her gecen giin artarak
devam etmektedir. miRNA belirlemeye yonelik bircok metot gelistirilmistir.
Bunlardan en yaygin olanlar1 Northern Blotting (Varallyay et al., 2008), In situ
Hibridizasyon (Song et al., 2010), Yeni Nesil Dizileme (Next Generation Sequencing,
NGS)(Eminaga et al., 2013) ve Mikroarray analizleri(C.-G. Liu , 2008)’dir. miRNA
Katitatif stem loop RT-PCR (high throughput stem-loop qRT-PCR) ekspresyon
profilerinin yiiksek kapasite ile belirlenmektedir. Chen ve arkadaslar tarafindan 2005
yilinda gelistirilen bu yontemde, miRNA nicel belirleme yonteminde 6nce miRNA bir
“stem-loop” primeri ile reverse transkripsiyona (RT) ugratilip daha sonra elde edilen
cDNA’nin kalip DNA olarak kullanildigit TagMan PCR analizi uygulanmaktadir.
Geleneksel oligo-dt RT tepkimesine gore ¢cok daha 6zgiil cDNA’larin elde edilmesi ile
genomik DNA kontaminasyonu da engellenmektedir (C. Chen et al., 2005). Bununla
birlikte, giinlimiizde ters transkripsiyon (RT)-PCR tabanl tahliller, gen 6rnekleme
kaliplarin1 karakterize etmek veya dogrulamak ve farkli numune popiilasyonlarinda
miRNA diizeylerini karsilastirmak i¢in en yaygin yontemlerdir (Peltier and Latham,

2008).

Stem-loop qRT-PCR ile ayni zamanda diger kii¢iik RNA tiirleri i¢in de uygundur.
siRNA gibi diger kiicliik kodlanmayan RNA’larin miktarlar1 da belirlenebilmektedir.
siRNA ve miRNA arasindaki 6nemli bir fark, siRNA mRNA ile tam dizi eslesmesi
yapmaya gerek duyarken, miRNA’lar ile birebir eslesmezler (Bartel, 2004). Stem-loop
RT primerleri kullanmanin ¢esitli avantajlar1 vardir. ilk olarak, miRNA'nin 3' ucuna
kisa bir RT astar sekans1 baglanmasiyla, benzer miRNA'larin ayrilmasi i¢in daha iyi
bir spesifiteye sahiptir. ikincisi, ¢ift sarmall1 kok yapist miRNA 6nciileri ve diger uzun

RNA'larin RT astar ile hibridizasyonu engeller.

Diger metotlarin aksine stem-loop qRT-PCR, yiiksek hassasiyet gostermesi,

sayisal olarak Ol¢lim olanagi saglamasi yoniinden 6n plandadir. Bu ydntem ayni
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zamanda doku ve ¢esitli hastaliklara 6zgiil, hizli ve duyarli miRNA ekspresyon
kaliplarinin belirlenmesine de olanak vermektedir. RT- PCR ydntemi, olgun miRNA
tespiti, tek baz farkliliklari ile tahlil 6zgiilliigli, toplam RNA miktarina kars1 duyarlilik
gostererek  birgok avantaji  saglamaktadir. Ekspresyon degisimleri gdsteren
miRNA’larin belirlenmesi ile biyobelirte¢ 6zelligine sahip olup olmadiklar1 arastirilir

ve bu 6zellige bagli olarak iliskili hastaligin tanisinda kullanilmas1 miimkiindiir.

4.2. Taqman Prob Prensibi

Kantitatif Real Time PCR, TagMan® miRNA Assay’leri kullanilan bir cDNA
sentez adimi gerektirir. {lk adimda, ters transkripsiyon (RT) adiminda, cDNA,
TagMan® microRNA Assay'den kiigiik RNA'ya 6zgii stem-loop dongiisii RT primeri
ve TagMan® MicroRNA Reverse Transcription Kit'teki reaktifler kullanilarak toplam
RNA o6rneklerinden ters transkripsiyonu gergeklestirilir. ikinci adimda PCR adiminda
PCR iiriinleri, TagMan® Universal PCR Master Mix II ile birlikte TagMan® Small
RNA Assay kullanilarak cDNA o6rneklerinden amplifiye edilir (Afonina et al., 1997;
Kutyavin et al., 1997). TagMan® MGB problari sunlar1 igermektedir:

<> Probun 5’ ucuna bagli bir raportér boya (FAM boyasi)
<> Probun 3' ucunda minér bir baglayic1 (MGB)
<> Probun 3' ucunda bir floresan sondiiriici (NFQ)
Forward N
Primer
N e— <P> >
3/ — 51
5 3

=5
@ 0 Primer
@

Sekil 4.1 Polimerizasyon basamag
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5'niikleaz siireci, PCR amplifikasyonu sirasinda, her devirde gerceklesir ve iiriin
birikimine miidahale etmez. PCR sirasinda, TagMan® MGB probu, 6zellikle ileri ve
geri primer alanlar1 arasindaki tamamlayici bir diziye baglanir. Prob saglam bir sekilde
baglandig1 zaman, raportdr boyasinin sondiiriicii boya yakinligi ile, Forster tipi enerji
transferi tarafindan raportdr floresaninin bastirilmasina neden olur (Forster et al., 1939)

(Sekil 4.2).

Forward
. Primer @
3 5
5 3
5I
Reverse
Primer

Sekil 4.2 Probun baglanmasi

DNA polimeraz sadece hedefe hibridize olan problar parcalamaktadir.
Pargalanma, raportér boya ve sOndiiriicii boyay1 ayirir; raportér boya tarafindan

floresansin artisi ile sonuclanir.

Forward
Primer
' ®-
3 5’
5 3’
-® s
\v/ Revgrse
(NFQ) .. 4 Primer
D e

Sekil 4.3 Hibridizasyon basamagi
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Yalnizca hedef sekans, prob i¢in tamamlayici olursa floresans sinyalindeki artis
gerceklesir ve PCR sirasinda amplifiye edilir. Bu gereklilikler nedeniyle, spesifik

olmayan amplifikasyon tespit edilmemektedir.

Forward

Primer
5' e >
Ky 5
5 3

_5,

. ‘-‘, / Reverse
v = ¢ To\ Primer
. , *\
’
(5

Sekil 4.4 Amplifikasyon basamagi

Sekil 4.4°de goriildigii gibi ipligin polimerizasyonu devam eder, fakat probun 3
'ucu bloke edildiginden, PCR sirasinda probun uzamasi olmaz (Applied Biosystems,

2005; Jung et al., 2013).
4.3. 278CT A nalizi

Her Real Time PCR ¢alismasi sonunda kantitatif analizlerin yapilmasi i¢in olusan
¢ift zincirli iirtin miktar1 Olgiilmektedir (Dvinge and Bertone, 2009). Amplifikasyon
asamasinda floresan 1s1nin esik degerinin asildig1 anki dongii sayis1 yani saptanan esik
dongii degeri (threshold cycle=Ct) olarak adlandirilmaktadir. Verilen Ct degeri
ornekteki ilk anlamli artisin bulundugu dongiiyii gosterir ve bu Ct degeri deney

analizinin hesaplanmalarinda kullanilir.

Analiz kisaca, referans Orneklere ait olan Ct degerleri ile, hedef 6rneginin Ct
degeri karsilagtirilarak yapilmaktadir. Bu nedenle, qPCR data analizlerinde standart

olarak tanimlanan referans yani kontrol 6rneklerine ihtiya¢ duyulur. Real Time PCR
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yonteminde normalizasyon amaci ile deneysel uygulamalar sonucu ifade diizeyinin en
az veya belirgin bir sekilde degismedigi bilinen bir referans gene ihtiya¢c duyulur
(Bustin, 2002). RT-qPCR deneylerinde, referans genler, sablon olarak kullanilan
cDNA miktarlarindaki farkliliklarin diizeltilmesi yoluyla verileri normallestirmek i¢in
kontroller olarak kullanilir (Gutierrez et al., 2008; Huggett et al., 2005; Vandesompele
et al., 2002). Dolayistyla, miikemmel bir referans geni, c¢esitli deneysel kosullardan
veya zaman noktalarindan 6rnekler arasinda ekspresyonda degisiklikler gostermeyen
gendir. GADPH, ACTB veya rRNA gibi ¢esitli genler referans genleri olarak siklikla
kullanilir. Bununla birlikte, bir takim ¢alismalar, bu genlerin ekspresyonunun dokular
arasinda veya tedaviler arasinda énemli Ol¢lide farklilagtirabildigini ve bu da onlar1
referans gen olarak uygunsuz hale getirebilecegini gostermistir. Bu nedenle, referans

genler deneysel verilere dayanarak dikkatle se¢ilmelidir.

Ct Degeri

Ornek

Negatif Kontrol

Fliioresans 1s1ma

Dongii Sayisi

Sekil 4.5 Real Time PCR amplifikasyonu sirasinda floresan is1ma grafigi

Real Time PCR gerg¢eklestirirken, drnekteki hedef sekansin veya genin miktari
belirlenmektedir. PCR reaksiyonu sirasinda amplifikasyon gerceklesirken floresan
151mast ile sinyal birikimi ilerlemesi goriilmektedir. Ancak sinyalinden anlamli bilgiler
toplamak i¢cin g6z ardi edilmesi gereken c¢ok sayida arka plan fliioresan1 da
bulunmaktadir. PCR yapmadan 6nce bir esik seviyesi belirlenir. Bu, grafikte arka plan

fliioresansinin iistiinde bir seviyeyi temsil eden bir ¢izgidir; ancak, bunun da iistel fazin
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baslangicinda bir yerde reaksiyon egrisini kesmesi gerekir (Sekil 4.5). Tepki egrisinin
esik cizgisiyle kesistigi nokta Ct veya "esik dongiisii" seklindedir. Bu nokta,
orneklerinizden gercek bir sinyali algilamak icin gecen dongii sayisini gosterir.

Herhangi bir Real Time PCR caligmasinda, her 6rnek bir Ct degerine sahiptir.

Ct degerleri o6rneklerdeki niikleik asit miktarinin tersidir yani ornekteki kopya
sayistyla iligkilendirilir. Diisiik Ct degerleri, hedeflenen niikleik asidin yiiksek
miktarlarin1 gosterirken, daha yiiksek Ct degerleri , hedef niikleik asidin daha diisiik
(ve hatta c¢ok az) miktarlarin1 ifade etmektedir. Genellikle, 29 sikliisiin
altindaki Ct degerleri, bol miktarda niikleik asitler gdsterir. Ote yandan 38 siklusun
tizerindeki Ct degerleri, asgari miktarlar1 ve muhtemelen bir enfeksiyonu veya cevre
kirliligini gosterir. Dongiinlin  listel faz1 basindaki floresan miktarin1 okumak,
reaksiyonun  bitis  noktasindaki  floresan = miktari1 =~ okumaktan  daha
dogrudur. Reaksiyonun son noktasina ulasildiginda, birikmis inhibitorler, PCR
enstriiman sisteminiz, her dongii i¢in floresan verilerini (genellikle ¢ift sarmall1 bir
DNA baglama boyasindan veya bir boya etiketli sonradan) toplamaktadir. Yaklasik 15
dongiiye ulasildiktan sonra, arka plan fliioresan seviyesi sifir dongiisii noktasindan
baslayarak diiz bir ¢izgi olarak goriinmektedir. Esik seviyesi, bunun hemen {istiindedir,
ornekler  de dongiintin ~ {istel faza  gegmeye  basladigi  noktada

goriinmektedir. Glinlimiizdeki bilgisayar programlari bu noktay1 hesaplayabilmektedir.

Kullanilan yazilimlar ayrica 6rneklerin Ct degerlerini hesaplamakta ve ¢izelgeler
sunmaktadir. Burada yapilan hesaplama manuel olarak da yapilabilmektedir. Hiicre
kiiltiiriinden veya doku Kkiiltiirlinden izole edilen RNA miktarinda ve RNA’dan
sentezlenen ¢cDNA miktarindaki baglangi¢ farkliliklari, deneysel hatalar1 normalize
etmek i¢in ilgilenilen genin ifade diizeyi, referans genin yani housekeeping genin ifade
diizeyine oranlanir (Wong and Medrano, 2005). miRNA datalarinda normalizasyonu

224 analiz istatistik yontemi yaygin bir sekilde

i¢in karsilastirmali Ct yontemi olan
kullanilmaktadir (Livak and Schmittgen, 2001). AACt, referans genlerinin degerleri
ile Ornek degerleri arasindaki farki Ol¢er. Bu yontem, referans ve hedef
numunelerinizin amplifikasyon (PCR) etkinliklerinin ayni oldugunu g6z oniinde

bulundurarak bir ana varsayim yapmaktadir.
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S. MATERYAL VE METOT

5.1. Materyal

Asagidaki hiicre hatlar, kiiltiir ortamlari, primerler, kitler ve cihazlar ¢calisma

materyali olarak se¢ildi ve kullanildi.

5.1.1. Kullanilan Hiicre Hatlan

MCF-7, MDA-MB-231, MDA-MB-453, MCF-10A, PC-3, LN-CAP, DU-145 ve
MRC-5 hiicre hatlar1t EGE Universitesi Biyomiihendislik Boliimii, Biyoterdpatikler &
Biyodiagnostikler Laboratuvarindan, RWPE-1 hiicre hatt1 ve A-549 hiicre hatt1 Ege
Universitesi, Biyomiihendislik Boliimii, Kanser Arastirmalari1 ve Immun Sistem

Miihendisligi Laboratuvarindan temin edilmistir.

5.1.2. Kimyasallar

<> RPMI 1640 (Merck F1215, 500mL)

<> Leibovitz's L-15 Medium (Sigma L5520, 500mL)

<> DMEM/F12 (Sigma, D6421)

<> DMEM (Sigma D5546, 500mL)

<> EMEM (Sigma M4655, 500mL)

<> Keratinocyte-SFM (1X) (Gibco 10725-018)

<> Bovine Pituitary Extract (BPE) (Gibco 13028-014, 25 mg)

<> EGF, Human Recombinant (Gibco 10450-013, 2,5 ng)

<> Fetal Bovine Serum (FBS, Biochrom S0115) 56°C’de 30 dakika serum

inaktivasyonu yapildiktan sonra 50 mL’lik falkonlara alikotland1 ve -20°C’de saklandh.
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<> Gentamicin (Merck, A2712)

<> Trypsin-EDTA (Sigma, T6689)

<> Horse serum (Biochrom, S9135)

<> L-glutamine (Sigma, G7513)

<> PBS (Merck, L1825)

<> DMSO (Sigma, D2650)

<> Pen/Strep (Biochrom, S9135)

<> EGF (Sigma, E9644, 2 mg) Ana stok steril ddH,O ile hazirlandi.

Konsantrasyonu 100 pg/ml olacak sekilde alikotlandi, -20°C’de depolandi.

<> Hydrocortisone: (Sigma No. H-0888, 1g) Stok soliisyonu 200-proof

etanol ile 1 mg/ml olacak sekilde hazirland1 ve alikotlanarak -20°C’de depolandi.

<> Cholera toxin: (Sigma, C-8052, 2mg) Stok steril ddH,O ile hazirland1

ve konsantrasyonu 1 mg/ml olacak sekilde alikotland1, +4°C’de depolandi.

<> Insulin (Sigma 1-1882, 100mg) %1 glasial asetik asit iceren steril ddH,O
ile konsantrasyonu 10 mg/ml olacak sekilde stok soliisyonu hazirlandi. Hazirlanan

sollisyon karistirildi, 10-15 dakika bekletildi, alikotlandi, -20°C’de depolandi.

<> Trizol (Invitrogen™ Ambion™ TRIzol™ Reagent, 15596018)
<> Izopropil alkol (ALDRICH, W292907)

<> Etanol, (200 proof, molecular biology, Sigma Aldrich, E7023)
<> Kloroform (Merck, 102445)

<> RNAse, DNAse free water (Biological Industries, 018661A)

5.1.3. Kitler ve primerler

Total RNA izolasyonundan elde edilen RNA 6rneklerinden cDNA sentezi i¢in
TagMan® MicroRNA Reverse Transcription Kit (Applied Biosystems, 4366596)
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kullanildi. Real-Time PCR i¢in kit LightCycler® TagMan® Master Mix (Roche
Molecular Biochemicals, 04735536001) kullanildi. Meta analiz sonras1 belirlenen hsa-
miR-145* i¢in, TagMan® MicroRNA Assay hsa-miR-145-3p (Applied Biosystems,
4427975, Assay ID 002149), kontrol primeri olarak RNU6B (Kiigiik niikleolar RNA)
(Applied Biosystems, 4427975, Assay ID 001093) temin edildi.

5.1.4.

X/
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L X4

X/
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Cihazlar ve laboratuvar gerecleri

COy’li inkiibator (Thermoscientfic Forma Steri- Cycle, 371, ABD)
Sogutmal1 Inkiibator (Sanyo Incubator MIR-154, Japonya)
Santrifiij (Eppendorf Centrifuge 5810R, Almanya)

Mini santrifiij (Eppendorf MiniSpin 22331, Almanya)

Sicak su banyosu (Memmert WNB14, Almanya)

Laminar akigh kabin (Heraeus HER Asafe HS 12 Class 2, Almanya)
PCR cihazi (Thermo Electron Co. HBPX2220, ABD)

Real Time PCR cihaz1 (Roche LightCycler 1.5, ABD)

NanoDrop cihazi (Thermo Scientific, ND-1000, ABD)

Isik mikroskobu (Olympus CX31, Japonya)

Ters Faz Mikroskop (Zeiss Axio Vert A.1, Almanya)

Hipoksi Chamber (Stem cell Technolgies L chamber, 27310)
Vorteks karistirict (Heidolph Reax Top)

Buzdolabi (+4 °C, INDESIT RG 2410 TR ECO)

Buzdolabi (-20°C, BEKO BK 7102 DF)
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Buzdolab1 (-80°C, Thermo Scientific Forma 88400V, ABD)

Azot tanki (Thermo Scientific Cryo Tank Locator Jr 8237, ABD)
Karigim tiipii (%1 Os, %5 CO3, %94 N,, Glines Sanayi Gazlar, Tiirkiye)
Neubauer lam1 (Superior)

Hiicre kiltiirii flaski (filtreli 25cm?, SPL 70025), (filtresiz 75c¢cm?, SPL

Hiicre kiiltiirii ¢ok g6zl plakalar (6 well plate, Corning® Costar® TC-

Treated Multiple Well Plates, Sigma CLS3516)

X/
L X4
X/
L X4
X/

L X4

X/
L X4

X/
L X4

X/
L X4

X/
L X4

X/

L X4

X/
L X4

Serolojik pipet ( 5 mL SPLife-91005, 10mL SPLife- 91010)

Mikropipet seti (1000, 200, 10ul)( Thermo Scientific, 4700860N)

Santrifiij tiipii S0OmL(SPLife-50050)

Santrifiij tiipii 15SmL(SPLife-50015)

Kriyo tiip 2mL (Greiner, 122278)

Pastor pipet (ISOLAB, 084.22.001)

Eppendorf tiipii 1.5mL (ISOLAB 078.03.022)

PCR tiipii

Kapiler tiip
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5.2. Metot

5.2.1. Meta-Analiz yaklasimi

5.2.1.1. Data setlerinin secimi

Meta analiz yonteminin uygulanmasi i¢in gerekli olan data setlerinin se¢imi dort
adimda gergeklestirildi. ilk adimda meme kanseri, akciger kanseri ve prostat kanseri
ile 1lgili miRNA c¢aligmalarinin mikroarray verileri Gene Express Omnibus

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/)  veri tabaninda taratildi. GEO veri tabaninda

anahtar kelime olarak “miRNA”, “microarray”, “breast cancer” terimleri birlikte

kullanilarak taratildi ve 213 miRNA mikroarray ¢alismasi bulundu.

Bu tarama sonuglarina ek olarak ‘‘homo sapiens’’, ‘‘non-cooding rna
profilling”’, “‘tissue’’ filtreleri birlikte uygulandiginda mikroarray c¢alismalariin

34’{iniin doku 6rnekleri ile miRNA ekspresyon profili ¢ikardigi goriildii.

2 (13

Ayni sekilde prostat kanseri i¢in “miRNA”, “microarray”, “prostate cancer”
terimleri ile birlikte taratilip, yukarida bahsedilen filtreler uygulandiginda 110
mikroarray caligmasinin 25’inin doku 6rneklerinde miRNA profili ¢ikardigi tespit
edildi. Akciger kanseri i¢in ise “miRNA”, “microarray”, “prostate cancer” terimleri
beraber taratildiginda 95 mikroarray calismasi, Tablo 1’de belirtilen filtereler

uygulandiginda 28’inin doku ornekleriyle ¢calisildigi goriildii.

Cizelge 5.1 Gene Express Omnibus veri tabanlarinda tarama sonuclari1 (Erisim Tarihi:

01.12.2015)
Gene Express Omnibus
Kanser tiiri MiRNA¥*, Homo sapiens**, Tissue**
Microarray* Non-cooding RNA Profilling**
Meme Kanseri* 213 85 34
Prostat Kanseri* 110 47 25
Akciger Kanseri* 95 46 28

*Taratilan Anahtar Kelimeler, ** Veri Tabaninda Uygulanan Filtreler
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2. adimda ise ii¢ kanser tiirii i¢in yapilmis olan mikroarray caligmalar1 Array

Express (http://www.ebi.ac.uk/arrayexpress/) veri tabanlarinda belirtilen anahtar

kelimeler kullanilarak taratildi. Array Express veri tabaninda yapilan taramalarda
meme kanseri i¢in “miRNA”, “microarray”, “breast cancer” terimleri ile 192 yayin
bulunmus, filtreler uygulandiginda 157’sinin data setlerine ulasildi. Prostat kanseri i¢in

data seti var olan 80 yayin var iken, akciger kanseri i¢in 99 data seti mevcuttur.

Cizelge 5.2 Array Express veri tabanlarinda tarama sonuclari (Erisim Tarihi: 01.12.2015)

Array Express

Kanser tiirii MiRNA¥*, Homo sapiens**, Data
Microarray* RNA Assay** Sets**
Meme Kanseri* 192 170 157
Prostat Kanseri* 90 86 80
Akciger Kanseri* 137 106 99

*Taratilan Anahtar Kelimeler, ** Veri Tabaninda Uygulanan Filtreler

3. Adimda bu caligmalar i¢inden i)Derleme olanlar i1)Organizma tiirii insan
olmayanlar iii)Kontrol grubu icermeyenler iv)Doku calismalar1 olmayan ¢aligsmalar
cikarildi. 4. adimda geriye kalan data setleri manuel olarak gézden gegirildi, her kanser

tiirti icin 2 data seti seg¢ildi.

5.2.1.2. Akciger kanseri icin secilen data setleri

Ohba ve Nagano tarafindan yapilan GSE19945 data setinde Agilent Human 0.6K
miRNA Microarray G4471A platformu kullanildi. Bu data setinde 8 normal doku, 46

tiimor doku 6rnegini igermektedir.

Bjaanaes ve ark. tarafindan yapilan GSE48414 data setinde Agilent-031181
Unrestricted Human miRNA V16.0 Microarray (miRBase release 16.0 miRNA ID
version) platformu kullanildi. Bu data setinde 20 normal doku, 154 tiimor doku

ornegini icermektedir.
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Cizelge 5.3 Akciger kanseri icin secilen data setleri ve ozellikleri

. s Normal Kanser
miRNA ID Platform Ismi doku doku
GSE19945  Agilent Human 0.6K miRNA Microarray G4471A 8 46

Agilent-031181
GSE48414  Unrestricted_ Human_miRNA_V16.0_Microarray 20 154
(miRBase release 16.0 miRNA ID version)

Toplam 28 200

5.2.1.3. Meme kanseri icin secilen data setleri

Lee ve arkadaslan tarafindan yapilan GSE45666 data setinde Agilent-021827
Human miRNA Microarray G4470C platformu kullanildi. Bu data setinde 15 normal

doku, 101 tiimor doku 6rnegini igermektedir.

Aure ve arkadaslar1 tarafindan yapilan GSE58210 data setinde Agilent-029297
Human miRNA Microarray v14 Rev.2 platformu kullanildi. Bu data setinde 6 normal

doku, 277 tiimor doku 6rnegini icermektedir.

Cizelge 5.4 Meme kanseri icin secilen data setler ve ozellikleri

miRNA 1D Platform ismi Normal
doku
Agilent-021827 Human miRNA Microarray
GSE45666 G4470C (Feature Number version) 15 101
Agilent-029297 Human miRNA Microarray v14
GSES8210 Rev.2 (miRNA ID version) 6 277
Toplam 21 378

5.2.1.4. Prostat Kanseri icin Secilen Data Setleri

Gandellini ve ark. tarafindan yapilan GSE76260 data setinde Illumina Human v2
MicroRNA expression beadchip platformu kullanildi. Bu data setinde 32 normal doku,

32 tiimor doku 6rnegini igermektedir.
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Taylor ve arkadaslari tarafindan yapilan GSE21036 data setinde Agilent-019118
Human miRNA Microarray 2.0 G4470B platformu kullanildi. Bu data setinde 28

normal doku, 113tiimoér doku 6rnegini igermektedir.

Cizelge 5.5 Prostat kanseri icin data setleri ve 6zellikleri

miRNA ID Platform ismi Normal doku Timor doku

Illumina Human v2 MicroRNA expression
GSE76260 32 32
beadchip

Agilent-019118 Human miRNA Microarray
GSE21036 28 113
2.0 G4470B (miRNA ID version)

Toplam 60 145

5.2.1.5. Veri kiimelerinin yeniden yapilandirilmasi

GEO ve Array Express veri tabanlarinin karsilastirilmasi sonucunda secgilen data
setleri (GSE45666, GSE58210, GSE76260, GSE21036, GSE19945, GSE48414)
secildikten sonra genel akis semasinda da gosterildigi gibi ilk olarak GEO2R programi
yardimu ile kontrol ve test gruplarina gore tekrardan gruplandirilarak diizenlendi. Bu
asamada Ornekler ‘‘Gruplar1 Tanimlayin’ sekmesi ile test gruplari, kontrol gruplari
seklinle grup kategorileri belirlendi. Eger data setinde birden fazla platform
kullanilmigsa bu dikkate alind1 ve ilgilendigimiz platform secildikten sonra, tablonun
sag st kosesindeki ‘‘siitun ayarlar’’’ boliimiinden silitunlarda goérmek istedigimiz

basliklar ayarlandi.

Ornekler tanimlanan grup kategorilerine gore normal doku 6rnekleri kontrol
grubu olacak sekilde, kanser dokular1 ise grade simiflarina gore tanimlanmis test
gruplar1 olacak sekilde gruplara atandi. Gruplara atanmis 6rnekleri test etmek i¢in
“Top 250’ sekmesine tiklandigimizda karsimiza p degerlerine gore siralanan ID
numaralar1 ile listelenmis miRNA ekspresyon sonuclarina ulasildi. P degeri bize o
miRNA’nin 6rnek gruplar i¢indeki anlamlilik diizeyini vermektedir. P degerinin ¢ok
kii¢iik olmasi s6z konusu miRNA’nin diger miRNA’lara gore belirgin derecede ¢cok ya

da az eksprese oldugu anlamina gelmektedir. Listede en kiiclik P degerine sahip
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miRNA’lara gore bir dizilim olusturuldu. ‘“Se¢’” boliimiinden 6rneklerin 6zellik ve
aciklama siitunlarin1 degistirmek miimkiindiir. Her degisiklik sonrasi ‘‘Yeniden
Hesapla’’ butonuna basildi ve yapilan diizenlemelerin tabloya uygulanmasi saglandi.

““‘Sonuglar1 kaydet’” butonu ile olusturulan tabloyu kaydedildi.

Daha sonra, dosya excel programinda aktarildi ve her data setinin p degerlerine
gore siralanmis olan miRNA tablolar1 diizenlendi. Olusturulan excel tablosu Microsoft
Access 2010 (Moffat, 2012) programi i¢ine aktarildi. Her kanser tiirii i¢in 2, toplamda
6 olan data setlerinin kendi aralarinda karsilastirmalarini yapabilmek i¢in P degerlerine
gore listelenen miRNA listelerine Access programi yardimiyla rank tabanli siralama
uygulandi. Verilen ranklar, s6z konusu miRNA’nin diger data setindeki siralamasini
gostermektedir. Rank degerleri bulunduktan sonra bu ranklarin ortalamasi alinip, bir
sonraki siituna ortalama degerleri yazilarak, bu siituna ‘‘Ortalama Rank’’ ad1 verilerek
ve kiiclikten biiylige siralandi.. Olusturulan listedeki siraya gore ¢ Final Rank’’ olarak

adlandirilan yeni bir siituna tekrardan rank degerleri verildi.

Secilen 6 data sectinin karsilastirilmasindan sonra, kanser tiirlerinin kendi
aralarinda da karsilagtirilmas: yapildi. Meme Kanseri i¢in secilen GSE45666 ve
GSE58210 data setlerinin yeniden diizenlenmesiyle olusturulan miRNA tablolar1
ACCESS programina aktarilip karsilastirildi ve tekrar rank degerleri verildi. Ayni
basamaklar ayr1 olarak prostat kanseri i¢in secilen GSE76260 ve GSE21036 data
setlerine uygulandigi gibi akciger kanseri i¢in segilen GSE19945 ve GSE48414 data
setlerine uygulandi. Meme, akciger ve prostat kanseri i¢in segilen data setleri i¢in ayr1
ayrt  olusturulan tablolardan elde edilen miRNA listeleri GeneVenn
(http://genevenn.sourceforge.net/) programina aktarildi. Ayrica belirlenen meta-

miRNA’larin DIANA mirPath v.3 (http://goo.gl/3MjaUR) ile yolak analizi yapildi.




istatiksel [

Analiz

Deneysel —

Analiz

28

MikroRNA data setlerinin se¢imi

\ 4

Segilen data setlerinin yeniden diizenlenmesi

y

Her data setinin miRNA ekspresyonlarinin p

degerlerinin bulunmasi

Data setlerinin miRNA listelerinin rank siralanmasinin

yapilmasi

Data setlerini karsilastiriimasi ve miRNA’larin
ortalama rank hesabinin yapilmasi

v

Ortalama rank hesabina gére miRNA’lara yeniden
rank verilmesi, meta-miRNA listesinin olusturulmasi
ve ortak meta-miRNA’larin bulunmasi

!

Meta-miRNA listelerinin GeneVenn programiyla
karsilastiriimasi

A\ 4

Hiicre kiiltiirii inkiibasyon kosullarinin olusturulmasi
1

v

Hiicre hatlarindan Total RNA izolasyonu

'

RNA orneklerinden cDNA elde edilmesi

'

qRT-PCR ile gergeklestiriimesi

Sonuglarin
Dogrulanmasi

'

Data analizi

Sekil 5.1 Genel Calisma Semasi




29

Meta-analiz yontemi ile belirlenen ortak meta-miRNA listesinden rank tabanli
siralamaya gore anlamlilik degeri digerlerinden fazla olan ilk miRNA secildi. Tablo
7’de ise miR-145* ve referans gen olarak se¢ilen RNU6B’1n (endojen, kodlanmayan,

small RNA) sekans dizilimi bulunmaktadir.

Cizelge 5.6 Secilen miRNA ve referans genin sekans dizilimi

Primer Tiir Sekans
hsa-miR-145-3p  insan GGAUUCCUGGAAAUACUGUUCU
RNU6B insan CGCAAGGATGACACGCAAATTCGTGAAGCGTTCCATATTTTT

5.2.2. Hiicre Kkiiltiiri

Tez kapsaminda miR-145-3p’nin kanser metastazinda potansiyel bir roliiniin
kanitlanmasi i¢in her kanser tiiriine ait metastatik bolgeden tiirevlenen 2 ya da 3 hiicre
hatti, ayrica karsilastirilmasi i¢in ayn1 dokudan tiirevlenen 1 adet normal hiicre hatti
olmak iizere toplam 11 hiicre hatti secildi. Bu asamada meme, akciger ve prostat
normal hiicre hatlarinin ¢ogalabildigi uygun kiiltiir sartlar1 olusturuldu. Hiicre
hatlarinin inkiibasyon kosullari, kiiltiir ortamlari, pasajlama, dondurma ve ¢ozdiirme

islemleri alt basliklar halinde belirtildi.

5.2.2.1. Inkiibasyon

<> MCF-7 hiicre kiiltiirii: Hiicrelerin biiylimesini saglamak i¢cin RPM1
1640 besin ortami igerisine %10 FBS, %1 L-glutamin, %1 Gentamisin ve %0,1
Penisilin-Streptomisin eklenildi. Hiicreler 25 ya da 75 cm2’lik monolayer kiiltiir
kaplarinda 37°C’de %5 CO, igeren inkiibatorde cogaltildi. Kiiltiir kaplarindaki biiyiime
ortamlar1 2 giinde bir tazelendi.

> MCF-10A hiicre Kkiiltiirii: Hiicrelerin biiylimesini saglamak ig¢in

cizelge 5.7. bilyiime ortami hazirland1. Hiicreler 25 ya da 75 cm?’lik monolayer kiiltiir
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kaplarinda 37°C’de %5 CO, igeren inkiibatorde cogaltildi. Kiiltiir kaplarindaki biiyiime

ortamlar1 2 giinde bir tazelendi.

Cizelge 5.7 MCF10A biiyiime ortami

Malzeme Final Konsantrasyonu

EGF 20ng/mL
Hydrocortisone 0,5ng/mL
Chlora Toxin 100ng/mL
Insulin 10pg/mL
Pen/Strep %1
DMEM/F12 %94
Horse Serum %5
<> MDA-MB-231 hiicre Kkiiltiirii: Hiicrelerin biiylimesini saglamak i¢in

Leibovitz's L-15 Medium besin ortami igerisine %10 FBS, %1 L-glutamin, %1
Gentamisin ve %0,1 Penisilin-Streptomisin eklendi. Hiicreler 25 ya da 75 cm2’lik
kiiltiir kaplarinda 37 C’de inkiibe edilerek cogaltildi. Filtresiz kiiltiir kaplarindaki

bliylime ortamlar1 2 glinde bir tazelendi.

X/

<> MDA-MB-453 hiicre Kkiiltiirii: Hiicrelerin biiylimesini saglamak i¢in
Leibovitz's L-15 Medium besin ortami igerisine %10 FBS, %1 L-glutamin, %1
Gentamisin ve %0,1 Penisilin-Streptomisin eklendi. Hiicreler 25 ya da 75 cm2’lik
kiiltiir kaplarinda 37 C’de inkiibe edilerek cogaltildi. Filtresiz kiiltiir kaplarindaki

bliylime ortamlar1 2 glinde bir tazelendi.

X/

<> LNCAP hiicre kiiltiirii: Hiicrelerin biiyiimesini saglamak i¢in RPM1
1640 besin ortami igerisine %10 FBS, %1 L-glutamin, %1 Gentamisin ve %0,1
Penisilin-Streptomisin eklendi. Hiicreler 25 ya da 75 cm?2’lik monolayer kiiltiir
kaplarinda 37°C’de %5 CO, igeren inkiibatorde cogaltildi. Kiiltiir kaplarindaki biiyiime

ortamlar1 2 giinde bir tazelendi.
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<> PC-3 hiicre Kiiltiirii: Hiicrelerin biiylimesini saglamak icin RPM1 1640
besin ortami igerisine %10 FBS, %1 L-glutamin, %1 Gentamisin ve %0,1 Penisilin-
Streptomisin eklendi. Hiicreler 25 ya da 75 cm2’lik monolayer kiiltiir kaplarinda
37°C’de %5 CO, igeren inkiibatorde gogaltildi. Kiiltiir kaplarindaki biiyiime ortamlart

2 giinde bir tazelendi.

<> DU14S hiicre kiiltiirii: Hiicrelerin biiylimesini saglamak i¢cin RPM1
1640 besin ortami igerisine %10 FBS, %1 L-glutamin, %1 Gentamisin ve %0,1
Penisilin-Streptomisin eklendi. Hiicreler 25 ya da 75 cm2’lik monolayer kiiltiir
kaplarinda 37°C’de %5 CO, igeren inkiibatorde cogaltildi. Kiiltiir kaplarindaki biiyiime

ortamlar1 2 giinde bir tazelendi.

<> RWPE-1 hiicre kiiltiirii: Hiicrelerin biiyiimesini saglamak i¢in K-SFM
besin ortami igerisine son konsantrasyonu 5Sng/mL olacak sekilde EGF, 0,05mg/mL
BPE eklendi. Hiicreler 25 ya da 75 cm2’lik monolayer kiiltiir kaplarinda 37 C’de %5
CO; igeren inkiibatorde gogaltildi. Kiiltiir kaplarindaki biiylime ortamlar1 2 giinde bir

tazelendi.

<> A-549 hiicre kiiltiirii: Hiicrelerin biiylimesini saglamak icin DMEM
besin ortami igerisine %10 FBS, %1 L-glutamin ve %0,1 Penisilin-Streptomisin
eklendi. Hiicreler 25 ya da 75 cm2’lik monolayer kiiltiir kaplarinda 37 C’de %5 CO,
iceren inkiibatdrde c¢ogaltildi. Kiiltiir kaplarindaki biiylime ortamlar1 2 giinde bir

tazelendi.

<> MRC-5 hiicre kiiltiirii: Hiicrelerin biiylimesini saglamak i¢in EMEM
besin ortami igerisine %10 FBS, %1 L-glutamin, %1 Gentamisin ve %0,1 Penisilin-
Streptomisin eklendi. Hiicreler 25 ya da 75 cm2’lik monolayer kiiltiir kaplarinda
37°C’de %5 CO, igeren inkiibatorde gogaltildi. Kiiltiir kaplarindaki biiyiime ortamlart

2 giinde bir tazelendi.

<> NCI-H82 hiicre kiiltiirii: Hiicrelerin biiylimesini saglamak i¢in RPM1
1640 besin ortami igerisine %10 FBS, %1 L-glutamin, %1 Gentamisin ve %0,1
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Penisilin-Streptomisin eklenildi. Hiicreler 25 ya da 75 cm2’lik siispanse kiiltiir
kaplarinda 37°C’de %5 CO, igeren inkiibatorde cogaltildi. Kiiltiir kaplarindaki biiyiime

ortamlar1 2 giinde bir tazelendi.

5.2.2.2. Pasajlama

Genel olarak pasajlama prosediirii su sekildedir. Monolayer kiiltiir i¢in hiicreler
flaskin yiizeyinin %70-80’ni kapladiginda flask icerisindeki kiiltiir ortami pipetle
alindi, PBS (25 cm® i¢in 2 mL) ile yikandi, ardindan PBS pipetle uzaklastirildi ve
hiicrelerin tutundugu flask yiizeyinden kaldirilmasi i¢in 1 mL tripsin-EDTA soliisyonu
ilave edildikten sonra 37°C, CO;’siz inkiibatorde 5-10 dakika bekletildi. Mikroskopla
bakilarak hiicrelerin yiizeyden kalktig1 goriildiikten sonra, tripsinin inhibisyonu i¢in
tripsin hacminin en az iki kati kadar taze besin ortami flaska eklendi ve hiicre
siispansiyonu 15 mL hacimli bir tiip icerisine alindi. Siispanse kiiltlirlerde
tripsinizasyon yapilmadan hiicre siispansiyonu santrifiij tiiptine aktarildi. Santrifiij tiipii
1000 rpm’de 5 dakika 4 °C’ de santrifiij edildi, ardindan siipernatant uzaklastirildi.
Hiicreler taze besin ortami ile homojenize edilerek 1:3 veya 1:4 oraninda yeni kiiltiir

kaplarina aktarildi.

5.2.2.3. Dondurma

Hiicrelerin stoklanmasi asamasinda %10 dimetilsiilfoksit (DMSO), %90 FBS
iceren ortam ile 2 ml’lik tiiplere 1’er mL olacak sekilde boliinmiistiir. +4°C’de 1 saat,
-20 °C ’de 4 saat bekletildikten sonra -80°C’de bir gece dondurulduktan sonra s1vi azot

tankina alinarak stok olarak saklandi.

5.2.2.4. Cozdiirme

Cozdirme islemi uygulanacak hiicrenin besin ortami 15mL santrifiij tiipiine SmL
seklinde konuldu. Sivi azot tankindan cikarilan kriyotiipler, 37°C’ye ayarlanan su
banyosunda ¢oziildii. Ardindan kriyotiipiin igerisindeki serum ve DMSO karigiminin
icinde bulunan hiicre siispansiyonu Onceden ayarlanan santrifiij tiipline aktarildi.

Santrifiij tiipii 1000 rpm’de 5 dakika 4°C’ de santrifiij edildi, ardindan silipernatant
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uzaklastirildi. Hiicreler taze besin ortami ile homojenize edilerek uygun kiiltiir kabina

aktarildi.

5.2.3. Deney setleri

Pasajlanan hiicreler deney setinde ayarlanan inkiibasyon sartlarina uygun bir
sekilde 48 saat inkiibe edildi. Meme, akciger ve prostat dokusunu temsil eden 11 hiicre
hattinin normoksi kosullarima ek olarak, hipoksi (%1 O,, %5 CO; ve % 94 N»)
kosullarinda ve serum yoksunlugunda inkiibasyonlar1 kapsayan 3 farkli deney seti

kuruldu.

5.2.3.1. Normoksi kosullari

Bu deney setinde hiicrelerin normal kosullarda biiytimesi gerceklestirildi. Her
hiicre hattindan 6 gozlii plakalara 1x10° hiicre/mL olacak sekilde ekim yapildu.
Hiicrelerin yiizeye tamamen tutunabilmesi i¢in hiicreler 24 saat 37°C’de inkiibasyona
birakildi. Daha sonra hiicrenin biiytime ortami uzaklastirildi. Hiicrelerin ylizeyi PBS
ile 2-3 kez yikandiktan sonra hiicrelere yeni ortam eklendi. 37°C’de 48 saat

inkiibasyona birakild.

5.2.3.2. Hipoksi kosullari

Oksijen yoksunlugundan kanser metastazinin arttigin1 ve bunun da hiicrelerde
miRNA ifadesinde de degisiklik meydana getirebilecegi varsayildi. Bunun {izerine
kurulan ikinci deney setinde her hiicre hattindan 6 gozlii plakalara 1x10° hiicre/mL
olacak sekilde ekim yapildi. Hiicrelerin yiizeye tamamen tutunabilmesi i¢in hiicreler
24 saat 37°C’de inkiibasyona birakildi. Daha sonra hiicrenin biiyiime ortami
uzaklastirildi. Hiicrelerin yiizeyi PBS ile 2-3 kez yikandiktan sonra hiicrelere yeni
ortam eklendi. Hiicreler kiiltiir plakalar1 Hipoksi Chamber’a konuldu. Kilitlerinin
tamamen kapatildigindan emin olduktan sonra %1 O,, %5 CO; ve %94 N, iceren gaz
karisim tiipli Chamber’a baglandi, i¢erdeki havanin disar1 atilmasi ve yeni gaz

karisimin igeride kalmasi i¢in 5 dk boyunca Chamber’in i¢inden gaz gecirildi. Daha
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sonra hava c¢ikis borular1 tamamen kapatildi ve igerisinde %10;, %5CO; ve %94N,

iceren gaz karisim bulunan Chamber 37°C’de 48 saat inkiibasyona birakildi.

5.2.3.3. Serumsuz ortam kosullari

Serum yoksunlugundan etkilenen ve biyolojik olarak degisimler yasayan
hiicrenin miRNA ifadesinde de degisiklik meydana getirmesi varsayildi. Bunun
{izerine kurulan iiciincii deney setinde her hiicre hattindan 6 gozlii plakalara 1x10°
hiicre/mL olacak sekilde ekim yapildi. Hiicrelerin ylizeye tamamen tutunabilmesi i¢in
hiicreler 24 saat 37°C’de inkiibasyona birakildi. Daha sonra hiicrenin biiylime ortami
uzaklastirildi. Serumun tamamen uzaklastirilmasi i¢in hiicrelerin yiizeyi PBS ile 2-3
kez yikandi. Ardindan hiicrelere i¢inde serum bulundurmayan besin ortami eklendi.

Hiicreler, 48 saat 37°C’de inkiibasyona birakildi.
5.2.4. Total RNA izolasyonu

<> 6 gozlii hiicre kiiltiirii plakalarindaki her bir gdz icin (2x10° hiicre
basina) 1 mL TRIZOL reaktifi hiicrelerin iizerine aktarildi ve iyice pipetaj yapilarak

homojenize edildi. Daha sonra hiicreleri igeren lizat 1,5 mL eppendorf tiipiine aktarildi.

<> Icinde TRIZOL reaktifi ve hiicreleri bulunduran eppendorf tiipleri
+4°C’de 13.000rpm de 5 dakika santrifiij edildi. Siipernatant yeni eppendorf tiipline
aktarildi ve 5 dakika boyunca oda sicakliginda inkiibasyona birakildi.

<> Stipernatantin iizerine 0,2 ml kloroform
eklendi ve eppendorf tiipli hizli bir sekilde 15 sn boyunca
calkalandi. 3 dakika oda sicakliinda bekletildi ve
+4°C’de 13.000 rpm de 15 dakika santrifiij edildi.

L

48

<> Santrifiij sonrasi eppendorf tiiplinde 3
ayr1 faz goriildii. Ustte kalan seffaf kisimdan 400uL
altindaki faza dokunulmadan yeni eppendorf tiipiine Sekil 5.2 Faz ayrimi

aktarildi.
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<> Uzerine 0,5 ml izopropil alkol eklenip, ve 5-10 defa alt iist edildi. 10
dakika oda sicakliginda bekletilip ve +4°C’de 13.000 rpm de 10 dakika santrifiij edildi.

<> Eppendorfun tabaninda total RNA’nin beyaz jelimsi bir sekilde presipite

oldugu goriildii. Siipernatant pipetle uzaklastirildi.

X/

<> RNA peletinin iizerine soguk %75 etanol eklendi ve pipetle siispanse

edildi. +4°C’de 10.000 rpm de 5 dakika santrifiij edildi.

X/

<> Stipernatant pipetle uzaklastirildi ve eppendorfun kapagi acildi,
RNA’lar 15-20 dakika oda sicakliginda kurumaya birakildi.

X/

<> Kuruma islemi bittikten sonra RNA’larin iizerine 50 pl. RNAse
icermeyen su eklendi ve RNA 6l¢limii i¢cin 5 pL 6rnek yeni eppendorf aktarildi. Kalan

45 uL RNA -86 °C’ye alindi. Kullanilmadan 6nce NanoDrop cihazinda 6l¢tim yapilda.

5.2.5. cDNA sentezi

RNA oOrneklerinden c¢cDNA eldesi i¢in TagMan® MicroRNA Reverse
Transkripsiyon kiti kullanildi. Kit prosediirii asagida belirtilen sekilde uygulandi.
MikroRNA’lar i¢cin cDNA sentezinde Ozel olarak tasarlanmis hsa-miR-145-3p
(4427975; Thermo Fisher Scientific) ve RNU6B Kontrol (001093; Thermo Fisher
Scientific) TagMan mikroRNA test sistemleri (5X) kullanilmistir.

Cizelge 5.8 cDNA sentezi ve RT-PCR icin kullanilan MikroRNA Assay primerleri

cDNA sentezi ve RT-PCR icin kullanilan primerler

Hsa-miR-145-3p

(5X-20X) 5'-GGAUUCCUGGAAAUACUGUUCU-3'

RNUG6B (5X-20X) | 5'-CGCAAGGATGACACGCAAATTCGTGAAGCGTTCCATATTTTT -3'
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5.2.5.1. Master Karisimin Hazirlanmasi

X4 Kit bilesenleri buz iizerinde ¢6zildii.
<> RT (reverse transcriptase) Cizelge 5.9°da goriildiigii gibi hazirlandi.
X4 Listelenen kit bilesenlerinden belirtilen hacimler alinarak RT master

karigimi bir adet 1.5 mL santrifiij tiipii igerisinde buz iizerinde hazirlandi.

Cizelge 5.9 RT-PCR i¢in reaksiyon karisimin hazirlanmasi

Reaksiyon Icerigi Karisim Miktari
100 mM dNTP’ler
0,15 pL
MultiScribe Revers Transkriptaz, SOU/ pl 1 pL
10X Revers Transkripsiyon Tamponu
1,5 pL
RNaz inhibitorii, 20U/ pl 0,19 uL
Niikleaz icermeyen distile su
germey 4,16 pL
Toplam
gne
<> Nazik¢e karistirildi. Tiipiin tabanina soliisyonu getirmek i¢in kisa bir
santrifiij yapildi.
X4 RNA oOrnekleri hazirlanana kadar RT master karisimi buz iizerine
bekletildi.
5.2.5.2. RT reaksivonun hazirlanmasi
X4 Buz iizerinde 5 x RT primerini ve RNA sablonunu ¢oziildii.
<> Izole edilen RNA’lar kullanilmadan &nce diisiik hizda 4-5 saniye kadar

santrifiijlenerek karigmalar1 saglandi. Her bir 15-uL RT reaksiyonu i¢in, 0.2 mL’lik
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PCR tiipiine 7 uL. master karigindan eklendi tizerine 5 pLL Total RNA (reaksiyon bagina
1 ila 10 ng RNA) konuldu.

X/

> Tiipiin tabanina soliisyonu getirmek i¢in kisa bir santrifiijleme yapildi.

X/

<> Kullanmadan hemen o6nce, karistirilmasi icin RT primer tiipleri

vortekslendi, ardindan kisa bir siire santrifiij yapildi.

<> PCR tiipiinde bulunan 12 pL’lik karigimin iizerine 5X RT primerinden
3 uL eklendi.

<> Karisim iyice c¢alkalandiktan sonra termal cycler yiiklemeye hazir

oluncaya kadar buz {lizerinde tutuldu.

5.2.5.3. Ters transkripsivonun gerceklestirilmesi

X/

> Termal cycler programlamak ic¢in asagidaki parametre degerlerini

kullanildi.

Cizelge 5.10 RT PCR icin Thermal Cycler programi

Zaman Sicakhik

30 dakika 16°C

30 dakika 42°C

5 dakika 85°C

0 4°C

<> Reaksiyon hacmini 15.0 pl'ye ayarlandi.
<> Reaksiyon tiipleri PCR cihazina yiiklendi.
<> Programi baslatildi.
<> Real Time PCR asamasina kadar RT reaksiyonunundan elde edilen

cDNA ornekleri - 20 © C'de saklanmustr.
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5.2.6. Real-Time PCR

TagMan mikroRNA test sistemleri kullanilarak sentezlenen cDNA’lar ile Real
Time PCR’da miR-145-3p’nin ifadesi incelendi. LightCycler® TagMan® Master Mix
ile mikroRNA assay sistemleri (20X; miR-145-3p ve RNU6B Kontrol; Cizelge 5.7) ve
LightCycler® 1.5 cihazi kullanilarak Real-Time PCR gerc¢eklestirildi.

Cizelge 5.11 Real-Time PCR reaksiyon karisimi

Reaksiyon karisim

Reaksiyon icerigi

miktari
Tagman Universal PCR Master mix II (5X) 2 ulL
Niikleaz icermeyen su 6,835 uL
Tagman Small RNA Test Sistemi (20X RT 0.5 UL
primer) -~y
cDNA 0,665 pL
Toplam 10 pL

Cizelge 5.12 Real-Time PCR reaksiyon kosullar:

Sicakhk
10 dakika 95 °C
15 saniye 95°C

50 Dongii

60 saniye 60 °C
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5.2.7. Veri analizi

MCEF-7, MDA-MB-231, MDA-MB-453, MCF-10A, DU145, LNCAP, PC-3,
RWPE-1, A549, MRC-5, NCI-H82 hiicre hatlarindaki miRNA datalarinda

222 analiz istatistik yontemi kullanildi (Livak and

karsilagtirmali Ct yontemi olan
Schmittgen, 2001). Referans olarak snRNA U6 kullanilarak normallestirme
gergeklestirildi (RNU6B Tagman mikroRNA Assay, Applied Biosystems). P<0,05

anlamlilik seviyesi olarak kabul edildi.

Ct degerleri excel programina aktarildi. Endojen kontroliin yani RNUGB’ nin
(referans) Ct degerlerinin ortalamasi alindi. Ayni sekilde normoksi inkiibasyonundaki
ornegine (kalibratore) ait miR-145-3p’nin Ct degerlerinin ortalamasi alindi. Bu iki CT

farki islenmemis 6rnegin ACT degerini vermektedir.

ACT = ortalama CT(hedef gen) — ortalama CT(referans)

AACT = ortalama ACT (test) — ACT(kalibrator)

Sekil 5.3 AACT hesaplamalari i¢cin gerekli formiiller

Daha sonra 6rnek Ct degerlerinin standart sapmasi hesaplandi ve ACT degerine

2AACT cinsinden ifade

eklendi. ACT, yukaridaki formiile gore hesaplandiktan sonra,
edildi. ACT, miRNA ve U6 amplikonlar arasindaki esik dongiileri arasindaki farktir.
Buradan c¢ikarilan yorum ise sOyledir; ekspresyonu artan genin (upregiile) 1-oo0 6lgegi
arasinda bulunurken ekspresyonu azalan genin (down regiile) olan genin 27T degeri

0-1 arasindadir.



40

5.3. Istatiksel Analiz

Tez kapsaminda yapilan deneylerin degerlendirmelerinde, qRT-PCR sonuglari
Roche LighteCycler yazilimi ile kantite edilmistir. miR-145 miRNA’smin verileri
RNUGB geniyle normalize edilip 2 “*“ formiiliinden ¢ikan verilerle istatistiksel analiz
gerceklestirildi. miR-145’in  ekspresyon diizeyi normoksi, hipoksi ve serum
yoksunlugu deney setleri arasinda anlamli bir farkin olup olmadigini incelemek i¢in

ANOVA tabanli T-Test analizi uygulandi.
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6. BULGULAR

6.1. Meta-miRNA Listelerinin olusturulmasi

GEO ve Array Express veri tabanlarinin karsilastirilmasi sonucunda segilen data
setleri (GSE45666, GSE58210, GSE76260, GSE21036, GSE19945, GSE48414) genel
akis semasinda da gosterildigi gibi ilk olarak GEO2R programu ile diizenlendi.

Cizelge 6.1 Ortak meta-miRNA'larin Ortalama Rank ve Final Rank degerleri

- 16 118 86 5 11 73 32,67 1
- 36 42 119 31 4 20 40,17 2
- 55 224 84 30 2 46 41,17 3
- 1 15 49 53 103 54 52,17 4
- 47 98 202 34 88 28 72,17 5
- 70 173 203 46 3 74 73,67 6
- 38 68 195 64 74 18 75,50 7
- 28 13 156 139 43 27 88,67 8
- 3 6 293 26 183 11 90,33 9
- 4 70 167 94 127 112 99,67 10
- 94 73 24 228 6 75 109,17 11
- 12 24 129 238 47 10 112,33 12
- 18 190 1 116 215 215 113,50 13
- 57 111 253 155 102 58 130,00 14
- 66 126 208 219 5 145 143,67 15
- 14 261 104 266 231 12 148,83 16
- 79 139 103 249 243 67 165,00 17
- 556 165 122 176 249 202 246,83 18
- 198 218 171 127 131 839 265,50 19
- 77 94 138 170 197 910 277,00 20
- 98 87 291 91 202 909 280,33 21
- 217 184 281 152 78 818 283,00 22
- 223 197 189 269 99 902 325,17 23
- 394 242 236 288 167 868 373,50 24
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Data setlerinden elde edilen listeler Microsoft Access 2010 programina aktarild
ve rank tabanli meta analiz yontemi uygulandi. 6 adet data setine ait meta-miRNA

listeleri karsilastirildiginda Cizelge 6.1°deki veriler elde edildi.

Cizelge 6.2 Ortak meta-miRNA'larin KEGG yolaklar:

KEGG yolaklar: p- degeri genler miRNA'lar
Proteoglycans in cancer (hsa05205) 2,89E-04 137 23
Prostate cancer (hsa05215) 1,35E+05 66 23
ErbB signaling pathway (hsa04012) 1,83E+05 | 61 22
Hippo signaling pathway (hsa04390) 3,91E+05 89 21
Pathways in cancer (rno05200) 5,99E+05 233 24
Estrogen signaling pathway (hsa04915) 1,75E+06 62 23
p53 signaling pathway (hsa04115) 2,08E+06 | S0 19
Focal adhesion (hsa04510) 3,12E+06 130 23
Endometrial cancer (hsa05213) 5,00E+06 | 39 22
Cell cycle (hsa04110) 7,14E+03 81 20
Pancreatic cancer (hsa05212) 0,00017 45 21
Colorectal cancer (hsa05210) 0,00018 42 20
Renal cell carcinoma (hsa05211) 0,0002 47 21
Chronic myeloid leukemia (hsa05220) 0,0003 50 22
TNF signaling pathway (hsa04668) 0,00042 73 23
Small cell lung cancer (hsa05222) 0,00102 57 P9
Non-small cell lung cancer (hsa05223) 0,00125 38 21
Phosphatidylinositol signaling system (hsa04070) 0,00284 52 19
Central carbon metabolism in cancer (hsa05230) 0,00284 43 20
Bladder cancer (hsa05219) 0,00526 28 16
Transcriptional misregulation in cancer (hsa05202) 0,00574 107 21

Meme, akciger ve prostat kanseri i¢in segilen 6 data setinde meta analiz yontemi
ile ortak olan 24 adet miRNA bulundu. Bu 24 miRNA’nin DIANA mirPath v.3 ile

yapilan yolak analizinde (p < 0.01) 21’inin bilinen bir kanser sinyalleme yolagi olan
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Hippo yolaginda (Harvey et al., 2013) ve kanser proteoglikan yolagindaki (Edwards,
2012) genleri ortak olarak kontrol ettigi goriilmektedir (http://goo.gl/3MjaUR).

6.2. Meta-miRNA Listelerinin GeneVenn Programi ile Karsilastirilmasi

Meta-analizi yontemi kullanilarak bir 6nceki adimda meme, akciger ve prostat
kanseri i¢in olusturulan ii¢ meta-miRNA listesinden ortak olanlarinin belirlenmesi
amaclanmistir. Bu amacla meme kanseri meta-miRNA listesi, akciger kanseri meta-
miRNA listesi, prostat kanseri meta-miRNA listesi alinarak programinda birbiriyle

etkilesimleri incelenmistir.

A B

BREAST CANCER LUNG CANCER

hsa-miR-145* hsa-miR-30e*
hsa-miR-130b hsa-miR-378*
hsa-miR-183 hsa-miR-638
hsa-miR-139-5p hsa-miR-328
hsa-miR-218 hsa-miR-502-5p
hsa-miR-96 hsa-miR-125a-5p
hsa-miR-30c hsa-miR-7-1*
hsa-miR-210 hsa-miR-495
hsa-miR-99a hsa-miR-142-3p
hsa-miR-125b-2* hsa-miR-200c
hsa-miR-30c-2* hsa-miR-454

PROSTATE CANCER hsa-miR-30a* hsa-miR-193a-5p

Sekil 6.1 Meta-miRNA listelerinin GeneVenn programi ile karsilastirilmasi

GeneVenn programi ile sadece meme ve akciger kanseri i¢in 53, sadece meme
ve prostat kanseri icin 43, sadece akciger ve prostat i¢cin 9 adet ortak miRNA
belirlenmistir. ACCESS programinda yapilan rank tabanli meta analizi yonteminde
goriildiigli gibi GeneVenn programinda yapilan venn semasinda da 3 kanser tiirii i¢in

ortak 24 adet meta-miRNA belirlenmistir.

Meta analiz yontemi sayesinde olusturulan meta-miRNA listesinden tez
calismas1 kapsamindan bir adet miRNA secilmistir. Secilen miRNA listenin ilk

sirasinda bulunan mir-145*’tir.
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6.3. Hiicre Kiiltiirii

MCF-7 hiicre Kkiiltiirii: Meme adenokarsinom hastaligina sahip olan 69

yasindaki Kafkas asilli bir kadinin meme bezinden izole edilmis bir meme kanseri
hiicre hattidir. Epitel hiicre morfolojisinde, monolayer biiyliime 6zelliginde ve ikilenme
siiresi 30-50 saat olan bu hiicre hattindan kurulan normoksi, hipoksi ve serum
yoksunlugunu iceren 3 farkli deney setinde belirgin bir sekilde hiicre ¢ogalmasinda

farklilik s6z konusudur.

MDA-MB-231 hiicre Kkiiltiirii: Meme karsinom hastaligina sahip olan 51

yasindaki Kafkas asilli bir kadinin meme bezinden izole edilmis bir meme kanseri
hiicre hattidir. Epitel hiicre morfolojisinde, monolayer biiyiime 6zelliginde ve ikilenme
siiresi 25-30 saat olan bu hiicre hattindan kurulan normoksi, hipoksi ve serum
yoksunlugunu iceren 3 farkli deney setinde belirgin bir sekilde hiicre ¢ogalmasinda

farklilik s6z konusudur.

MDA-MB-453 hiicre Kkiiltiirii: Meme metastatik karsinom hastaligina sahip

olan 48 yasindaki Kafkas asilli bir kadinin meme bezinden izole edilmis bir meme
kanseri hiicre hattidir. Epitel hiicre morfolojisinde, monolayer biiyiime 6zelliginde ve
ikilenme siiresi 40-50 saat olan bu hiicre hattindan kurulan normoksi, hipoksi ve serum
yoksunlugunu iceren 3 farkli deney setinde belirgin bir sekilde hiicre ¢ogalmasinda

farklilik s6z konusudur.

MCF-10A hiicre Kkiiltiirii: 36 yasindaki Kafkas asilli bir kadinin meme

bezinden izole edilmis bir hiicre hattidir. Epitel hiicre morfolojisinde, monolayer
bliylime 6zelliginde ve ikilenme siiresi 25-30 saat olan bu hiicre hattindan kurulan
normoksi, hipoksi ve serum yoksunlugunu iceren 3 farkli deney setinde belirgin bir

sekilde hiicre ¢ogalmasinda farklilik s6z konusudur.
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Sekil 6.2 MCF-7 hiicre kiiltiirii mikroskop goriintiileri (10X), A. Normoksi, B.
Hipoksi, C. Serum yoksunlugu
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Sekil 6.3 MDAMB231 hiicre Kkiiltiirii mikroskop goriintiileri
(10X), A. Normoksi, B. Hipoksi, C. Serum yoksunlugu
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Sekil 6.4 MDAMB-453 hiicre Kkiiltiirii mikroskop goriintiileri
(10X),A. Normoksi, B. Hipoksi, C. Serum yoksunlugu
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Sekil 6.5 MCF10A hiicre Kkiiltiirii mikroskop goriintiileri (10X), A.
Normoksi, B. Hipoksi, C. Serum yoksunlugu
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DU145 hiicre kiiltiirii: Prostat karsinom hastaligina sahip olan 69 yasindaki

Kafkas asilli bir erkegin prostat dokusundan izole edilmis bir prostat kanseri hiicre
hattidir. Epitel hiicre morfolojisinde, monolayer biiyiime 6zelliginde ve ikilenme siiresi
30-40 saat olan bu hiicre hattindan kurulan normoksi, hipoksi ve serum yoksunlugunu
iceren 3 farkli deney setinde belirgin bir sekilde hiicre ¢ogalmasinda farklilik s6z

konusudur.

LNCAP hiicre Kiiltiirii: Prostat karsinom hastaligina sahip olan 50 yasindaki

Kafkas asilli bir erkegin prostat dokusundan izole edilmis bir prostat kanseri hiicre
hattidir. Epitel benzeri hiicre morfolojisinde, monolayer biiyiime o6zelliginde ve
ikilenme siiresi 40-60 saat olan bu hiicre hattindan kurulan normoksi, hipoksi ve serum
yoksunlugunu iceren 3 farkli deney setinde belirgin bir sekilde hiicre ¢ogalmasinda

farklilik s6z konusudur.

PC-3 hiicre Kkiiltiirii: Prostat adenokarsinom hastaligina sahip olan 62 yasindaki

Kafkas asilli bir erkegin prostat dokusundan izole edilmis bir prostat kanseri hiicre
hattidir. Epitel hiicre morfolojisinde, monolayer biiyiime 6zelliginde ve ikilenme siiresi
25-30 saat olan bu hiicre hattindan kurulan normoksi, hipoksi ve serum yoksunlugunu
iceren 3 farkli deney setinde belirgin bir sekilde hiicre ¢ogalmasinda farklilik s6z

konusudur.

RWPE-1 hiicre Kkiiltiirii: 54 yasindaki Kafkas asilli bir erke§in prostat

dokusundan izole edilmis bir hiicre hattidir. Epitel hiicre morfolojisinde, monolayer
bliylime Ozelliginde ve ikilenme siiresi 40-60 saat olan bu hiicre hattindan kurulan
normoksi, hipoksi ve serum yoksunlugunu iceren 3 farkli deney setinde belirgin bir

sekilde hiicre ¢ogalmasinda farklilik s6z konusudur.
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Sekil 6.6 DU145 hiicre Kkiiltiirii mikroskop goriintiileri
(10X). A. Normoksi, B. Hipoksi, C. Serum yoksunlugu.
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Sekil 6.7 LNCAP hiicre Kkiiltiirii mikroskop goriintiileri
(10X). A. Normoksi, B. Hipoksi, C. Serum yoksunlugu.
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Sekil 6.8 PC3 hiicre kiiltiirii mikroskop goriintiileri (10X). A.

Normoksi, B. Hipoksi, C. Serum yoksunlugu



53

Sekil 6.9 RWPE-1 hiicre kiiltiirii mikroskop goriintiileri (10X)
A. Normoksi, B. Hipoksi, C. Serum yoksunlugu
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A549 hiicre Kkiiltiirii: Akciger karsinom hastaligina sahip olan 58 yasindaki

Kafkas asilli bir erkegin akciger dokusundan izole edilmis bir akciger kanseri hiicre
hattidir. Epitel benzeri hiicre morfolojisinde, monolayer biiyiime o6zelliginde ve
ikilenme siiresi 30-40 saat olan bu hiicre hattindan kurulan normoksi, hipoksi ve serum
yoksunlugunu iceren 3 farkli deney setinde belirgin bir sekilde hiicre ¢ogalmasinda

farklilik s6z konusudur.

MRC-S5 hiicre Kiiltiirii: 14 haftalik Kafkas asill1 bir bebegin akciger dokusundan

izole edilmis bir normal akciger hiicre hattidir. Fibroblast hiicre morfolojisinde,
monolayer biiylime 6zelliginde ve ikilenme siiresi 30-40 saat olan bu hiicre hattindan
kurulan normoksi, hipoksi ve serum yoksunlugunu iceren 3 farkli deney setinde

belirgin bir sekilde hiicre ¢ogalmasinda farklilik s6z konusudur.

NCI-H82 hiicre kiiltiirii: Akciger karsinom hastaligina sahip olan 40 yasindaki

Kafkas asilli bir erkegin akciger dokusundan izole edilmis bir akciger kanseri hiicre
hattidir. Epitel benzeri hiicre morfolojisinde, siispanse biiyliime 6zelliginde ve ikilenme
siiresi 30-40 saat olan bu hiicre hattindan kurulan normoksi, hipoksi ve serum
yoksunlugunu iceren 3 farkli deney setinde belirgin bir sekilde hiicre ¢ogalmasinda

farklilik s6z konusudur.
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Sekil 6.10 A549 hiicre Kkiiltiirii mikroskop goriintiileri (10X)
A. Normoksi, B. Hipoksi, C. Serum yoksunlugu
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Sekil 6.11 MRCS hiicre kiiltiirii mikroskop goriintiileri (10X).
A. Normoksi, B. Hipoksi, C. Serum yoksunlugu
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Sekil 6.12 NCI-H82 hiicre kiiltiirii mikroskop goriintiileri (10X)
A. Normoksi, B. Hipoksi, C. Serum yoksunlugu
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6.4. RNA izolasyon Sonuclari

Hiicre kiiltiirlerinden elde edilen RNA 6rneklerinin nanodrop sonuglar1 Cizelge
6.3’te belirtildi. RNA konsantrasyonlar1 3ng/uL olacak sekilde seyreltildi ve cDNA
sentezine kadar -80de saklandi. A260/A280 orant numunedeki protein
kontaminasyonunun bir gostergesidir. Saf RNA A260/A280 orami 2.1, ancak 1.8-2.0
arasindaki degerler bircok protokol i¢in kabul edilebilir.

Cizelge 6.3 Nanodrop sonuglar:

Normoksi
MDAMB231 Normoksi 232,07 5,802 3,192 1,82 0,4
MDAMB453 Normoksi 33,53 0,838 0,466 1,8 0,29
MCF10A Normoksi 343,59 8,59 4,481 1,92 0,58
MCF-7 Hipoksi 427,72 | 10,693 5,194 2,06 0,74
MDAMB231 Hipoksi 38,84 0,971 0,575 1,69 0,45
MDAMB453 Hipoksi 86,23 2,156 1,166 1,85 0,71
MCF10A Hipoksi 157,44 3,936 2,287 1,72 0,37
MCF-7 Serum yok. 24,6 0,615 0,336 1,83 0,22
MDAMB231 Serum yok. 43,51 1,088 0,663 1,64 0,14
MDAMB453 Serum yok. 16,01 0,4 0,228 1,76 0,1
MCF10A Serum yok. 190,84 4,771 2,77 1,72 0,39
DU145 Normoksi 104,66 2,616 1,535 1,7 0,25
LNCAP Normoksi 357,35 8,934 4,544 1,97 0,71
PC3 Normoksi 673,55| 16,839 10,665 1,58 0,25
RWPE-1 Normoksi 754,42 18,86 11,939 1,58 0,26
DU145 Hipoksi 341,36 8,534 4,473 1,91 0,64
LNCAP Hipoksi 196,67 4,917 2,824 1,74 0,34
PC3 Hipoksi 230,11 5,753 3,208 1,79 0,39
RWPE-1 Hipoksi 178,62 4,465 2,606 1,71 0,32
DU145 Serum yok. 302,7 7,567 3,964 1,91 0,54
LNCAP Serum yok. 2738 6,845 3,675 1,86 0,46
PC3 Serum yok. 407,22 10,18 4,879 2,09 1
RWPE-1 Serum yok. 128,33 3,208 1,935 1,66 0,28
A549 Normoksi 431,15 10,779 5,656 1,91 0,72
MRC5 Normoksi 338,2 8,455 4,416 1,91 0,55
NCI-H82 Normoksi 334,75 8,405 4,495 1,87 0,58
A549 Hipoksi 436,78 | 10,919 5,597 1,92 0,69
MRC5 Hipoksi 170,93 4,273 2,425 1,76 0,46
NCI-H82 Hipoksi 174,91 4,373 2,574 1,7 0,32
A549 Serum yok. 678,57 | 16,964 10,638 1,59 0,4
MRC5 Serum yok. 359,44 8,986 4,72 1,9 0,67
NCI-H82 Serum yok. 314,46 7,861 4,233 1,86 0,57
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6.5. Real-Time PCR Sonuclarinin Degerlendirilmesi

Asagidaki c¢izelgede, bir hedefin (miR-145-3p) ve bir endojen kontroliin

(RNUG6B) ekspresyon diizeylerinin degerlendirildigi PCR verilerini géstermektedir. Bu

verilerde, farkli inkiibasyon sartlarina maruz birakilan 6rneklerin seviyelerini, normal

inkiibasyonda birakilmis 6rneklerle (kalibrator) karsilastirildi. Her 6rnek CT ortalamasi

hesaplandi ve her bir ortalama CT degeri icin standart sapma hesaplandi. Cizelgede,

ortalama ACT degerleri ve standart sapma AACT hesaplamasinda kullanildi.Meme

kanserinden tiirevlenmis hiicre hatlarinda normoksi, hipoksi ve serum yoksunlugu gibi

farkl1 inkiibasyonlarinin miR-145-3p ifadesinde degisiklik meydana getirdigi goriildii.

Cizelge 6.4 Meme kanseri drneklerin AACT hesaplari

35,7+0,02 29,54+0,008 6,16 0,012
0,991716731
36,4+0,05 30,57+0,105 6,83 -0,055
1,038859103
36,11+0,015 28,53+0,15 7,58 0,025
0,982820599
39,42+0,02 32,99+0,003 6,43 0,017
0,988285652
39,540,045 32,32+0,02 7,18 1,02
0,493116352
39,1+0,15 28,81+0,089 10,29 3,46
0,045436641
38,795+0,02 30,7+0,093 8,095 0,515
0,699792933
38,36+0,01 32,09+0,003 5,27 -1,16
2,234574276
35,1+0,089 28,21+0,002 6,89 0,73
0,602903914
37,1+0,093 30,12+0,089 6,98 0,15
0,901250463
38,6+0,097 28,65+0,03 9,95 2,37
0,193445624
38,21+0,015 32,24+0,015 5,97 -0,46

1,375541818
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<> Normoksi kosullarina gore hipoksi kosullarina maruz kalan MCF-7
hiicre kiiltiirinde miRNA’nin ifadesinde azalma yoniinde oldugu, miR-145-3p’nin
ifadesinin 2,02 kat azaldig1 goriildii(p<0,05). Serum yoksunlugunda inkiibe edilen
hiicrelerdeki miRNA seviyesinin de 1,65 kat azaldig1 goriildii.

<> Normoksi kosullarina gére hipoksi kosullarina maruz kalan MDAMB-
231 hiicre kiiltiiriinde miRNA ’nin ifadesinin azalma yoniinde oldugu, miR-145-3p’nin
ifadesinin 22 kat azaldig1 goriildii (p<0,05). Serum yoksunlugunda inkiibe edilen
hiicrelerdeki miRNA ifadesinin 1,1 kat azaldigi, anlamli bir sonug¢ elde edilmedigi

goriildil.

<> Normoksi kosullarina gére hipoksi kosullarina maruz kalan MDAMB-
453 hiicre kiltiiriinde miRNA’nin ifadesinin azalma yoniinde oldugu, miR-145-
3p’nin ifadesinin %1,42 kat azaldig1 goriildii(p<<0,05). Serum yoksunlugunda inkiibe
edilen hiicrelerdeki miRNA seviyesinin de 5,17 kat azaldig1 goriildii(p<0,05).

Normoksi Kosullarina gore ekspresyon degisimi (fold change)

Sekil 6.13 Meme kanseri hiicrelerinde normoksi kosullarina gore ekspresyon degisimi
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Prostat kanserinden tiirevlenmis hiicre hatlarinda normoksi, hipoksi ve serum
yoksunlugu gibi farkli inkiibasyonlarinin miR-145-3p ifadesinde degisiklik meydana
getirdigi goriildii.

Cizelge 6.5 Prostat kanseri drneklerin AACT hesaplari

34,240,008 29,740,04 4,46 0,008 0,994470169
36,630,105 33,010,121 3,62 0,006 0,995849753
370,091 31,76+0,02 5,24 0,009 0,993781093
39,440,113 36,89+0,12 3,51 -0,002 1,001387256
38,58+0,117 30,73+0,01 7,85 3,39 0,095391201
37,310,121 32,02+0,0097 5,29 1,67 0,314253344
36,8620,1 29,89:0,03 6,97 1,73 0,301451957
38,7740,12 36,5+0,04 2,27 -1,24 2,361985323
38,92+0,13 32,74+0,02 6,18 1,72 0,303548721
37,87+0,03 34+0,015 3,87 0,25 0,840896415
39,69+0,04 33,09+0,02 6,6 1,36 0,38958229
40,31 34,5240,02 5,79 2,28 0,205897754
X Normoksi kosullarina gore hipoksi kosullarina maruz kalan DU145

hiicre kiiltiirinde miRNA’nin ifadesinde azalma yoniinde oldugu, miR-145-3p’nin
miktarinin 10 kat azaldig1r goriildii(p<0,05). Serum yoksunlugunda inkiibe edilen

hiicrelerdeki miRNA seviyesinin de yaklasik 3,3 kat azaldig1 goriildi (p<0,05).

X/

> Normoksi kosullarina goére hipoksi kosullarina maruz kalan LNCAP
hiicre kiiltiirinde miRNA’nin ifadesinin azalma yoniinde oldugu, miR-145-3p’nin

miktarinin yaklagik 3,2 kat azaldig1 goriildii(p<0,05). Serum yoksunlugunda inkiibe
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edilen hiicrelerdeki miRNA seviyesinin ise yaklasik 1,2 kat azaldigi, anlaml1 bir sonug

elde edilmedigi goriildii.

X/

> Normoksi kosullarina gére hipoksi kosullarina maruz kalan PC3 hiicre
kiiltiiriinde miRNA nin ifadesinin azalma yoniinde oldugu, miR-145-3p’nin miktarinin
3,3 kat azaldig1 goriildii(p<0,05). Serum yoksunlugunda inkiibe edilen hiicrelerdeki
miRNA seviyesinin de 2,6 kat azaldig1 goriildi (p<0,05).

X/

<> Normoksi kosullarina gére hipoksi kosullarina maruz kalan RWPE-1
hiicre kiiltiirinde miRNA’nin ifadesinin artma ydniinde oldugu, miR-145-3p’nin
miktarinin yaklasik 2,4 kat arttig1 goriildii(p<0,05). Tam aksine, serum yoksunlugunda
inkiibe edilen hiicrelerdeki miRNA seviyesinin de 4,8 kat azaldig1 goriildii (p<0,05).

Normoksi Kosullarina gére ekspresyon degisimi (fold
change)

PC ksi RWPE-1 LNCAP
Hipoksi Hipoksi ~ SerumDep. SerumDep. SerumDep.
I

I T

Sekil 6.14 Prostat kanseri hiicrelerinde normoksi kosullarina gore ekspresyon degisimi



63

Akciger kanserinden tiirevlenmis hiicre hatlarinda normoksi, hipoksi ve serum
yoksunlugu gibi farkli inkiibasyonlarinin miR-145-3p ifadesinde degisiklik meydana
getirdigi goriildii.

Cizelge 6.6 Akciger kanseri drneklerin AACT hesaplar:

36,320,005 30,640,054
5,68 -0,04 1,033945247
34,75+0,012 32,460,11
2,29 0,0008 0,999442903
36,920,051 33,14x0,053
3,78 -0,002 1,001477415
37,170,054 30,320,055
6,85 1,17 0,444421341
31,18+0,011 30,760,058
0,42 -1,87 3,655325801
38,580,053 35,15£0,053
3,43 -0,35 1,274560627
37,620,055 31,530,057
6,09 0,41 0,752623374
33,93+0,01 32,570,069
1,36 -0,93 1,905275996
38,660,003 34,950,065
3,71 -0,07 1,049716684
<> Normoksi kosullarina goére hipoksi kosullarina maruz kalan A549 hiicre

kiiltiiriinde miRNA nin ifadesinin azalma yoniinde oldugu, miR-145-3p’nin miktarinin
2,25 kat azaldig goriildii(p<0,05). Serum yoksunlugunda inkiibe edilen hiicrelerdeki

miRNA seviyesinin ise 1,32 kat azaldig1 gorildii.

<> Normoksi kosullarma gore hipoksi kosullarima maruz kalan MRC5
hiicre kiiltiirinde miRNA’nin ifadesinin artma yoniinde oldugu, miR-145-3p’nin
miktarinin 3,6 kat arttigr goriildii(p<0,05). Serum yoksunlugunda inkiibe edilen
hiicrelerdeki miRNA seviyesinin de yaklasik 2 kat arttig1 goriildii (p<0,05).

<> Normoksi kosullarina gore hipoksi kosullarina maruz kalan NCIH82
hiicre kiiltiirinde miRNA’nin ifadesinin artma yoniinde oldugu, miR-145-3p’nin
miktarmin 1,3 kat arttigi goriildi (p<0,05). Serum yoksunlugunda inkiibe edilen
hiicrelerdeki miRNA seviyesinin de 1,04 kat arttig1 goriildii.
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Normoksi Kosullarina gore ekspresyon degisimi (fold
change)

MRC5 NCIH82 MRC5 NCIH82
Si Hipoksi Hipoksi SerurQDep. SerumDep. SerumDep.

Sekil 6.15 Akciger kanseri hiicrelerinde normoksi kosullarina gore ekspresyon degisimi

Amplifikasyon egrileri incelendiginde ise MCF-7 hiicresine ait 6rneklerin esik
degerinden ¢ikis zamanlarmin Ct degerleri ile tutarli oldugu goriildii. MDAMB-231
hiicresine ait 6rneklerin esik degerlerinde ise hipoksi kosullarinda belirgin bir fark
goriildii, ancak bu durum serum yoksunlugunda goriilmedi. MDAMB-453 hiicresine
ait 6rneklerin esik degerinden ¢ikis zamanlarinin Ct degerleri ile tutarli oldugu goriildi.
Hem hipoksi hem de serum yoksunlugu ile inkiibasyona birakilan hiicrelerden elde
edilen 6rneklerin anlamli Ct degerler verdigi goriildi (Sekil 6.16). A549 hiicresine ait
orneklerin esik degerlerinde normoksi, hipoksi ve serum yoksunlugu kosullarinda
belirgin bir fark goriildii, ancak bu durum hipoksi ve serum yoksunlugu arasinda
goriilmedi. NCIH82 hiicresine ait 6rneklerin esik degerlerinde normoksi ve hipoksi
arasinda belirgin bir fark goriilmedi. DU145, PC3 ve RWPE-1 hiicresine ait 6rneklerin
esik degerlerinde ise hipoksi kosullarinda belirgin bir fark goriildii, fakat LNCAP

hiicrelerinin 6rnekleri bu farklilik arasinda goriilmedi.
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Sekil 6.16 Real Time PCR aplikasyon egrileri
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7. TARTISMA

GEO ve Array Express veri tabanlarinda taratilarak veri analizinde kullanilan
GSE45666, GSES58210, GSE76260, GSE21036, GSE19945 ve GSE48414
datasetlerinin meta-analiz yontemi ile incelendikten sonra, belirlenen 06zgiin
miRNA ’lardan olusan tablolarinin kesisim noktalarinda bulunan miRNA ’lar belirlendi.
Tez kapsaminda istatiksel ve biyoinformatik ac¢idan incelen miR-145-3p ile deneysel

sonuglarin birbiri i¢ginde tutarli oldugu goriildii.

Potansiyel bir aday miRNA biyobelirteci olan miR-145-3p’in, metastazi
indiiklenmis hiicre hatlarinda test edilmis olmasinin sebebi, sectigimiz miRNA
seviyelerinin metastaz ile degisebileceginin diisiiniilmesidir. Bu hipoteze dayanarak
meme, akciger ve prostat dokusunu temsil eden 11 hiicre hattinin normoksi kosullarina
ek olarak, hipoksi kosullarinda ve serum yoksunlugunda inkiibasyonlar1 kapsayan 3
farkli deney seti kurulmustur. Kanserin erken tanisi i¢in kanser tiirlerinin molekiiler
Ozelliklerinin daha ayrintili olarak belirlenmesi gerekmekte bunun icin de
miRNA’lardan yararlanilmasi i¢in gilincel tami1 yaklasimlar1 olusturmak ve tiimor

davranisinin anlasilmasina katki saglamak hedeflenmektedir.

Bir¢ok kanser tlriinde miR-145"nin ekspresyonunun azalmis oldugu
bildirilmistir (Dong et al., 2014; Matsushita et al., 2016; Zhu et al., 2009). Ancak miR-
145’in ekspresyonun azalmasinin sebebi tam olarak bilinmemektedir. Cui ve
arkadaglarinin ~ yaymladigi  makalede  miR-145’nin  ifadesini  diizenleyen
transkripsiyonel faktérden bahsetmiglerdir. P53 ve FoxO1/3 pri-miR-145
transkripsiyonunu tesvik ederken, RREB1 ve C/EBP-f transkripsiyonunu inhibe
etmektedir. P53, BRCA1, BCDIN3D ve DDX6, miR-145’in ifadesini transkripsiyon
sonrasi seviyede diizenler (Cui et al., 2014). MiR-145'in hedefledigi genler arasinda
IRS-1, EGFR, ¢c-Myc, MUCI1, FSCNI, OCT4 ve SOX2 yer almaktadir. Bu genler
birden ¢ok kanser mekanizmasini etkileyerek, proliferasyon, apoptoz, farklilagsma,
invazyon ve anjiyogenez gibi farkl hiicresel prosesleri diizenlemektedir (M. Shi et al.,

2010). Matsushita ve arkadaglarinin yaptig1 ¢alismada miR-145-3p'nin meme kanseri
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hiicrelerinde tiimor baskilayici gibi davrandigini gosterilmistir, ayrica miRNA ipliginin

insan kanseri patogenezinde kilit rolleri oldugu gésterilmistir (Matsushita et al., 2016).

Mataki ve arkadaslarmin yaptigi calismada, miR-145-3p'nin (yolcu ipliginin)
akciger skuamoz hiicreli karsinoma (SCC) hiicrelerinde miR-145-5p (kilavuz serit) gibi
anti-timor fonksiyonlara sahip oldugunu gosterilmistir. Ayrica bu ¢alismada miR-145-
Sp’nin akciger kanseri dahil olmak {izere bir¢ok kanser tiiriinde anti-tiimor fonksiyon
gosterdigi belirtilmistir (Mataki et al., 2016). Daha 6nceki ¢aligsmalara dayanarak, miR-
145-5p ve miR-145-3p'lerin her ikisi de kanser hiicrelerinde anti tiimor miRNA’lar gibi

davranmaktadir.

miR-145, IRS-1, IGF-IR ya da epidermal biiyiime faktorii reseptorii (EGFR) gibi
biliytime faktorii ile ilgili geni hedef alan kanser hiicresi proliferasyonu baskilayabilir
(B. Shi et al., 2007). Dahasi1, DFF45, CBFB, CLINT1, PPP3CA veya c-Myc'yi inhibe
ederek hiicre apoptozunu ve hiicre dongiisiinii durmasi yoniinde indiiklenmesi de miR-
145 aracili tiimor biiylimesinin bastirilmasina katkida bulunmaktadir (Sachdeva and
Mo, 2010). MIC1, FSCN1, NEDD9 ve SOX9 gibi kanser hiicresi invazyonu ve
metastazina karisan bazi kanserojenlerin miR-145 tarafindan dogrudan diizenlenmesi,
bir¢cok kanser hastasinda tespit edilmistir (Sachdeva and Mo, 2010). Buna ek olarak,
miR-145'in OCT4, SOX2 ve KLF4 gibi ¢ekirdegi yeniden programlama faktorlerini
hedefleyerek hiicre farklilagsmasini diizenleme konusunda 6nemli bir rolii olduguna dair
kanitlar bulunmaktadir (N. Xu et al., 2009). Bu arada, miR-145, VEGF, hipoksi ile
HIF-1a (uyarilabilir faktér 1a) veya N-RAS’1 hedefleyerek anjiyogenez siirecini
geciktirebilir (Q. Xu et al., 2012). Dahasi, ICP4 (enfekte hiicreli polipeptid 4) gibi bazi
kanserle iligkili viriis genleri, miR-145 i¢in hedefler olarak dogrulanmistir (C. Y. F.
Lee et al., 2009). miR-145 bu hedef genleri diizenleyerek, gii¢lii bir tiimor baskilayici
etki yapar. Bununla birlikte, hedef gen sayis1i hala biiylimekte olup, miR-145’in

karmasik bir diizenleyici aga sahip oldugu belirtilmektedir.
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Sekil 7.1 MiR-145 geninin diizenledigi mekanizmalar (M. Shi et al., 2010).

MiR-145 ilk olarak faredeki miRNA’lara ile benzerligine dayali dogrulandiktan
sonra akabinde kolorektal kanserde 6nemli dl¢iide azalir seviyeleri ile insanlarda da
dogruland1 (Michael et al., 2003). MiRNA genlerinin yarisindan fazlast (% 52.5)
genomdaki kansere bagli bolgelerde bulunmaktadir. miR-145, insan genomunda
kirilgan bir bolge olarak bilinen kromozom 5 (5q32-33) {izerinde stabil bir sekilde

bulunur. Bir¢ok kanser tipinde miR-145'in down regiilasyonu gézlemlenmis ve bu
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durumun tiimor baskilayic1 olarak kullanilabilecegini diisiindiirmiistiir (Lei et al.,

2014).

Su ana kadar, miR-145"in birden fazla onkogeni hedefleyerek, hiicre dongiisii,
cogalmasi, apoptozis ve invasyon gibi cesitli hiicresel siiregleri diizenlemeye dahil
oldugu gosterilmistir (La Rocca et al., 2009). Dahasi, azaltilmig miR-145 ifadesi, bir
cok kanser i¢in daha kotii bir prognoz ile iligkilidir (X. Chen et al., 2010); bu durum,
potansiyel bir kanser biyolojik belirteci ve kanser tedavisi i¢in cazip bir hedef gorevi
gorebilecegini gostermektedir. Bu tez ¢alismasinda, miR-145'in hiicre kiiltiirii tizerinde
hipoksi sartlar1 ve serum yoksunlugunda biyolojik fonksiyonlarina etkileri 6zetlemeyi

amagclamaktadir.

Calismada olusturulan deney setlerinden bir digeri ise serum yoksunluguydu.
Serum yoksunlugu inkiibasyonunun Real-Time PCR sonuglarmin karmasik ve
Oongoriilemez olusunun nedeninin, hiicre tipine ve ikilenme zamanina bagl oldugu
diisiiniildii. Mevcut literatiir calismalarin1 hesaba katmakla birlikte, serum agligiyla
uyarilan molekiiler olaylarin basit bir mekanizmaya dayandirilabilecegi
distiniilmemektedir. Hassasiyet, tutarlilik ve tekrarlanabilirlik agisindan miR-145-
3p’deki anlamli ifade degisikleri i¢cin bu deney seti fizyolojik olarak uygun degildir.
Farkli sinyal yollari, ayn1 hiicre tipinde karsit degisimler gosterdi. Bazal ortam bir¢ok
onemli makro besin maddelerini (glikoz, amino asitler) igerdiginden, deney siiresinin
serum yoksunlugu etkisinin gosterebilmesi agisindan elde edilen ifade degisiklerindeki

kararsizlik miRNA metabolizmasinin bir yansimasi degildir.
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8. SONUC

Meta analiz yaklasiminin kanser ¢alismalarinda kullanilmaya baglanmasi ile
ortak miRNA’larin ortaya c¢ikarilmasi daha anlamli sonuglar sunmustur. Ayni
dokulardan tiirevlenen kanser hiicre hatlarinda ekspresyonlar1 Real Time PCR ile
belirlenerek, istatiksel olarak elde edilen verilerin deneysel olarak dogrulanmasi da
miimkiin olmustur. Boylece, miR-145’nin kanser metastazinda biyobelirte¢ olarak

kullanimi olas1 kilmustir.

Son yillarda yapilan caligmalarda 6zellikle de miRNA’larin, dominant olarak
aktarilan norodejeneratif hastaliklar, otoimmun rahatsizliklar, kanser ve viral
enfeksiyonlarin gelisiminde onemli rol oynadiklar1 goriilmektedir. Meme kanseri,
akciger kanseri ve prostat kanseri i¢in yapilan c¢alismalarin molekiiler alt
tiplendirilmesinde farkli yontemlerin kullanilmasi, dogrulugunun bilinmemesi, elde
edilen sonuglarin karsilastirilmamasi, birbirinden bagimsiz ¢ok fazla bilginin
bulunmasi timor davranislarinin dogru bir sekilde yorumlanmasinda problem
olusturmaktadir. Bu problemin minimize edilmesi i¢in, giinlimiizde olduk¢a siklikla
kullanilan bir yaklasim olan meta-analiz yontemi ile daha 6nceden yapilan kanser
caligmalarinin karmasikliginin giderilmesi ve var olan bulgularin bir araya getirilip
niceliksel olarak giivenilir bir sekilde degerlendirilmesi yapilmistir. Bu degerlendirme
sayesinde metastatik yayilim gosteren yumusak doku kaynakli meme, akciger ve
prostat tiimor hiicreleri gibi farkli hiicrelerin kesisim noktasinda eksprese olan
miRNA’lar bulunarak, istatiksel analizin deneysel olarak dogrulanabilmesi i¢in normal
hiicre hatlarinda, metastaz 0zelligi gosteren kanser hiicre hatlarinda ve metastazi
indiiklenmis hiicre hatlarinda bu miRNA’larnin ekspresyon profillerinin ¢ikarilmasi ve

biyobelirte¢ olarak kullanim potansiyellerinin arastirilmasi hedeflenmektedir.

Aday miRNA biyobelirteglerinin, 6zellikle metastatik 6zellik gosteren hiicre
hatlarinda ve kontrol grubu olarak kullanilan normal hiicre hatlarinda karsilastirilmasi
ve test edilmesi, ek olarak metastazi indiiklenmis hiicrelerde de bu miRNA’larin
potansiyellerinn belirlenmesi, kanda dolasan miRNA’larin tespit edilebilmesindeki

temel basamagi olugturmaktadir.
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Bu calisma hedefleri ve ¢iktilari ile hem her ti¢ kanser tiirii i¢in ortak biyobelirteg
ozelligi gosteren miRNA’lar istatiksel ve deneysel olarak bulunabilecek hem de bu
calisma ile elde edilen bilgiler daha sonra yapilacak olan ¢calismalara ve kanda dolasan
miRNA’larin tespiti ile olusturulabilecek hizli tani kitlerinin gelistirilmesine de 151k

tutulabilecektir.

Molekiiler yap1, mutasyon tipi, metastaz 6zelligi, klinik siire¢ ve tedaviye cevap
acisindan karisik ve heterojen bir hastalik olan meme, akciger ve prostat kanser alt
tiplerinin miRNA biyobelirtecleri ile belirlenmesi ve miRNA biyobelirtegleri ile hizli
tan1 kitlerini iireten sistemlerinin gelistirilmesi miimkiin olabilecektir. Bu tani1 kitlerinin
uygulanabilirliginin ve erisebilirliginin kolay olmasi da kanserin erken teshisinde

avantaj olarak goriilmektedir.
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9. ONERILER

Hedef mRNA’nin  yikimmi ya da translasyonunun baskilanmasinin
gerceklestirerek post-transkripsiyonel seviyede gen ekspresyonunu diizenleyen
mikroRNA’larin mekanizmasinin agiga ¢ikartilmasi ve dokuya spesifik miRNA gen
ifade diizeylerinin belirlenmesi, meme, akciger ve prostat kanseri hastaliklarinin erken
tan1 ve tedavisindeki dogrulugunu artirmasi bakimindan énemli bir avantaj saglayarak
hatali teshis ve yanlis tedavi uygulamalarinin sebep oldugu diisiik sag kalim oranlarinin

ylukseltilecegi ongoriilmektedir.

Prostat kanseri, akciger kanseri ve meme kanseri erken teshisi ve prognozu ile
ilgili yapilan arastirmalar taratildiginda, yeni bir biyobelirte¢ yaklasimi olarak kanda
dolasan miRNA seviyelerini inceleyen caligmalarin sayis1 giin gectik¢e artmaktadir.
Ozetle miRNA’larm stabilitesi, yiiksek duyarligi ve kanda tespit edilmesi ile
ulasilabilirliginin kolay olmasi, kanda dolagsan miRNA ’larin kanser tani ve tedavisinde

kullanilmasina olanak saglayacaktir.

Ayrica tez kapsaminda meta analiz yontemi ile belirlenen 24 adet miRNA nin da
meme, akciger ve prostat hastalarinin kan 6rneklerinde ekspresyonlarinin arastirilmasi
ve dogrulanmasi ile {i¢ kanser tiirii i¢cin ortak biyobelirte¢ sayisinin artirilabilecegi
diisiiniilmektedir. Tez kapsaminda bir adet tiimor siipresor miRNA secilmistir. Buna
ek olarak bir adet veya daha fazla onkogen 6zellik gosteren miRNA’nin secilmesi ile
calismanin dogrulugu artirilabilir. Bu sayede, kanser mekanizmalarin meta-analiz
yontemlerinin yardimiyla detayli ve kapsamli bir sekilde arastirilmasinin tani ve tedavi

icin alternatif ve etkin hedeflerin belirlenmesine olanak saglamasi miimkiindiir.

Real Time PCR asamasinda en az iki tane referans gen kullanmak hesaplarin
normalizasyonu kolaylastiracak ¢alismanin dogrulugunu artiracaktir. Deney setlerinde
yapilan farkli uygulamalardan en az sekilde etkilenmesi ve bu sayede referans
genlerindeki tiim degisiklikleri engellenmesi miimkiin olabilir. Ayrica RNA kalitesinin

yuksek tutulmasi ile cDNA eldesindeki cevre kirliligini azaltacaktir. A260/A280
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oraninin 1.8-2.0 arasinda tutulmasi, gerekli olan RNA miktarinin sabit tutulmasi

Onemlidir.

Gelecekte meta analiz sonuglarinin daha kapsamli olarak ele alinmasini saglayan
otomotize edilmis sistemlerin olusturulmasi ve miRNA ekspresyon modellemelerinin
yapilmast ile birlikte hedefe yonelik tedavi modellerinin gelistirilmesine katk1

saglanacag diisiiniilmektedir.
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