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OZET

ENKAPSULE EDILMIiS MiR-3670, MiR-8078 TEMELLI TEDAVI
YAKLASIMININ MEME KANSERININ IMMUNOTERAPISINDEKI
ETKINLIGININ ARASTIRILMASI

KOSTEKCI, Sedat
Doktora Tezi, Molekiiler Biyoloji ve Genetik Anabilim Dal1
Danisman: Prof. Dr. Yasin TULUCE
2024, 188 sayfa

Bu c¢alismada amag¢, MCF-7 meme kanseri hiicrelerinde asir1 eksprese edilen bir
immiin kontrol noktasi olan PD-L1'in ekspresyonunu mikroRNA-3670 (miR-3670) ve
mikroRNA-8078 (miR-8078) kullanarak inhibe etmek ve meme kanserindeki
immiinoterapotik 6zelliklerini aragtirmaktir.

Biyoinformatik analizlerimiz sonucunda miR-3670'in PD-L1 mRNA'nin iki
farkli bolgesine yiiksek baglanma skorlariyla (82.15 ve 87.35) baglanabildigi, PD-L1
ligand sentez yolaklarin1 ve kanser hiicrelerinin temel diizenleyici yolaklarini 6nemli
Olgiide hedef aldigi ve meme kanserinde PD-L1 ekspresyonunu etkili bir sekilde
baskiladig1 tespit edilmistir. Sitotoksisite analizi, her iki miRNA'nin InM dozunun
MCF-T7 hiicre hattinda yiiksek toksisite sergilerken, saglikli bir meme dokusu hiicre hatti
olan HME1'de daha az toksik oldugunu tespit edilmistir. Total RNA analizleri, toplam
RNA konsantrasyonlar1 ile sitotoksisite seviyeleri arasinda anlamli bir korelasyon
oldugunu belirlemistir. Yiiksek sitotoksik dozlarda toplam RNA miktarinda bir azalma
gozlenirken, diisiik sitotoksik dozlarda bir artig belirlenmistir.

RT-PCR ve ELISA analizlerimize dayanarak, miRNA-3670 ve miRNA-8078
mimiklerinin 1 nM dozlarinin MCF-7 hiicrelerinde hem PD-L1 gen ifadesini hem de
sPD-L1 protein seviyelerini azalttig1 tespit edilmistir. Ancak, HMEI hiicreleri lizerinde
anlaml bir etki tespit edilememistir. MCF-7 hiicrelerinde, miR-3670 ve miR-8078
hiicre sagkalimini azaltip apoptozu tetiklerken, HMEI1 hiicrelerinde anlamli bir farka
neden olmamuistir. Hiicre gogtli analizimize gore, miRNA'lar MCF-7 hiicrelerinde hiicre
gocii lizerinde giiglii bir inhibitor etkiye sahipti (sirasiyla %81.47 ve %99.8) ve anti-
metastatik Ozellik sergilemistir. Tersine, HME1 hiicrelerinde hiicre gociinli inhibe
edemedigi (sirastyla %22.8 ve %6.2) tespit edilmistir.

Morfoloji ve biyoinformatik analizlere (KEGG ve GO) dayanarak, her iki
miRNA da lamellipodia varliginda énemli bir diisiise yol agarak MCF-7 hiicrelerinde
EMT'den MET'e gecise neden oldugu tespit edilmistir. Ancak, HMEI hiicrelerinde
goriintir morfolojik degisiklikler gozlenmemistir.

Metastazla iligkili parametreler lizerinde yapilan ELISA analizlerine gore, MCF-
7 ve HMEI1 hiicrelerinde miR-3670 ile miR-8078'in 1nM dozu serbest e-kaderin antijen
seviyelerini 6nemli ol¢giide azalttig1 tespit edilmistir. Ayrica, miR-3670 ve miR-8078'in
MCF-7 ve HMEIL hiicrelerinde sVEGF-A seviyesinde ve sTINAGL-1 antijen
seviyesinde azalmaya neden oldugu bulunmustur.

miR-3670 ve miR-8078'in MCF-7 hiicrelerinde koloni olusumunu sirasiyla
%17.7 ve %78.2'lik bir azalma ile 6nemli ol¢iide engelledigi belirlenmistir. MCF-7
hiicre hattinda 3D sferoid olusumunu %90 oraninda engelledigi ve tipik olarak elipsoid
sekilli 3D sferoidlerin aksine amorf sferoidlerin (sirasiyla %13 ve %22) gelismesine
neden oldugu tespit edilmistir. Olusturulan 3D sferoidlerin boyutunun 100 pm'in



altinda kaldig1 ve hacimlerinin 1 mm?® ten az oldugu tespit edilmistir. HME! hiicre
hattinda 3D sferoid yap1 gézlenmemistir.

Sonug olarak; miRNA’larin (miR-3670, miR-8078), meme kanseri hiicrelerinde
bagisiklik tepkilerinin yeniden yoOnlendirilmesi yoluyla kanser immiinoterapisi igin
potansiyele sahip olabilecegini gdstermistir. Ozellikle mevcut kanser tedavisi
yaklasimlarinda giderek daha 6nemli hale gelen kisisellestirilmis kanser immiinoterapisi
de ve hedefe yonelik tedaviye iliskin gelecekteki arastirmalar i¢in bir temel saglayabilir.

Anahtar kelimeler: Meme kanseri, Ko-kiiltiir, MCF-7, Immiinoterapi, miR-
3670, miR-8078, PD-L1, 3D sferoid
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ABSTRACT

INVESTIGATION OF THE EFFICIENCY OF ENCAPSULATED MIR-3670,
MIR-8078-BASED THERAPY APPROACH IN IMMUNOTHERAPY OF
BREAST CANCER

KOSTEKCI, Sedat
Ph.D. Thesis, Department of Molecular Biology and Genetics
Supervisor: Prof. Dr. Yasin TULUCE
2024, 188 pages

The aim of this study is to inhibit the expression of PD-L1, an immune
checkpoint overexpressed in MCF-7 breast cancer cells, using microRNA-3670 (miR-
3670) and microRNA-8078 (miR-8078) and to investigate its immunotherapeutic
properties in breast cancer.

As a result of our bioinformatic analysis, it was determined that miR-3670 could
bind to two different regions of PD-L1 mRNA with high binding scores (82.15 and
87.35). It has been found to significantly target PD-L1 ligand synthesis pathways and
key regulatory pathways of cancer cells and effectively suppress PD-L1 expression in
breast cancer.

Cytotoxicity analysis determined that the 1nM dose of both miRNAs exhibited
high toxicity in the MCF-7 cell line, while being less toxic in HME], a healthy breast
tissue cell line. Total RNA analyzes determined that there was a significant correlation
between total RNA concentrations and cytotoxicity levels. While a decrease in the
amount of total RNA was observed at high cytotoxic doses, an increase was determined
at low cytotoxic doses.

Based on our RT-PCR and ELISA analyses, 1 nM doses of miRNA-3670 and
miRNA-8078 mimics were found to reduce both PD-L1 gene expression and sPD-L1
protein levels in MCF-7 cells. However, no significant effect on HME1 cells was
detected.

In MCF-7 cells, miR-3670 and miR-8078 reduced cell survival and triggered
apoptosis, while it did not cause a significant difference in HMEI cells. According to
our cell migration analysis, miRNAs had a strong inhibitory effect on cell migration in
MCF-7 cells (81.47% and 99.8%, respectively) and exhibited anti-metastatic property.
Conversely, it was found to be unable to inhibit cell migration in HME1 cells (22.8%
and 6.2%, respectively).

Based on morphology and bioinformatics analyzes (KEGG and GO), both
miRNAs were identified to cause a significant decrease in the presence of lamellipodia,
causing the transition from EMT to MET in MCF-7 cells. However, no visible
morphological changes were observed in HME1 cells.

According to ELISA analyzes on metastasis-related parameters, it was
determined that InM doses of miR-3670 and miR-8078 significantly reduced free e-
cadherin antigen levels in MCF-7 and HME1 cells. Additionally, miR-3670 and miR-
8078 were found to cause a decrease in the SVEGF-A level and sTINAGL-1 antigen
level in MCF-7 and HMET1 cells.

It was determined that miR-3670 and miR-8078 significantly inhibited colony
formation in MCF-7 cells, with a decrease of 17.7% and 78.2%, respectively. It was
found to inhibit 3D spheroid formation in the MCF-7 cell line by 90% and cause the
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development of amorphous spheroids (13% and 22%, respectively), as opposed to the
typically ellipsoid-shaped 3D spheroids. It was determined that the size of the 3D
spheroids created was below 100 pm and their volume was less than 1 mm?3. 3D
spheroid structure was not observed in the HMET1 cell line.

In conclusion; demonstrated that miRNAs (miR-3670, miR-8078) may have
potential for cancer immunotherapy through redirection of immune responses in breast
cancer cells. It may also provide a basis for future research into personalized cancer
immunotherapy and targeted therapy, which is becoming increasingly important in
current cancer treatment approaches in particular.

Keywords: Breast cancer, Co-culture, MCF-7, Immunotherapy, miR-3670,
miR-8078, PD-L1, 3D spheroid
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1. GIRIS

Kanser, boliinme kontroliinii kaybetmis, fizyolojik sinirlarin 6tesinde hizla
bliyiiyebilen ve komsu doku ve organlara yayilabilen doniismiis hiicrelerin neden
oldugu bir hastalik olarak tanimlanmaktadir. Diinya genelinde gerceklesen Oliimlerin
sebepleri arasinda kanser ikinci sirada yer almaktadir. Diinya Saglik Orgiitii (DSO)
verilerine gore, kanser 2020 yilinda yaklasitk 10 milyon kisinin 6liimiine neden
olmustur; bir baska deyisle, yaklasik her alt1 6liimden biri kanserden kaynaklanmaktadir
(Ferlay vd.,2020; de Martel vd., 2020; Anonim, 2020b). Son arastirmalar, 2019 yili
itibari ile goriilmeye baglanan ve tiim diinyay1 etkisi altina alan COVID 19 salgin
nedeniyle gilincel kanser verilerinin toplanmasinin miimkiin olmadigini bildirmistir.
Ayn1 raporlar, pandeminin ikincil etkileri sonucu kanser teshis ve tedavisinde yasanan
gecikmeler nedeniyle yeni kanser vakalari ve Oliim sayilarinda ciddi bir artis
olabilecegini belirtmektedir (Yabroff vd., 2022). En yaygin goriilen kanserler meme,
akciger, kolorektal ve prostattir (Anonim, 2020b). Kadin sagligini ciddi anlamda tehdit
eden ve bu cinsiyette en sik goriilen meme kanseri, kansere bagli 6liimlerin biiyiik bir
kismint olusturmaktadir (Siegel vd., 2021). Hiicrelerdeki onkogenlerin anormal
ekspresyonunun kacinilmaz olarak tiimdrigenez ve kanser gelisimi ile iliskili oldugu iyi
bilinmektedir. Kanser tedavisi icin miRNA bazli tedaviler, bu genlerin mRNA'larini
translasyondan Once veya sonra susturmak i¢in potansiyel adaylar olarak kabul
edilmistir (Han vd., 2019; Han vd., 2020; Rupaimoole ve Slack, 2017).

miRNA'lar yaklasik 21-23 niikleotid uzunlugunda tek iplikli RNA molekiilleridir
(Lee vd., 1993). miRNA'lar kodlamayan RNA sinifina ait olup mRNA'nin
ekspresyonunun ve transkripsiyonel kontroliiniin diizenlenmesinde o6nemli bir rol
oynamaktadir (Beavers vd., 2015). miRNA'lar, immiin kontrol noktasi reseptdrlerinin
programlanmis hiicre 6liimii proteini (PD-1) ve T-lenfosit iliskili protein 4 (CTLA-4)
mRNA'sim1 hedefleyebildikleri i¢cin immiin kontrol noktasi blokerleri (IKB) olarak
kullanilma potansiyeline sahiptir. Bu 06zellikler, kanser immiinoterapisinde yeni bir
stratejik anlayisa yol agmustir. Terapdtik miRNA, mimik miRNA ve antimiR'ler
(miRNA'larin inhibitorleri) olarak ikiye ayrilir (Rupaimoole ve Slack, 2017). Mimik
miRNA’lar gen susturma i¢in kullanilan dogal olmayan, ¢ift sarmallt RNA parcalaridir

ve gene Ozgii bir sekilde hareket ederler (Wang, 2011). Mimik miRNA'lar, "miRNA



hedefleme" veya "miRNA islev kazanimi1" stratejisi yoluyla kanser gibi hastaliklarda
hiicrede kaybolan veya azalan miRNA ifadesini diizenlemek i¢in kullanilir (Rupaimoole
ve Slack, 2017; Wang, 2011). Anti-miRNA'lar, transfeksiyondan sonra miRNA
fonksiyonunu spesifik olarak inhibe etmek (onkojenik mikroRNA'larin ekspresyonunu
bloke etmek) i¢in kullanilan tek sarmalli, modifiye edilmis RNA'lardir (Ling vd., 2013;
Tang vd., 2017). Programlanmis hiicre 6liimii ligand-1'i (PD-L1) asir1 eksprese eden
kanserlerde miRNA'lar1 manipiile ederek PD-L1 blokajinin anti-timor etkinligi ve
kisisellestirilmis tedavi planlamasi i¢in 6nemli oldugu bildirilmistir (Zhang vd., 2023).
Immiin yaniti engelleyici bir ligand olan PD-L1'in kanser hiicrelerinde, bu ligandin
reseptOrii olan PD-1'in ise immiin hiicrelerde ifade edildigi bilinmektedir (Dua ve Tan,
2017; Sun vd., 2016). PD-1/PD-L1 eslesmesi, tiimorlerin ve viriisle enfekte olmus
hiicrelerin bagisiklik sistemi gozetiminden kagmasini saglayan énemli bir bagisiklik
sistemi mekanizmasidir (McArthur, 2016). Kisaca, tiimor veya enfekte hiicrelerin
yiizeyindeki PD-L1 ligandinin T hiicrelerinin ylizeyindeki PD-1 reseptdriiyle birlesmesi,
T hiicresinde PI3K/AKT ve Ras aktivasyonunu engelleyerek bu hiicrelerin sitotoksik
aktivitesini bozar ve bu da tiimor ve viriisle enfekte hiicrelerin hayatta kalmasini saglar
(Zhang vd., 2023; Quan vd., 2022). Calismalar, PD-1/PD-L1'in monoklonal antikorlar
veya kii¢iik molekiillii ilaglarla bloke edilmesinin bagisiklik hiicrelerinin aktivasyonunu
ve sitotoksik aktivitesini artirdigin1 gostermistir (Liu vd., 2021). Meme kanserini tedavi
etmek i¢in diinya capinda biliylik c¢abalar sarf edilmekte ve yeni tedaviler
gelistirilmektedir. Son yillarda, umut verici ve yaygin olarak calisilan tedavilerden biri
immiin kontrol noktas1 engelleyici (IKB) tedavisidir (Rotte, 2019; Qureshi vd., 2022).
Klinik kanser tedavisinde, cesitli ilaglar ve antikorlar IKB inhibitorleri olarak bir tedavi
secenegi haline gelmistir (Aksu ve Sengiil, 2019). Bununla birlikte, kalict ve ideal bir
klinik fayda heniiz elde edilememistir, bu nedenle bir IKB tedavisinin gelistirilmesi
gereklidir. Kimyasal ilaglar ve antikor bazli ilaglarin yani sira miRNA'lar da IKB
tedavisinde yeni bir aragtirma alani olarak 6nem kazanmistir (Zhou vd., 2023).

Tez projemiz kapsaminda; meme kanseri hiicrelerinde (MCF-7) asir1 eksprese
edilen bir immiin kontrol noktasi olan PD-L1’in ekspresyonunu miR-3670, miR-
8078’ile bloke edilmesi ve meme kanserindeki immiinoterapotik roliiniin belirlenmesi
hedeflenmistir. Ayrica miR-3670, miR-8078’in MCF-7 kanser hiicrelerindeki terapotik

Ozelliklerinin belirlenmesi amaglanmistir. Calismamiz sonucunda elde edecegimiz



bilgiler miR-3670, miR-8078’in meme kanseri immiinoterapisi iizerindeki molekiiler

etkilerinin aydmlatilmasi agisindan 6n veri niteliginde olmasinin yani sira ileride

molekiiler ve klinik bazl1 calismalara temel olusturacaktir.

Calismamizin Ozgiin Degeri;

>

Literatiir aragtirmamiz, ilk kez bu calismada kullanilmasi disinda, miR-
3670 ve miR-8078'in MCF-7 ve HMEIl hiicre hatlarindaki
immiinoterapotik etkinligi veya PD-L1 i¢in immiin kontrol noktasi
blokerleri (IKB) olarak kullanimi konusunda herhangi bir ¢alisma
yapilmadigini ortaya koymustur.

Bu c¢aligmada, miR-3670 ve miR-8078 transfekte edilmis MCF-7
hiicreleri ilk kez in vitro ortamda CDS8" hiicreleri ile birlikte kiiltiire
edilmis ve immiin kontrol noktasi iizerindeki etkisi arastirilmistir.
miR-3670 ve miR-8078'in in vitro ortamda meme kanserindeki
antiproliferatif, anti-metastatik ve apoptotik aktivitesi ilk kez bu
calismada test edilmistir.

Literatiirde ilk kez miR-3670 ve miR-8078 mimikleri iki hiicre hattinda
(MCF-7 ve HME1) 6 farkli dozda (1 uM, 5 uM, 10 uM, 25 uM, 50 uM,
100 uM) uygulanmustir.

Tez projemiz, miR-3670, miR-8078 mimiklerinin in vitro olarak iki
hiicre hatti (MCF-7 ve HME]1) tarafindan olusturulan 3D sferoidler
iizerindeki etkilerini arastiran ilk projedir. Tiim bunlar calismamizin

0zgiin niteligini olusturmaktadir.

Calismamizdan Beklenen Sonugclar;

>

Projemiz, miR-3670 ve miR-8078 mimiklerinin MCF-7 meme kanseri
hiicrelerinde PD-L1 ekspresyonunu inhibe ettigini ve sonug olarak hiicre
zarinda protein formundaki varligini azalttigin1 géstermeyi amaglarken,
HME!1 saglikli meme hiicrelerinde bu aktivitenin tolere edilebilir bir
tablosunu olusturmay1 hedeflemektedir.

Mevcut projemizde, miR-3670 ve miR-8078 mimiklerinin MCF-7 meme
kanseri hiicrelerinde transfeksiyon yoluyla kanserle iligkili genlerin
ekspresyonunu inhibe ederek sitotoksik, antiproliferatif, apoptotik ve

anti-metastatik etkilere sahip olabilecegi varsayilmistir.



» Ayrica, literatiirde ilk kez, yukaridaki miRNA'larin meme kanseri
hiicrelerinin in vitro ortamda olusturdugu 3D sferoid yapilar iizerindeki
etkisi arastirilmistir ve bu baglamda, biyoinformatik aragtirmamizla
uyumlu olarak bu miRNA'larin 3D sferoid olusumunu engellemesi
beklenmektedir.

» MCF-7 hiicrelerine miR-3670 ve miR-8078 mimiklerinin uygulanmasini
takiben, PD-L1 ekspresyonunun inhibisyonu ve hiicre zarinda PD-L1
ekspresyonunun kaybolmasi/remisyonu sonrasinda MCF-7 hiicrelerinin
in vitro kosullarda ko-kiiltiir ortaminda bagisiklik sisteminden

kagamadiginin gosterilmesi hedeflenmektedir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1 Kanser

Kanser, diinya genelinde baslica 6lim nedenlerinden olup artan yasam

beklentisinin dniindeki dnemli engeldir ve son zamanlarin en 6liimciil hastaliklari i¢inde

yer almaktadir (Chhikara vd., 2022; Anonim, 2020a). Diinya ¢apinda ikinci 6nde gelen

6lim nedeni olan kanserin, sagliklt hiicrelerin biiyiimesini ve hayatta kalmasim

diizenleyen genetik/epigenetik mekanizmalardaki bir dizi degisiklikten kaynaklandigi
bilinmektedir (Kanwal vd., 2013; LaMorte, 2016, Sekil 2.1). Kanser hiicrelerinin

karakteristik Ozellikleri arasinda apoptoza direng, kontrolsiiz ¢ogalma, invazyon ve

metastaz yer almaktadir (Balacescu vd., 2019).
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Sekil 2.1 Kanser olusumu ve metastaz sathalari



Diinya Saglik Orgiiti'niin (DSO) 2020 yilinda yaynladigi ve 112 iilkeyi
kapsayan raporunda, kanserin 70 yasindan onceki dliimlerin dnde gelen nedeni oldugu
belirtilmektedir (Anonim, 2020a). Goriilme siklig1 her yil artan kanser, ciddi bir saglik
sorunu olmaya devam etmektedir. Kiiresel kanser vakasi sayisinin %47 artisla 2040
yilinda 28.4 milyon olacagini tahmin edilmektedir (Sung vd., 2021). Kiiresellesme ve
biliyliyen ekonomiye bagli risk faktorleri arttikga bu vaka sayisinin da artmasi
beklenmektedir (Sung vd., 2020). HSG (Halk Saghgi Genel Miidiirliigli), tarafindan
2019 yilinda yayimlanan Tiirkiye kanser istatistiklerine gore, kanser Tiirkiye'de ikinci
onde gelen 6liim nedenidir. Ulkemizdeki kanser vakalarmin sayis1 ayn1 hizla artmaya
devam ederse, 2030 yilinda 22 milyon yeni vaka beklenmektedir ki bu da yeni
vakalarda %75'lik bir artis anlamima gelmektedir (Anonim, 2019). Ulkemizdeki kanser

vaka sayilarinin dagilimi Sekil 2.2'de gosterilmektedir.
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Sekil 2.2 Tiirkiye'de kadinlarda teshis edilen kanserlerin dagilimi (Anonim, 2017)

Kanserin tedavisi ve goriilme sikligi, hastalarindaki genetik varyasyonlar ve
sosyo-ekonomik faktorlerden etkilenmektedir. Kanser konusundaki bilimsel bilgi
birikimi ve teknolojik ilerlemeler, yeni teshis, tedavi ve etkili ilaglarin kesfedilmesini
saglamig ve hastalik bir 6l¢iide iyilestirilmistir. Tim bu gelisme ve ilerlemelere ragmen
kanser tedavisinde hala %100 kiir saglanamamistir. Bu nedenle yeni teshis ve tedavi

stratejilerine olan ihtiyag artarak devam etmektedir (Chhikara vd., 2022).



2.2 Meme Kanseri

2.2.1 Meme Kanserinin Tanim, insidans:1 ve Epidemiyolojisi

Meme kanseri, meme dokusundaki hiicrelerin genetik veya cevresel faktorlere
bagl olarak anormal ve kontrolsiiz bir sekilde boliindiigii ve ¢cevre dokuda metastazlar
olusturdugu bir hastalik olarak tanimlanmaktadir. Meme kanseri, diinya genelindeki tiim
kanser vakalarimin ylizde 11.7'sini olusturmaktadir. Meme kanseri, yliksek insidans
orani (yilda 2.3 milyon yeni vaka) ve yiiksek mortalite oran1 (685.000 6liim/y1lda) ile
diinya capinda kanser Oliimlerinin besinci dnde gelen nedenidir. Diinya genelinde
kadinlarda teshis edilen her dort kanser vakasindan birinin meme kanseri oldugu ve
kansere bagli her alt1 6liimden birinin meme kanserinden kaynaklandig: bildirilmektedir

(Anonim, 2020a) (Sekil 2.3).

H Diger kanserler m Rahim Akciger Kolorektal m Tiroid ™ Meme

Sekil 2.3 2020'de diinya genelinde kadinlarda tespit edilen yeni kanser vakalar1 (Sung vd.,
2021°den degistirilerek alinmustir)

Ulkemizdeki cinsiyete gore smiflandirilmis kanser verilerine bakildiginda
kadinlarda meme kanseri ilk sirada yer almakta ve teshis edilen her 4 kanserden 1'inin

meme kanseri oldugu bildirilmektedir (Anonim, 2017), (Sekil 2.4).
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Sekil 2.4 Tiirkiye'de kanser tiirleri ve kadinlar arasindaki dagilimi (Anonim, 2017)

2.3 In Vitro Meme Kanseri Calismalarinda Kullanilan Hiicre Hatlar

2.3.1 MCF-7 Hiicre Hatt1

MCF-7 meme kanseri hiicre hatti 1970 yilinda 69 yasinda meme kanseri olan

beyaz irktan bir kadindan izole edilmistir (American Type Culture Collection (ATCC),

2023, https://www.atcc.org/products/htb-22). 1973 yilinda bu hiicre hattina, Herbert Soule
ve digerleri tarafindan Detroit'te kurulan enstitiiye atfen Michigan Kanser Vakfi-7'nin
kisaltmasi1 olan MCF-7 adi verilmistir (Soule vd., 1973). Bu hiicre hatt1 elde edilmeden
once, kanser arastirmacilarinin mevcut kanser hiicrelerini hiicre kiiltlirii kosullarinda
sadece birka¢ ay canli tutabildikleri bilinmektedir (Glodek vd., 1990). Bu hiicre hatti
tizerinde elde edilen veriler sayesinde hiicreler artik in vitro ortamda uzun bir siire boyunca
rahatlikla kullanilabilmektedir. Bu hiicrelerin morfolojisi dogas1 geregi epitelyaldir. Meme
karsinomu olarak yaygin bir sekilde c¢alisilan MCF-7'nin farklilasmis meme epiteli
ozelliklerine sahip oldugu ve insiilin benzeri biiylime faktorii baglayici proteinler
sentezledigi bilinmektedir (Hass ve Bertram, 2009). MCF-7 hiicrelerinin sitoplazmadaki
Ostrojen reseptorleri (ER) araciligiyla Ostrojeni Ostradiole doniistlirdiigii ve Ostrojen ile

iliskili proliferasyon oldugu bildirilmistir (Sflomos vd., 2016). Bu nedenle ER pozitif bir


https://www.atcc.org/products/htb-22

kontrol hiicre hattidir MCF-7 hiicreleri sadece Ostrojene duyarli degil, ayn1 zamanda
progesteron reseptorleri (PR) i¢in de pozitiftir (Booms vd., 2019).

In vitro ortamda ¢ogaltildiginda hiicreler kubbe seklindedir ve epitel hiicreleri tek
bir tabaka halinde biiytir. MCF-7 hiicrelerinin biiylimesi in vifro ortamda yavas olsa da, bu
popiilasyon kolayca ¢ogaltilabilmektedir (Comsa vd., 2015). MCF-7 hiicrelerinin
logaritmik ikiye katlanma siiresi genellikle 30 ila 40 saat arasindadir. Hiicre boyutu 20-25
mikrometre olan MCF-7 hiicreleri biiyiik, yapisik hiicreler olarak karakterize edilir.

MCF-7 hiicrelerinde epidermal biliylime faktoriinden (EGF) bagimsiz
proliferasyon, Her2/Neu/cErbB2 ekspresyonunda asirt artis, N-Ras ve Rb proteinlerinin
hizli fosforilasyonu, siklin D1'de mutasyonlar ve onkogen WNT-7B ekspresyonu
gbzlendigi bildirilmistir (Booms vd., 2019). MCF-7 hiicreleri, meme epiteline 6zgii ¢esitli
Ozelliklere sahip olduklarindan meme kanserinin in vitro ¢alismalar i¢in idealdir ve bu
nedenle kanser hiicresi ¢aligmalarinda model hiicreler olarak kabul edilirler (Demirel vd.,
2009). Cizelge 2.1'de MCF-7 hiicrelerinin yani sira CRL-4010 hiicre hatlarinin temel

ozellikleri ve Sekil 2.5'te hiicre hatlarinin inverted mikroskop goriintiisti gdsterilmektedir.

2.3.2 hTERT-HMEI1(CRL-4010) Hiicre Hatt1

Insan meme epitel hiicre hattt CRL-4010 (hTERT-HME1), meme kanseri dykiisii
olmayan 53 yasindaki bir mammaplasti hastasindan elde edilmistir. h\TERT-HMEI1(CRL-
4010 ) hiicreleri retroviriis pBabepuro+hTERT vektorii ile immortalizasyon yoluyla elde
edilmis ve stabil klonlar se¢ilene kadar puromisinli tam biiylime ortaminda kiiltiirlenmistir.
Bu hiicreler, hiicre kiiltiiriinde telomeraz geninin (1-5) eksojen ekspresyonu nedeniyle

siursiz bllylime yetenegine sahiptir. Yapisik hiicreler olarak karakterize edilirler (ATCC,

2023).

Cizelge 2.1 MCF-7 ve HMEI1 hiicre hatlarinin temel 6zellikleri

Hiicre hatti Hiicre orijini Ostrojen (ER) Pm%le):{;eron Her2 Tiimérojenite
MCF-7 Metastaz (plevral (+) ) &) )
efiizyon)
HME1 Meme epiteli (-) -) -) -)

(non-metastatik

! (-): var (+): yok



Sekil 2.5 Hiicre hatlarmin inverted mikroskop goriintiisii (A: MCF-7 hiicre hatti, B: HMEI
hiicre hatt1 (Olympos CKX31’da 10x biiyiitme, Prof. Dr. Yasin Tiiliice nin
arsivinden izni alinarak kullanilmistir)

2.4 Ko-Kiiltiir (Hiicre Ortak Kiiltiirii)

Ko-kiiltiir, ikiden fazla farkli hiicre tipinin ayn1 ortamda cogaltilmasi olarak
tanimlanabilir. Geleneksel olarak, ko-kiiltiiriin iki farklt uygulama modeli vardir (Sekil
2.6). Birincisi, farkli hiicre tiplerinin dogrudan temas halinde oldugu ko-kiiltiir modelidir.
Bu modelde yiizey reseptorleri, hiicreler arasindaki baglantilar araciligiyla karsilikli
hiicresel uyarim saglayarak gen yollarini agip kapatabilir veya hiicre farklilasmasi gibi
etkilere neden olabilir. Ikinci model ise, bir transwell sistemi veya yar1 gegirgen zar hiicre
ile fiziksel bir ayrim olusturulmus hiicrelerin dolayli temasindan olusan ko-kiiltiir
modelidir. Bu modeller arasindaki temel fark, kiiltiirlenen hiicrelerin birbirleriyle dogrudan

veya dolayli temasidir (Vis vd., 2020).
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A) Dolayli temash ko kultur

! i o .L,

PD-L1 Liganti  PD-1 Reseptorl Sitokin cDa T hiicresi Kanser hiicresi

Sekil 2.6 Kullanilan standart ko-kiiltiir modelleri (A: dolayl temasl ko-kiiltiir modeli, B:
dogrudan temash ko-kiiltiir modeli)

2.5 Meme Kanserinde Tedavi Yontemleri

Giiniimiizde modern tip ilerleme kaydetmis olsa da hala kanseri tedavi edebilecek
ve hastanin yasam siiresini 0nemli Olg¢lide uzatabilecek bir terapi/tedavilere heniiz
ulasilamamustir. Giiniimiizde cesitli kanser tedavileri bulunmaktadir (Sekil 2.7). Kanser
tedavisinde cerrahi, radyasyon ve kemoterapi gibi tedaviler kanser kitlesini azaltabilir,
bu da kanserin ilerlemesine veya durmasina yol agabilir (Magbool vd., 2022). Mevcut
bu tedavilerin se¢iminde en 6nemli faktér hastanin kanser evresi, metastaz durumu ve
fiziksel durumudur (Baykara, 2016). Hastanin ve hastaligin durumuna bagli olarak bu
tedavilerden biri veya bunlarin kombinasyonu kullanilabilir (Chang-Qing vd., 2020).
Kanser tedavisinin temel amaci, mevcut kanseri ortadan kaldirmak veya tiimdriin
bliylimesini yavaglatmak ve hastanin miimkiin oldugunca uzun silire normal ve
semptomsuz bir yasam siirmesini saglamaktir (Chang-Qing vd., 2020; Magbool vd.,
2022).
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Kanser tedavileri, amaglaria bagli olarak ii¢ sekilde kullanilmaktadir (Magbool
vd., 2022);

Birincil tedavi; bu tedavinin temel amaci, kanseri viicuttan tamamen
uzaklastirmak veya tlim kanser hiicrelerini 6ldiirmektir.

Adjuvan tedavi; birincil tedavi sonrasi kanserin geri gelme olasiligin1 minimuma
indirgemek ve kalan kanser hiicrelerini ortadan kaldirmayir amaclayan bir tedavi
seklidir.

Palyatif tedavi, palyatif tedavi, tedavinin yan etkilerini ve kanserin neden oldugu
belirti ve semptomlar1 azaltmaya yardimci olan tedavi seklidir.

Gilintimiizde kullanilan kanser tedavi yontemleri 9 kategoriye ayrilabilir (Doroshow,

2020; Magbool vd., 2022).

immiinoterapi

Kriyoablasyon

Radyofrekans terapisi

Hedefe yénelik ilag tedavisi

Kemik iligi nakli

Hormon tedavisi

Radyasyon tedavisi

Kemoterapi

e e e e e e e S

Ameliyat

Sekil 2.7 Kanser tedavisinde giincel yontemler (Kullanim yayginligina gore siralanmistir)

Immiinoterapi, bagisiklik hiicrelerinin saglikli hiicrelere zarar vermeden kanser
hiicrelerini dogrudan tanimasini ve ortadan kaldirmasini saglar. Bu tedavinin hassas ve
segici olmasi immiinoterapiye olan ilgiyi her gecen giin artirmaktadir. ilk olarak 18.
ylizyilda kesfedilen ve 19. ylizyilda kullanilan bu tedavi giiniimiizde de ¢esitli sekillerde
(monoklonal antikorlar, adoptif immiinoterapi, asilar, sitokinler vb) kullanilmaktadir

(Barbaros ve Dikmen, 2015).
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2.6 Enkapsiilasyon ve Transfeksiyon Verimligi Uzerine Etkisi

Diisiik molekiil agirlikli hidrofobik maddeler basit difiizyonla hiicre zarindan
gecebilmelerine karsin, kanser tedavisinde kullanilan ilaglarin tasiyici proteinler
araciligi ile hiicre icerisine taginmasina biiyiik ihtiya¢ duyulmaktadir (Zare vd., 2022).
Kanser tedavisinde kullanilan ilaglar, ¢esitli tasiyicilar araciligl ile hedef hiicre ve
dokulara iletilebilmektedir. Boylece enkapsiile edilmis veya tasiyici ajana yiiklenmis
ilaglarla daha giivenli, etkili ve tedavide basari orami yiiksek yanitlar elde edildigi
bilinmektedir (Grixti vd., 2021). Giliniimiizde yaygin sekilde kullanilan ila¢ taginiminda
sistemlert;

1. Viral tabanli dagitim sistemleri
Viral tabanl olmayan dagitim sistemleri
Polimer nanopartikiilleri
Inorganik nanopartikiiller
Lipid bazl1 araglar
Folat-miRNA konjugatlari

vV V V VvV Vv B

Eksozomlar olarak simiflandirilmaktadir. Bagta miRNA’lar olmak {izere ilag
tasinmasinda immiinojenik olmayan polimerlerden olusan nanopartikiiller ¢ok
yaygin kullanilmaktadir (Devulapally vd., 2016).

Geleneksel ilaclara kiyaslandiginda enkapsiile edilmis ilaglar diisiik toksisite ve
yiiksek ila¢ verimi gibi avantajlara sahiptir. Geleneksel yontemlere kiyasla biyobozunur
polimerlerden olusan tasiyict sistemlerin biyolojik uyumu, icerisinde tasidigi ilacin,
terapotik indeksini arttirmasi, toksisitesini ve yan etkisini azaltmasi, stabilitesini
arttirmasi, siirekli kontrollii ilag salimin1 gibi iistiin yonlerinden dolay1 yeni nesil kanser
tedavi ilaglar igerisinde sik¢a kullanilmaya baslanmistir (Yaman vd., 2019). Kanser
tedavisinde, enkapsiile edilmemis miRNA'larin diisiik stabilitesi ve hizli bozulmasindan
dolay1i, miRNA'larin hiicre igerisine etkili ve giivenli bir sekilde transfeksiyonu ig¢in
enkapsiilasyon onem arz etmektedir. miRNA’larin enkapsiile edilmesi miRNA’lar1
denatiire edici ajanlara kars1 koruyarak optimize edilmis verimlilikle saglamakta ve
tasiyict  ajanin  biyobozunur Ozellikleri nedeniyle hiicre igerisine transferini

kolaylastirdigi bilinmektedir (Hanafy vd., 2021).
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2.7 Immiin Gozetim ve Tarihcesi

Immiin gdzetim ve kanser immiinoterapisi ile ilgili ilk ¢alismalar 1893 yilinda
yapilmis ve o zamandan bu yana ¢ok ilerleme kaydedilmistir (Sekil 2.8). Tiimdrlere
kars1 immiin gdzetim hipotezi ilk olarak Burnett (1973) ve daha sonra Thomas (1982)
tarafindan 6ne siiriilmiistiir (John, 2020). 1890'larin basinda William Coley bu hipotezi
deneysel olarak test etmistir. Coley, yaptig1 calisma sonucunda aktive olmus bagisiklik
hiicrelerinin tiimorle miicadele ettigini ve biiylik tiimorlerin geriletilmesinde basari
sagladigin1 bulmustur (Atkins vd., 1999; Kolb vd., 1990).

Bu teoride eliminasyon sathasinda, tiimorlerin dogustan veya edinilmis
bagisiklik sistemi tarafindan basarili bir sekilde tespit edilip ortadan kaldirilmasini
icerir. Paul Erlich 1909 yilinda, ii¢ asamadan olusan bir bagisiklik diizenleme teorisi
Onermistir: eliminasyon, denge ve kagis.

Bu teoride, eliminasyon asamasi, dogustan gelen veya edinilmis bagisiklik
sistemi tarafindan tiimorlerin basarili bir sekilde taninmasini ve ortadan kaldirilmasini
icerir. Denge sathasinda, tiimor hiicreleri tamamen yok edilmezse, hiicreler bagisiklik
sisteminin timor biiytimesini kontrol ettigi ve hiicrenin durgunluk durumuna ulastig1 bir
denge durumuna girebilir. Kacis asamasi ise tiimor hiicrelerinin bagisiklik sisteminden
kactig1 (metastaz) asamadir (Muenst vd., 2016; Ribatti, 2017; Abbott ve Ustoyev,
2019). Bu hipotez yirminci ylizyillda ¢okga tartisilmistir (Beverley, 2005). Son
zamanlarda yapilan ¢aligmalar, saglikli bagisiklik sistemi islevinin kanser gelisimini
onledigini dogrulamistir (Dunn vd., 2002; Mergener vd., 2022). Kanser hiicrelerinin, T-
hiicre aktivasyonu ve tolerans gibi araclarla bagisiklik hiicrelerinin sitotoksik etkisinden
kagabildigi bilinmektedir. Mergener ve digerleri tarafindan yapilan ¢aligma sonucunda,
bagisiklik hiicrelerinin tiimorlerdeki asir1 eksprese edilmis ancak degismemis antijenleri
yabanci olarak tamiyarak tiimorlere karsi bagisiklik kazanabildigi bildirilmistir
(Mergener vd., 2022).

Son zamanlarda, temel bagisiklik kontrol noktalarin1 (CTLA-4, PD-1 vb.) bloke
yontemlerine odaklanilmistir. Bu bagisiklik kontrol noktalarina yonelik inhibitdrlerin
kullaniminin kanser tedavisinde basarili oldugu kanitlanmistir (Topalian vd., 2015;

Mergener vd., 2022).
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Sekil 2.8 Kanser immiinoterapisinin tarihindeki kilometre taglari (Carlson vd., 2020)

2.8 Bagisiklik Sisteminin Organizasyon Yapisi ve Hiicreleri

Bagisiklik sisteminin tiim hiicreleri kemik iligindeki hematopoetik kok
hiicrelerden koken alir. Bagisiklik sistemi hiicreleri (beyaz kan hiicreleri veya lokositler)
kan ve lenf dolasimi yoluyla iltihap bolgelerine tasinir ve orada savunma islevlerini

ustlenir (Sekil 2.9).
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Sekil 2.9 Lenfatik sistem ve bagisiklik sisteminin unsurlar1 (Beverley, 2005’ten
Tiirkgelestirilip, degistirilerek alinmistir)

Lokositler timus, dalak, lenf diigiimleri, kemik iliginde bulunur ve uzun 6miirlii
olup, immiinolojik hafizadan ve adaptif bagisiktan sorumludur (Beverley, 2005; Bek,
2022). Morfolojilerine gore; Lenfositler (B ve T hiicreleri), Monositler ve Graniilositler
(notrofiller, eozinofiller ve bazofiller) olarak siiflandirilirlar (Beverley, 2005; Bek,
2022). Bagisiklik sistemi iki kisimdan (dogal, adaptif bagisiklik) olusur (Sekil 2.10). Bu
iki bagisiklik sistemi arasindaki temel fark, bagisiklik i¢in kullanilan hiicreler ve

bagisiklik sistemini aktive etmek icin kullanilan yolaklardir.

16



e e ——

( I:.'I-l;-liu;tah gal.r.en-haﬁlq;lall-l‘.j (-- A“&;BHT bagisiklik )

Makrofaj
- Dentrik hilere

I P
MK Hiicre " J
o, o3 N
: MNKT

Mast hiicre HUCRE

| e
Bazofil . . |
(% | Eozinefil Sl

I

MNatrofil /
s © 1 @

Kemik iligi | . MK: Matural killer

Sekil 2.10 Bagisiklik sistemi ¢esitleri ve hiicreleri (Zhang ve Chen, 2018’den degistirilip
diizenlenerek alinmistir)

2.8.1 Dogustan Gelen Bagisiklik

Savunma sisteminin ilk 6n cephesidir. Sistemin yapisal unsurlar1 hiicreler ve
sitokinlerden olusur. Bu sistem, mikroorganizmalarin korunan antijenik molekiiler
yapilarim1 taniyarak sitokinler iiretir. Bu sitokinler, makrofajlar ve dentrikiiler hiicreler
(DC) veya Toll benzeri reseptorler (TLR) gibi oriintli tanima reseptorleri araciligiyla
diger bagisiklik hiicrelerini hedeflerine (enfeksiyon/inflamasyon) yonlendirir. Ayrica
aktive olmus makrofajlar, DC, TLR hiicreleri, T ve B lenfositlerin aracilig1 ile adaptif
bagisikligin aktivasyonunu saglar. Bu bagisiklik sayesinde organ, doku, kan ve lenfteki
oli hiicreler, antikor kompleksleri ve yabanci maddeler uzaklastirilir (Murphy vd.,

2007; Turvey ve Broide, 2010; Bonilla ve Oettgen, 2010).
2.8.2 Adaptif Bagisikhk

Adaptif bagisiklik, dogustan gelen bagisiklik yetersiz kaldiginda ve bir enfeksiyon
meydana geldiginde aktive olur. Bu bagisiklik, patojenleri hizli ve etkili bir sekilde ortadan

kaldiran immiinolojik bir hafizanin olugsmasin1 saglar (Bonilla ve Oettgen, 2010;

Warrington vd., 2011). Adaptif bagisiklik sistemi, T hiicreleri ve B hiicrelerinden olusur ve
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antijen sunan hiicreler (APC) tarafindan aktive edilir. B lenfositleri kemik iliginde
olgunlasarak antijenlere yanit vermeye hazir olduktan sonra, dalak ve lenf diiglimlerine
goc eder (Sekil 2.11). T lenfositler ise kemik iliginden timusa go¢ ederek burada olgunlagir
sonrasinda dalak ve lenf diiglimleri yerlesir. B ve T lenfositleri morfolojik olarak ¢ok
benzer olmalarina ragmen, farkl hiicre yiizeyi fenotipleri ile kolayca ayirt edilebilirler. T
ve B lenfositlerinin ortak ozellikleri klonal olarak dagimis 6zgiilliik, somatik olarak
diizenlenmis reseptorler ve immiinolojik hafizadir. Ugiincii bir lenfosit tiirii olan dogal
oldiiriicti (NK) hiicreler, klonal olarak dagilmis reseptorlere ve immiinolojik hafizaya sahip
degildir ve bu nedenle dogustan gelen bagisiklik sisteminin bir pargasi olarak kabul edilir

(Bonilla ve Oettgen, 2010; Warrington vd., 2011).

Dolagimdaki
prekistor T hilcreler

Timus

Kirmuz kemik iligi

1) Kemik iligindeki hematopaietik kak hicrelern lenfoid progenitér hicreye donugmesi

2) Lenfoid progenitiér hilicrelerin Kemik liginden dolagima girmesai

3) Timik fakiorlerin etkisi ile lenfoid progenitir hiicrelerin timusta TCRler olugturarak CDE* ve
CD4* T hucrelerine donUgmesi

4) Pozitif ve negatif segillm

= ) - -
Hamatopoleti Kok Lanfold progoni oy Lad [V ITET PR LT ShE* T Hiereal CD4* T Hicrenl
Pk e hilloras prakirabs hilore

Sekil 2.11 Hematopoetik kok hiicrelerden CD8* ve CD4" T hiicrelerinin {iretilmesi

2.8.3 T Lenfositleri

T lenfositler ti¢ temel gruba ayrilir: CD4" (yardimer hiicreler), CD8" (sitotoksik
hiicreler) ve Treg (diizenleyici hiicreler) (Jabri ve Sollid, 2017). Bir antijenle karsilasan T
lenfositleri klonal proliferasyona ugrar ve antijene 6zgii T hiicrelerinin sayisin1 logaritmik
olarak artirir (Huang vd., 2019). Logaritmik artig sirasinda iiretilen tiim yeni T lenfositleri
antijen tanima hafizasma sahiptir. B lenfositlerinin aksine, T lenfositleri islevlerini ara
basamaklar araciligiyla yerine getirir (Beverley, 2005) (Cizelge 2.2).

CD8" T hiicreleri CD8" adi verilen bir reseptdre sahiptir ve timusta iretilir.

Genellikle sitotoksik T lenfositleri (CTL) olarak adlandirilirlar. Bu hiicreler, tiim ¢ekirdekli
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hiicrelerde bulunan MHC-I molekiilleri tarafindan sunulan peptitleri tanir (Abadie vd.,
2012; Jabri ve Sollid, 2017; Raskov vd., 2021; Poncette vd., 2022) (Sekil 2.12a). CD8* T
hiicreleri, hiicre i¢i patojenlere (viriisler, bakteriler) karsi ve tiimorlerin immiin
gozetiminde ¢ok onemlidir. CD8" sitotoksik hiicreler sitotoksik aktivitelerini viriisle
enfekte olmus hiicrelerin hiicre duvarinda olusan peptid-MHC komplekslerini tantyarak
gosterirken, ayni siireci tiimorlerdeki peptid-MHC komplekslerini taniyarak tiimorlerin
ortadan kaldirilmasinda da kullandiklar1 bilinmektedir (Beverley, 2005).

Aktive olmus bir CD8" T hiicresi, enfekte veya kanserli hiicreleri ortadan
kaldirmak i¢in ii¢ ana mekanizma kullanir (Abadie vd., 2012; Jabri ve Sollid, 2017,
Raskov vd., 2021; Poncette vd., 2022).

Birinci ana mekanizma; anti-tliimor ve anti-viral mikrobiyal etkileri olan TNF-a ve
interferon-gama (IFN-y) gibi sitokinlerin salgilanmasidir (Abadie vd., 2012; Jabri ve
Sollid, 2017; Raskov vd., 2021; Poncette vd., 2022).

Ikinci ana mekanizma, sitotoksik graniillerin {iretilmesi ve salmmasidir. Bu
graniiller, granzimler ve perforin olmak iizere iki protein ailesi igerir. Granzimler, hedef
hiicrenin apoptozuna yol acan serin proteazlardir. Perforin, hedef hiicrenin (enfekte ya da
kanserli hiicre) zarinda bir gozenek olusturarak, granzimlerin girmesini kolaylastirir.
Sitotoksik graniiller, ¢evredeki saglikli dokuya zarar gelmesini 6nlemek i¢in bagisiklik
sinaps1 boyunca hizalanmis hedef hiicreye dogru salinir (Abadie vd., 2012; Jabri ve Sollid,
2017; Raskov vd., 2021; Poncette vd., 2022) (Sekil 2.12b).

Ugiincii ana mekanizma, CD8" T hiicresinin enfekte veya kanserli hiicreleri yok
ettigi mekanizma olan Fas/Fas-L etkilesimidir. Aktive olmus CD8" T hiicreleri hiicre
ylizeyindeki Fas-L reseptoriine ve hedef hiicrenin yiizeyindeki Fas reseptoriine baglanarak
hedef hiicrenin apoptozunu tetikler (Abadie vd., 2012; Jabri ve Sollid, 2017; Raskov vd.,
2021). Viriis, hiicre ici bakteriler ve tiimorlere karsi bagisiklik savunmasinda bu 3

mekanizma Onem arz etmektedir.
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Cizelge 2.2 T-Lenfositlerinin fonksiyonlar1 (Beverley, 2005’den Tiirk¢elestirilerek

almmustir)
ilgili Hiicre

CD4 CD8
invivo
Doku reddi ++ ++
Tiim&r reddi —+ ++
Viral ve mantar enfeksiyonuna karsi koruma Tt et
Bakteri enfeksiyonuna karsi koruma Tt n
Invitro
Antijen baglanmasi (tetramers) - -
Karigik lenfosid cevabi

++ ++
Proliferasyon - "
Sitotoksisite

+/- ++
Mitojenlere karsi cogalma - -
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Sekil 2.12 CD8" T hiicresinin aktivasyonu ve sitotoksik etki mekanizmasi. (A: CD8" T
hiicre zarinda bulunan T hiicre reseptorii enfekte olan hiicrenin zarindaki MHC
I ile gosterilen patojen peptiti hatirlar ve enfekte hiicreye ligand reseptor
aracihig1 ile baglanarak aktiflesir. B: Aktiflesen CD8" T hiicresi enfekte hiicreyi
oldiirmek i¢in sitotoksik molekiilleri enfekte hiicre yoniinde gondererek enfekte
hiicreyi ortadan kaldirir)
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CD4" yardimei T hiicreleri (Tn/ T helper), hiicre yiizeylerinde CD4" ad1 verilen bir
reseptore sahiptir ve timusta iiretilir. Bu hiicreler, APC’ler iizerindeki MHC-II molekiilleri
tizerinde sunulan peptitleri taniyarak aktive olurlar (Sekil 2.13). Sitokin adi verilen
molekiilleri lireterek adaptif bagisiklik tepkilerini baglatirlar. CD4" T lenfositler ¢ok sayida
alt tiplere (Th1, Th2, Th17 vb.) sahiptirler. Her bir alt tipin, T yardimet hiicresi tarafindan
taninan patojen tipine bagl olarak spesifik bir sitokin kombinasyonu tirettigi bilinmektedir
(Abadie vd., 2012; Jabri ve Sollid, 2017; Poncette vd., 2022).

Diizenleyici T hiicreleri (Treg) bagisiklik sistemini aktive etmez, bunun yerine artik
ihtiya¢ duyulmadiginda bagisiklik tepkisini baskilayarak koruyucu bir rol oynar, viicuttaki
normal hiicreyle dokulara asirt zarar verilmesini onler ve 16kositlerin dokulara ile lenfoid
organlara gociinii kontrol ederler (Beverley, 2005). T hiicreleri, epitel hiicreleri,
makrofajlar, DC’ler ve lenfositler kemokin reseptoriine baglanan kemokinleri {retir ve

bunlara yanit verir (Hughes ve Nibbs, 2018).

Twul
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S = T L CD4 Thiers |
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CD4a" T hucreleri APC

hiicreleri ile Tul?
kargilagtukian sonra
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MHC 11 ligant T reseptor CD4" reseptiri Patojenik peptit

Sekil 2.13 CD4" hiicrelerinin aktivasyonu ve doniisiimii (Hiicre zarinda CD4'T reseptorii
bulunan T hiicresi APC (antijen sunan hiicre) hiicresinin zarindaki MHC 1I ile
gosterilen patojen peptiti hatirlar ve APC hiicresine ligand-reseptor aracilig ile
baglanarak aktiflesir. CD4"T aktiflestikten sonra boliinerek hatirlanan patojene
gore farkli T yardimer hiicrelere (Thelper) dontigiir. Tn 1 makrofajlar1 ve
sitotoksik hiicreleri aktive eder. Tn 2 B hiicrelerini aktive eder. Tn 17
enflamasyon alanina nétrofil ve makrofajlarin gelmesini saglar)
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2.8.4 T Hiicrelerinin Antijen Tanima Mekanizmasi

T-hiicresi antijen reseptorii (TCR), immiinoglobulin hafif zincirlerine benzer iki
protein zincirinden olusur (Davis ve Bjorkman, 1988). Coziinebilir antijenler yiizey
immiinoglobulinlerine baglanarak B hiicrelerini uyarir, ancak ayni antijenler T hiicrelerini
ayn1 mekanizma ile uyaramaz. T hiicreleri genomun major histo-uyumluluk kompleksi
(MHC-I) adi1 verilen bir bolgesinde kodlanan membran glikoproteinleri araciligiyla
antijenleri tanidiklar1 bilinmektedir antijenleri. Bu nedenle, MHC-I'ler hem yabanci
patojenlere hem de doku greftlerine karsi yanmitta kullanilir (Bjorkman vd., 1987;
Warrington vd., 2011). T hiicreleri sadece kiiciik antijen parcalarini tanir, biiylik antijen
molekiillerinin taninmasi i¢in hiicre iginde parcalanmasi (islenmesi) gerekir. T
lenfositlerinin iki farkli antijen isleme yolu vardir (Warrington vd., 2011) (Sekil 2.14).

Ik isleme yolunun (endojen isleme) tiim cekirdekli hiicrelerde meydana geldigi
bilinmektedir ve hiicre iginde tiretilen antijenik proteinler proteazom adi verilen proteolitik
bir enzim kompleksi tarafindan peptitlere parcalanir. Bunlar daha sonra yeni sentezlenen
MHC-I molekiilleriyle birlestirilmek {izere endoplazmik retikuluma tasinir, burada
pargalanmig peptit pargalart ve MHC-I bir kompleks olusturur ve hiicre ylizeyine tasinir;
buna endojen isleme denir (Warrington vd., 2011). MHC-I molekiillerine baglanan
peptitler, MHC-I'e baglanan yardimci bir reseptor molekiil ile CD8" glikoproteini tastyan
sitotoksik T hiicrelerini uyarir (Warrington vd., 2011, Blum vd., 2013) (Sekil 2.14).

Ikinci tip antijen isleme APC hiicreleri (DC'ler, makrofajlar, B hiicreleri) tarafindan
gerceklestirilir. Antijenler bu fagositik hiicreler tarafindan alinir ve endozomlarda
peptitlere ayrilir (eksojen isleme). Bu peptitler endozom sonrast 6zel bir bolmede MHC-1I
molekiillerine baglanir ve kompleksler hiicre ylizeyine tasmnir. MHC-II molekiilleri
tarafindan sunulan peptitler, ylizeylerinde yardimci reseptor gorevi géren ve MHC-II'ye
baglanan CD4" glikoproteini tasiyan yardimci hiicreler (Thelper/Th) tarafindan taninir
(Warrington vd., 2011; Blum vd., 2013).
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Sekil 2.14 T lenfositlerinin antijen tanima mekanizmasi

2.9 Tiimore Kars1 Bagisikhik Tepkisinin Olusum Mekanizmasi

Tiimorlere kars1 verilen bagisiklik yaniti mikroorganizmalara karsi verilen yanittan
farklidir (Krogsgaard vd., 2005; Kummerow vd., 2009; Warrington vd., 2011). Tiimor
olusumunun baslangicinda higbir "tehlike sinyali" iiretilmemesinin sebepleri arasinda;
Tiimoérde az sayida hiicre 6lmesi, APC'lere ¢cok az antijen baglanmasi, tiimdre giren ve
dogrudan tiimor hiicrelerini hedef alan lenfosit ve yardimci uyarict eksikligi, potansiyel
olarak yamt veren T hiicrelerinin siklig1 ve afinitesi, timik se¢imin diigiik olmasi gibi
nedenler sayilabilir (Salmond vd., 2009; Sharpe, 2009; Warrington vd., 2011).

Tiim6r bulundugu yerde biiytidiikce, kan akisinin azalmasiyla anoksi meydana
gelir. Anoksi tiimorde hiicre 6liimiine yol agar ve lokal enflamasyonu tetikler. Tiimordeki
hiicre 6liimii tarafindan {iretilen antijenler APC'lerin aktivasyonuna neden olur. Bu sekilde
timor bagisikligr olusturulur (Krogsgaard vd., 2005; Kummerow vd., 2009; Warrington
vd., 2011).

2.10 Meme Kanserinde Immiinoterapik Temelli Tedavi Yaklasimlari

Son yillarda kanser tedavisinde immiinoterapdtik tedavilerde biiytlik ilerleme

kaydedilmistir. Bagisiklik sisteminin kanser tedavisinde onemli bir rol oynadigl uzun
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zamandir bilinmektedir (Decker vd., 2017; Oiseth ve Aziz., 2017). Immiinoterapinin
geleneksel tedavilere gore daha uzun ve daha kalict bir yanit sagladigi gosterilmistir
(Kaufman vd., 2017; Lu vd., 2019). Immiinoterapilerin, hedefe yonelik tedavilerin
basarisiz oldugu tlimoérlerin ve metastatik kanserin tedavisinde etkili ve daha az toksik
oldugu gosterilmistir (Turcotte ve Rosenberg., 2011; Menon ve Shin, 2016; Marconcini
vd., 2017). Kanser hiicrelerinin bagisiklik gézetiminden nasil kagtigina dair artan bilgiler,
IKB inhibitorleri ve antijene 6zgii adaptif hiicre terapisi gibi etkili immiinoterapilerin
gelistirilmesine yol agmustir (Vinay vd., 2015; Muenst vd., 2016). Iimmiinoterapiler; kanser
asilari, bakteriyel tedaviler, sitokinler, onkolitik viral tedaviler, fiizyon proteinleri, IKB
tedavileri, T-hiicre tedavileri, TIL tedavileri (tlimor infiltre eden lenfositler), DC tedavileri,
NK ve LAK tedavileri (lenfosit aktive edilmis 6ldiiriicii hiicreler) ve CAR tedavileridir
(kimerik antikor reseptérleri) (Varadé vd., 2021) (Sekil 2.15). ABD Gida ve ilag Dairesi
(FDA) 2010 yilinda ilk otolog kanser asisin1 ve 2014 yilinda ilk immiin kontrol noktas1
blokaj1 (IKB) tedavisini onaylamistir (Gardner vd., 2012; Muenst vd., 2016; Jardim vd.,
2018).
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Sekil 2.15 Kanser tedavisinde kullanilan immiinoterapi ¢esitleri
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2.11 Kontrol Noktasi Inhibitorleri

Son yillarda bir dizi kontrol noktasi tanimlanmistir (Jung ve Choi., 2013; Tripathi
ve Guleria, 2015). Bunlardan en iyi bilinenleri CTLA-4, PD-1, PD-L1/PD-L2, lenfosit
aktivasyon geni-3 (LAG-3) ve T-hiicresi immiinoglobulin miisin-3 (TIM-3), ITIM
alanlarina sahip T-hiicresi immiinoreseptdric TIGIT (WUCAM, Vstm3, VSIG9) ve B-
lenfosit ve T-lenfosit zayiflaticidir (BTLA). Bu reseptorler, negatif sinyalizasyon yoluyla
bagisiklik yanitinda T hiicrelerinin aktivasyonunu engeller (Stanczak ve L&ubli, 2023).
Kanser hiicrelerindeki mutasyonlar, hiicrelerde yeni (de novo) antijenlerin
sentezlenmesinde yol agar. Bu yeni antijenlere verilen bagisiklik yanit1 baglangicta ya zayif
etkilidir ya da etkisizdir, bu durum “bagisikliktan kagis” olarak bilinir (Tang vd., 2020).
Kanser hiicreleri, cesitli bagisiklik bastirma yontemlerini kullanarak antitimor
bagisikligina direnir ve bagisiklik hiicrelerinin sitotoksik etkisinden kaginirlar.

Immiinosupresyon yontemlerinden biri PD-1/PD-L1 yolaginin modifikasyonudur
(Hamanishi ve Konishi, 2014). PD-1/PD-L1 yolu asir1 bagisiklik aktivasyonunu
normallestirmek i¢in kullanilirken, tiimor hiicrelerinin bu yolu bagisiklik sisteminden
kagmak icin kullanabildigi bildirilmistir (Zielinski vd., 2013; Mahoney vd., 2015).
PD1/PD-L1 yolagmin diyabet (Wang vd., 2005; Schiitz vd., 2017), kardiyomiyopati
(Okazaki vd., 2003), insan immiin yetmezlik viriisii (HIV) enfeksiyonu (Day vd., 2006;
Schiitz vd., 2017), lupus (Nishimura vd., 1999; Schiitz vd., 2017) ve diger otoimmiin
hastaliklarda (Chang vd., 1999; Schiitz vd., 2017) énemli bir rolii oldugu gosterilmistir.

PD-1/PD-L1 yolagimin aktivasyonunun, T hiicresi toleransi, T hiicresi apoptozu, T
hiicresi tiikenmesi ve gelismis immiinosupresif Treg hiicre fonksiyonunu indiikleyerek
timor immiin kagigii ve timdr hiicresi biliylimesini destekledigi gosterilmistir (Freeman
vd., 2000; Latchman vd., 2001; Rodig vd., 2003; Butte vd., 2007; Gianchecchi vd., 2013;
Zhang vd., 2015; Schiitz vd., 2017). T hiicreleri, TCR ve diger yardimci sinyallerle
(immiin reseptorler) birlikte bagslangigta MHC {izerinde sunulan yabanci antijenler
tarafindan aktive edilir (Ceeraz vd., 2013; Topalian vd., 2015a). PD-1, dolasimdaki T-
hiicresinin aktivitesinin sinirlandirilmasi, toleransinin siirdiiriilmesi ve enflamasyonun
diizenlenmesinde ¢ok 6nemli bir rol oynar (Parry vd., 2005; Fife ve Bluestone, 2008;
Schiitz vd., 2017). TCR'ler tarafindan indiiklendiginde T hiicreleri PD-1 eksprese eder ve
patolojik antijen ortadan kaldirildiginda PD-1 ekspresyonunun azaldigi bildirilmektedir
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(Vibhakar vd., 1997; Schiitz vd., 2017). Monoklonal antikorlarla PD-1'in blokajinin sitokin
tiretiminde artisa neden oldugu bildirilmistir (Zinselmeyer vd., 2013). PD-1'in
immiinosupresyondaki rolii kii¢iik hiicreli dis1 akciger kanseri (KHDAK), melanom, meme
kanseri, renal hiicreli karsinom (RCC) ve Hodgkin lenfoma calismalarinda gdsterilmistir
(Haghshenas vd., 2011; Tsai vd., 2014; Garon vd., 2015; Massari vd., 2015; Homet
Moreno vd., 2015).

Onceki calismalarda, arastirmacilar PD-L1'in IL-10'u indiikleyerek T hiicreleri
tizerinde inhibe edici bir etkiye sahip oldugunu bildirmislerdir (Dong vd., 1999; Wang vd.,
2017). PD-L1 ligandi, APC'ler, aktif T ve B hiicreleri, NK'ler, DC'ler, monositler ve
makrofajlar, monositler ve epitel hiicreleri gibi ¢cok sayidaki hiicre tipinde yapisal olarak
ifade edilir (Sharpe vd., 2007; Han vd., 2020). Ayrica PD-L1, tiimdor hiicreleri tarafindan
antitimor yamitlardan (adaptif bir bagisiklik mekanizmasi) kagmak icin kullanilir ve
bagisiklik toleransina neden oldugu bilinmektedir. Bununla beraber bobrek, yumurtalik,
pankreas, mide, 6zofagus ve karaciger gibi kanserlerde asir1 eksprese edildigi bulunmustur
(Zou ve Chen., 2008; Abiko vd., 2015; Ohaegbulam vd., 2015; Chen vd., 2016; Zhu ve
Lang., 2017; Han vd., 2020). Tiimor hiicreleri iizerindeki PD-L1 ekspresyonu kanser
progresyonu ile iliskilidir ve tlimorigenez i¢in 6ngoriicii bir biyobelirteg olarak kabul edilir
(Dong vd., 2018; Nunes-Xavier vd., 2019).

Tiimorlerde artmis PD-L1 ekspresyonunun Ostrojen reseptorii-negatif durumu ve
HER2-pozitif durumu ile iligkili oldugu bilinmektedir (Mittendorf vd., 2014; Sabatier vd.,
2015). Ayrica, PD-L1 ile kanser sagkalimi arasinda ters bir korelasyon bulunmustur.
(Hamanishi vd., 2007; Matsuzaki vd., 2010; Muenst vd., 2013; Emens vd., 2015). PD-
L1'in ayrica tiimor hiicrelerini in vivo olarak spesifik CD8" T hiicrelerine karsi daha az
duyarh hale getirdigi gosterilmistir (Iwai vd., 2002; Schiitz vd., 2017). K&tii prognozlu
mide, meme, bobrek ve yumurtalik kanserlerinde PD-1/PD-L1 blokajina olumlu yanitlar
bildirilmistir (Abiko vd., 2015; Qing vd., 2015a; Qin vd., 2015b; Shin vd., 2015). Immiin
yanitt diizenleyen veya baskilanmasmi azaltan immiinoterapétikler kanser tedavisi igin
kritik 6neme sahiptir (Kandalaft vd., 2012). Son zamanlarda yapilan birgok klinik ¢alisma,
kontrol noktast blokajinin konakg¢r bagisiklik sisteminin dogustan gelen antitimor
bagisikligini geri kazanmasini sagladigini bildirmistir (Postow vd., 2015; Topalian vd.,
2015b). PD-1/PD-L1 immiin kontrol noktasi, tiimdr aracili immiin baskilamayi tersine

¢evirmek i¢cin umut verici bir immiin kontrol noktasi oldugu bildirilmistir (Topalian vd.,
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2012; Ge vd., 2013; McClanahan vd., 2015). Anti-PD-1/anti-PD-L1 gibi immiin kontrol
noktasi inhibitdrlerinin amaci T-hiicresi aktivasyonunu artirmaktir. Bugiine kadar birgok
calisma, anti-mPD-1/PD-L1 monoklonal antikorlarinin (mAb) immiinosupresyonu tersine
cevirebilecegini ve malignitelerle miicadelede umut verici bir klinik stratejiyi temsil
ettigini gostermistir (Hamanishi vd., 2016; Schiitz vd., 2017). In vivo olarak, PD-1/PD-L1
yolagimin spesifik antikorlarla bloklanmasi hiicresel immiinoterapilerle daha fazla tiimor

gerilemesine yol actig1 gosterilmistir (Kodumudi vd., 2016).

2.11.1 PD-1 Reseptorii ve PD-L1 Ligandinin Yapisi

Tiim6r mikro ortaminda immiin toleransin indiiklenmesini ve siirdiiriilmesini PD-
1/PD-L1 yoluyla kontrol edilir. PD-1 iki liganda (PD-L1 ve PD-L2) sahiptir (Freeman vd.,
2006; Zhu ve Lang., 2017). PD-L1, PD-1'in birincil ligandi olarak kabul edilmektedir
(Youngnak vd., 2003). T hiicrelerinin aktivasyonu, proliferasyonu ve sitotoksik
sekresyonundan, anti-tiimér immiin yanitlarda PD-1, PD-L1/L2'nin aktivitesi sorumludur.
Calismalar, immiin diizenlemede rol alan PD-1 ve PD-L1'in membrana bagli veya ¢6ziiniir
formlar1 (sPD-1/sPD-L1) oldugunu gostermistir (Xing vd., 2012; Shi vd., 2013; Nagato
vd., 2017; Zhu ve Lang., 2017) (Sekil 2.16). PD-1/PD-L1 yolag1 molekiillerinin ¢oziiniir
olmayan formu PD-1/PD-L1 (mPD-1/PD-L1) ve ¢oziiniir formu (sPD-1/PD-L1),
tiimorlere yonelik T-hiicresi immiin yanitinda immiinosupresif rol oynamaktadir (Park vd.,

2015; Palucka vd., 2016).
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Sekil 2.16 PD-L1 ifadesinin diizenleyici mekanizmast (PD-L1 ekspresyonunun
diizenlenmesi, genomik degisiklik, transkripsiyonel diizenleme, transkripsiyon
sonras1 ve translasyon sonrast modifikasyonlar ve eksozomal tasimay1 igerir.
Me: metilasyon, AC: asetilasyon. Cha vd., 2019’dan degistirilerek alinmistir)

PD-1 Reseptoriiniin Yapisi:

CD279 olarak da bilinen PD-1 ilk olarak 1992 yilinda LyD9 (murin hematopoetik
progenitdr hiicreleri) ve 2B4-11 (murin T-hiicresi hibridoma) hiicre hatlarinda
kesfedilmistir (Han vd., 2020). Nishimura ve digerleri 1999 yilinda PD-1'in bagisiklik
yanitlarinin negatif bir diizenleyicisi oldugunu bildirmistir (Nishimura vd., 1999). T-hiicre
reseptoriiniin  aktivasyonundan sonra kanser hiicrelerinin 6liimiine neden oldugu icin
programlanmis hiicre 6liimii-1 (PD-1) olarak adlandirilir (Ishida vd., 1992; Schiitz vd.,
2017). PD-1 dogrudan hiicre oliimiinii tetiklemez, fakat hiicre biiylime faktorlerini ve
hayatta kalma sinyallerini azaltarak programlanmis hiicre 6liimiine neden olur. PD-1 ayrica
hem adaptif hem de dogustan gelen bagisiklik hiicreleri, ozellikle de tiimore 6zgii T
hiicreleri tarafindan yiiksek oranda ifade edilir (Zhu ve Lang., 2017; Sunn vd., 2018;
Akinleye ve Rasool, 2019; Lucibello vd., 2021). PD-1 reseptor proteini, kromozom 2
tizerinde bulunan 5 ekzondan olusan 55 kDa'lik bir DNA pargast iizerindeki PDCD1 geni
tarafindan kodlanir (Han vd., 2020). PD-1, CD28 protein reseptorleri ailesine homolog bir
glikoprotein ko-inhibitér molekiildiir (Xing vd., 2012; Chinai vd., 2015; Han vd., 2020).

PD-1, 288 amino asitten olusan tirozin bazli (aa, ~55 kDa) tip I transmembran

protein reseptoriidiir (Akinleye ve Rasool, 2019; Han vd., 2020). PD-1’in proteinin yapisi,
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CD28 ailesi proteinlerinin diger tiyeleriyle ayni dizileri paylagan immiinoglobulin V (IgV)
benzeri hiicre dis1 alanin ardindan bir transmembran alan (~20 aa) ve bir sitoplazmik alan /
hiicre i¢i kuyruktan (~ 95 aa) olusur (Han vd., 2020) (Sekil 2.17). Sitoplazmik alan 95
aa'likk bir immiinoreseptor tirozin bazli anahtar motifi (ITSM) ve bir immiinoreseptor
tirozin bazli inhibitdr motif (ITIM) igerir ve iki fosforilasyon bélgesine sahiptir. inhibitér
sinyallerin iletimi ig¢in ITSM'ler gereklidir (Akinleye ve Rasool, 2019). Ligandlarinin PD-
1'in sitoplazmik kuyruguna baglanmasi iizerine, reseptor asir1 fosforile olur, TCR sinyalini
negatif olarak diizenler ve T-hiicre reseptOriiniin asag1 modiilasyonunu tetikler (Kim vd.,

2005; Park vd., 2015; Akinleye ve Rasool, 2019).
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Sekil 2.17 PD-1 reseptoriiniin protein yapisi

PD-1 ekspresyonunun interlokin IL-2, IL-7, IL-15 ve IL-21 gibi sitokinler
tarafindan tetiklendigi bilinmektedir (Keir vd., 2008; Kinter vd., 2008; Lee vd., 2009; Zhu
ve Lang., 2017).

PD-L1 Ligandinin Yapisi:

PD-L1 (B7-H1, CD274) ve PD-L2 (B7-DC, CD273) PD-1 reseptoriiniin
ligandlaridir (Youngnak vd., 2003; Sun vd., 2018; Akinleye ve Rasool, 2019). PD-L1’in
PD-1 molekiiliiyle etkilesiminin kesfedilmesiyle B7-H1, CD274 adi PD-L1 olarak yeniden
adlandirilmistir (Freeman vd., 2000). Bu ligandlar CD274 geni tarafindan kodlanir ve
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yaklasik 290 amino asit (33 kDa) iceren B7 ailesinin tip I transmembran protein
reseptorleridir (Sanmamed vd., 2014; Han vd., 2020). PD-L1 ligandin1 kodlayan gen
insanlarda kromozom 9 {izerinde bulunur ve 7 ekzondan olusur (Akinleye ve Rasool,
2019). PD-LI ligandi ii¢ boliimden olusur: bir hiicre dis1 IgV ve IgC benzeri alan ile sinyal
dizisi, bir transmembran alan ve bir sitoplazmik (hiicre i¢i) alan (Sekil 2.18). PD-L1'in
hiicre i¢i alan1 30 amino asitten olusur ve bu alanin islevi heniiz bilinmemektedir
(Akinleye ve Rasool, 2019). Kanser hiicrelerinde PD-L1 mRNA veya PD-L1 proteininin
ifadesinin IFN-y, IL-4, IL-10, VEGF, hipoksi ile indiiklenebilir faktor-1a (HIF-1a) gibi
sitokinler ve JAK2/IFN, PI3K ve MEK/ERK/STAT]1 gibi yapisal onkogen sinyal yolaklari
tarafindan artirildigr bildirilmistir (Ota vd., 2015; Bellucci vd., 2015; Dong vd., 2017).
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Sekil 2.18 PD-L1 ligandimin protein yapisi

2.12 PD-1/PD-L1 Sinyalizasyon Mekanizmasi

PD-1'in sinyal mekanizmasimin ilk olarak B hiicre hattinda (IIA1.6) calisildig:
bilinmektedir. PD-1 sinyal yolaginin, B hiicrelerindekine benzer mekanizmalarla T
hiicrelerindeki TCR sinyalini zayiflattigr  bildirilmisticr (Zhu vd., 2017). TCR
sinyalizasyonu PD-1 reseptoriiniin ligandina (PD-L1) baglanmasindan sonra baslar.
Sinyalizasyon, PD-1'in sitoplazmik alaninin tirozininin fosforilasyonuna ve ardindan

ITSM'de SHP-2'nin C-terminal tirozin alimina yol acar. Daha sonra SHP-2 ve TCR-
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iligkili protein kinaz 70 (ZAP70) PI3K yolunu defosforile ederek asagi yonlii sinyal
kaskadin1 inhibe eder (Sekil 2.19 a, b). Ayrica PI3K blokaji, T hiicrelerinde sagkalim geni
Bcl-XL ekspresyonunu, IL-2 iiretimini, glukoz metabolizmasim azaltarak CD4" T ve
CDS8" T hiicrelerinin alerjene kars1 duyarliligin kaybolmasina (anerjiye) neden olur (Bishop
vd., 2009; Chikuma vd., 2009). PD-1, T hiicresi aktivasyonu igin esigi yiikselterek, T
hiicresi proliferasyonunu inhibe ederek ve aktive edilmis T hiicrelerinin apoptozunu tesvik
ederek T hiicresi immiin yanitlarinin etkinligini azaltir. PD-1'in uyarilmasi, enfeksiyona
yanit olarak enflamatuvar ortamda otoimmiiniteyi sinirla (Nurieva vd., 2006; Keir vd.,

2006; Akinleye ve Rasool, 2019).
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Sekil 2.19 PD-1 yolu iizerinden sinyal iletiminin engellenmesi (Sekil A: B hiicrelerinde,
PD-1 ligasyonu ile birlikte BCR (B hiicre antijen reseptorii) sinyal
mekanizmasi, Sekil B: T hiicrelerinde PD-1 ligasyonu ile birlikte TCR sinyal
mekanizmasi Zhu vd., 2017 degistirilerek alinmistir)
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2.13 Meme Karsinogenezinde PD-L1 Uzerine Giincel Calismalar

Son ¢aligmalar, tlimdrlerin biiylimek, hayatta kalmak ve bagisiklik gézetiminden
kagmak icin PD-1/PD-L1 yolunu kullandigim1 gostermistir (Ledford vd., 2018;
Salmaninejad vd., 2019; Lucibello vd., 2021). Bu aragtirmacilar, dogrudan bagisiklik
kontrol noktalarinin (PD-1/CTLA-4) bir timor bagisiklik kagis stratejisi olarak
kullanildigin1  kesfetmislerdir (Ljunggren vd., 2018). Bagisiklik kontrol noktasinin
engellenmesi, T hiicrelerinin yeniden etkinlestirilmesi ve kanser hiicrelerinin T hiicreleri
tarafindan daha etkili bir sekilde ortadan kaldirilmasi i¢in 6nemlidir (Salmaninejad vd.,
2019). Bu nedenle, kanser tedavisinde bagisiklik sisteminin 6zgilligiinii ve etkinligini
artirmak i¢in immiinoterapi ve immiin kontrol noktas1 blokerleri ile tedavi, son on yilda
biiylik ilgi goren terapdtik hedefler haline gelmistir (Messenheimer vd., 2017;
Salmaninejad vd., 2019). Giliniimiizde, PD-1/PD-L1'in hedeflenmesi, kanser kontrolii
icin deneysel immiinoterapdtik calismalarda ¢ok popiiler bir strateji olmustur. Son
yillarda, PD-L1'in gen diizenlemesi ve post-translasyonel protein modifikasyonlar1 gibi
bir¢ok stratejik yontem arastirilmistir (Akinleye ve Rasool, 2019). PD-L1 ligandlarinin
bircok farkli kanser tiirlinde (melanom, yumurtalik, akciger ve bobrek karsinomu)
yiiksek oranda ifade edildigi bilinmektedir (Akinleye ve Rasool, 2019). Immiinoterapide
kullanilan immiin kontrol noktalari1 (CTLA-4, PD-1, PD-L1, TIM-3, LAG3, Ig,
TIGIT, NKG2A) hedef alan tedaviler klinikte test edilmektedir (André vd., 2018; Qin
vd., 2019; Lucibello vd., 2021). Tiim bu calismalar kansere karsi tiimor hedefli
bagisiklik olusturmayr amaglamaktadir (Mortezaee, 2020; Lucibello vd., 2021).
Calismalar, PD-L1'in hedefe yonelik ve klinik kullanimimin kanser hastalarinda
antitimor bagisikligi 6nemli Ol¢lide artirdigini, sagkalimi uzattigini ve tedavinin
etkinligini ve basarisini artirdigini ortaya koymustur (Han vd., 2020). Melanom, kiiciik
hiicreli dis1 akciger kanseri ve bobrek kanserinde PD-1/PD-L1 inhibitorii olarak klinikte
kullanilan ilag, tiimdr remisyonu agisindan etkileyici ve uzun siireli bir etki gdsteren
nivolumab'dir (Topalian vd., 2012). Pembrolizumab ile de benzer sonuglar gézlenmistir.
Son caligmalar insan meme kanseri hiicre hatlarinda PD-L1 ekspresyonunun yiiksek

oldugunu gostermistir (Darvin vd., 2019).
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Hiicre hatlar1 karsilagtirildiginda, PD-L1'in MCF-7 ve BT-549 tiimorlerinde asirt
eksprese edildigi ve PD-L1 seviyelerinin Ostrojen reseptorii (ER)-o-negatif meme
kanserinin farkli alt tiplerinde daha yiiksek oldugu bulunmustur (Liu vd., 2018; Han vd.,
2020). PD-L1'in inhibisyonu kanser hiicresi biiylimesini inhibe ettigi bildirilmistir (Liu
vd., 2017). Tiim bu literatiir verileri 151¢inda, PD-L1 yolagini inhibe eden tedaviler

meme kanserinde yeni ve uygun bir hedettir.

2.14 miRNA’larin Kesfi

MikroRNA'lar (miRNA'lar), ortalama uzunlugu 22 niikleotid olan kiigiik
kodlamayan RNA'lar olup gen ifadesinin diizenlenmesinde 6nemli bir rol oynar.
Caenorhabditis elegans'ta lin-4 olarak adlandirilan ilk miRNA'lar 1993 yilinda Ambros
ve Ruvkun ekibi tarafindan kesfedilmistir (Almeida vd., 2011; O'Brien vd., 2018). Bu
kesfin ardindan ¢ok sayida miRNA tanimlanmistir (Davis-Dusenbery ve Hata, 2010; Li
vd., 2010; Friedlander vd., 2014). Yeni miRNA’larin kesfi halen devam etmektedir
(deRie vd., 2017). Ayni miRNA'nin birden fazla mRNA'y1 susturma yetenegine sahip
oldugu bilinmektedir (Hashimoto vd., 2013). miRNA'lar hiicrede mRNA'y1 bozma veya
translasyonunu baskilama islevine sahiptir (O’Brien vd., 2018; Petrovi¢ vd., 2021).
miRNA'larin belirli kosullar altinda mRNA gen ekspresyonunu ve translasyonunu
diizenleyebildigi de bildirilmistir (Makarova vd., 2016). Bununla birlikte, miRNA'larin
5" UTR, kodlama dizisi veya gen promotdrleri gibi diger gen bolgeleriyle de etkilesime
girdigi rapor edilmistir (Broughton vd.,2016; O’Brien vd., 2018; Petrovi¢ vd., 2021).
miRNA'larin hedef genleriyle etkilesimi siireklidir ve bu siireklilik miRNA'larin hiicre
ici lokalizasyonu, hedef mRNA'larin miktari ve miRNA-mRNA etkilesimlerinin
afinitesi gibi ¢ok sayidaki faktore baghdir (O’Brien vd., 2018). miRNA'lar ayrica hiicre
dis1 sivilara da salgilanir. Eksozomlar, vezikiiller veya argonotlar gibi proteinlere
baglanarak hedef hiicrelere tasiabildikleri bilinmektedir (O’Brien vd., 2018). Hiicre
dist miRNA'lar ¢esitli hastaliklar ve hiicreler arasi iletisim i¢in potansiyel
biyobelirtegler olarak tanimlanmistir; miRNA'lar tiimoér kontroliinde etkili olabilir
(Hayes vd., 2014; Wang vd., 2016; Huang, 2017; Paul vd., 2018; Braicu vd., 2019).

miRNA'larin  kanser hiicrelerinde hiicre donglisi, metastaz, anjiyogenez, hiicre
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metabolizmas1 ve apoptozun diizenlenmesindeki rolleri nedeniyle kanser tedavisinde

kullanildig: bilinmektedir (Catela Ivkovic vd., 2017; Igbal vd., 2019).
2.15 miRNA'larin Biyogenezi

Okaryotlarda miRNA olgunlasmast i¢in gerekli genetik bilgi, cekirdekte genom
boyunca DNA'nin intergenik bolgelerinde veya genomun protein kodlayan genlerinin
intron veya eksonlarinda kodlanir (O’Brien vd., 2018). miRNA biyogenezi, kanonik ve
kanonik olmayan yol olmak iizere iki yolla gerceklesir (Sekil 2.20). miRNA'larin
sentezinde en yaygin kullanilan biyogenez yolu kanonik yoldur. Kanonik biyogenez,
hem niikleer hem de sitoplazmik adimlari i¢ceren karmasik bir yoldur (Lee vd., 2004; He
vd., 2020). Kanonik biyogenez hem niikleer hem de sitoplazmik basamaklari olan

karmasik bir yoldur (Lee vd., 2004; He vd., 2020).

miRNA Biyogenezi
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Sekil 2.20 miRNA biyogenezinin kanonik ve kanonik olmayan yollar

Kanonik biyogenezde miRNA biyogenezi ¢ekirdekte baslar. Endojen olarak
kodlanan 100-1.000 niikleotid uzunlugundaki primer miRNA'lar (pri-miRNA'lar), RNA
polimeraz II kullanilarak niikleer transkripsiyon yoluyla genomdan sa¢ tokasi yapisinda
pri-miRNA'lar olarak sentezlenir (Ha vd., 2014). Bu uzun pri-miRNA'lar hem 5' hem de
3' yoniinde uzanir. 5' ucunda bir baslik yapisi (sapka) ve 3' ucunda poliadenillenmis

(poliA) bir kuyruk bulunur. Pri-miRNA'lar daha sonra ¢ekirdekte RNAaz III (Drosha)
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enzimi ve DiGeorge kritik sendrom bolgesi 8 (DGCRS) kofaktoriinden olusan bir
kompleks (pasha) tarafindan 60-70 niikleotid uzunlugunda kok-ilmek yapili Oncii-
miRNA'lar (pre-miRNA'lar) olusturmak iizere pargalanir (Luciano vd., 2004; Denli vd.,
2004; Winter vd., 2009; Arenz, 2014; Nguyen vd., 2015). Cift zincirli pre-miRNA,
eksportin-5 (EXPOS5) tarafindan ¢ekirdekten sitoplazmaya tasinir ve 21-24 niikleotid
miRNA ve antisens miRNA'dan olusan ¢ift sarmalli bir yap1 iiretmek icin baska bir
RNAaz IIl enzimi olan Dicer tarafindan kesilir (Liu vd., 2004; Blow vd., 2006;
Kawahara vd., 2012; Wilson vd., 2015; Kim vd., 2016; Hamam vd., 2017). miRNA
baskilama isleyisinin temel tasi miRNA ile indiiklenen susturma kompleksidir (RISC).
Bu kompleks, olgun miRNA miRNA zincirlerden uzun olaninin (~22 nt) Argonaute
proteinine (AGO) baglanmasiyla olusur (Bosse vd.,2010; Hamam vd., 2017). Bu siirecte
miRNA, hedef mRNA'nin 3' bolgesine (UTR) eksik baz eslesmesi ile baglanir. Bu
baglanma, hedef mRNA'nin ifadesinin istikrarsizlasmasina (mRNA susturma), mRNA
boliinmesine, mMRNA'min proteine c¢evrilmesinin  bastirilmasia, translasyonel
baskilamanin indiiklenmesine veya ribozom ayrismasina aracilik edilmesine yol agar
(Ha vd., 2014; Yun vd., 2021, Sekil 2.21). Diger kisa zincir genellikle bozulur (Bosse
vd., 2010; Hamam vd., 2017).

Kanonik olmayan miRNA biyogenezinde miRNA'lar Drosha/DGCRS8 ve
Dicer'den bagimsiz olarak iiretilir (He vd., 2020). Kanonik olmayan yolakta tanimlanan
ilk ve en onemli alternatif miRNA olgunlagsma yolag1 "Mirtron" yolagidir. Mirtronlar,
pre-miRNA'lar olarak dogrudan konak genlerden sentezlenir ve firkete potansiyeline
sahiptir ve pri-miRNA Drosha/DGCR8 bu yolda yer almaz (Ruby wvd., 2007).
Giliniimiizde miRNA biyogenezi i¢in ¢ok sayida kanonik olmayan miRNA biyogenez
yolu kesfedilmistir (Kim vd., 2016). miRNA tarafindan translasyonel baskilama
mekanizmasi tam olarak aydinlatilamamis olsa da, mRNA bdliinmesi, deadenilasyon,
degradasyon, p-body alimi ve ¢esitli translasyonel adimlarin engellenmesi gibi gesitli

hipotezler vardir (Winter vd., 2009; Kwak vd., 2010; Arenz, 2014).
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Sekil 2.21 miRNA’larin biyogenezi ve etki mekanizmasi

miRNA'larin gen ifadesi ve islevleri, kromozom {izerindeki lokalizasyonlarina
bagli olarak degisir. Bu nedenle miRNA'lar genomik lokuslardaki lokalizasyonlarina
bagl olarak iki tipte smiflandirilir: intragenik (intra-miR) ve intergenik (inter-miR)
miRNA'lar (Bhattacharyya vd., 2012; He vd., 2012, Sekil 2.22). Intergenik (inter-miR)
miRNA'lar genler arasinda bulunan intron bolgelerinden iiretilirler (Walker,2014). Bu
intergenik miRNA'lar spesifik bir promotor ile tek bir fonksiyon icin tretildiklerinde
monosistronik miRNA'lar olarak adlandirilirlar. Birden fazla fonksiyona sahip
miRNA'lar spesifik olmayan tek bir promotor ile ifade edildiginde, bu miRNA'lara
polisistronik (poli-miR) miRNA'lar denir (Davis-Dusenbery vd., 2010; Hitit vd., 2014;
Walker, 2014, de Rie vd., 2017; O'Brien vd., 2018). Intragenik (intra-miR) miRNA'lar
kisa bir gende iki ekzon arasindaki kodlamayan intronlarda bulunur ve konak
promotoriin veya spesifik bir promotdriin kontrolii altinda transkribe edilir ve

monosistronik polisistronik miRNA'lar1 ifade edebilir (Walker, 2014).

36



T i
j_ rrrrr mpstian i A
1 . =4
Gen A il (g Tkt lair fordeslyon
- | Prameoies Gen H J il *  alan monosdistrani
P P P P PN Pl Pl Pl ) H mARHA
-
Intron g N
== | inengenik
E—- Transcription MmiRNA
= e F ]
ey | | 1 Birden fazly \ S
Gpmudia L - fanksiyonu olan 5
m Fromaser Gen B [ H 1 poliskstronik mIRNA
o P T T P N TN TN H g} |
Intron
By Tranmcripdian B
J R —— | - Birden fazis
! fesnksryoriu alan
Speuifik; Hon "
BonT) s [Bonz] < .
M- WA
SN DFREFSEFNEDEDER, \\l | Tek bir forksiyom
------------- - odan monosasironik
Intron ' miANA

Sekil 2.22 miRNA iireten genomik lokuslarm cesitliligi (Intergenik miRNA (A) Spesifik
/Non-spesifik bir promotér bolgesinin (siyah ok) kontrolii altinda
monosistronik polisistronik miRNA ekspresyonu. (B) Intragenik miRNA
genellikle intronlarin i¢cinde bulunur ve konak promotdriiniin veya spesifik bir
promotoriin (siyah ok) kontrolii altinda monosistronik ve polisistronik miRNA
ekspresyonu)

2.16 Meme Kanseri Tedavisinde miRNA’larin Kullanimi

Miikemmel gen susturma yeteneklerine sahip miRNA'larin meme kanseri
gelisimi, invazyon, metastaz ve timor immiinoterapisinde rol oynadigi bilinmektedir
(Petrovi¢ vd., 2021). miRNA'lar ve ¢esitli hastaliklar arasinda yakin bir iliski oldugu
yaygin olarak kabul edilmektedir (Petrovi¢ vd., 2021). Hastaliklarda miRNA
seviyelerindeki artig/azalig gibi degisiklikler sayesinde hastaliklarin erken teshisi ve
tedavisi icin yeni bir ilag aday1 olarak kullanilabilir (Ji vd., 2017; Petrovi¢ vd., 2021).
Kanser tedavisinde, miRNA ekspresyon profilinin tanisal ve prognostik bir ara¢ olarak
arastirilmasi faydali olabilir (Calin vd., 2005; Luce vd., 2005).

miRNA'lar onkojenik etkilere (oncomirs), timor baskilayici etkilere veya her
ikisine birden sahip olabilir (Iorio vd., 2005; Svoronos vd., 2016; Petrovic vd., 2017,
Petrovi¢ vd., 2021). Kanser tedavisinde miRNA’lar iki sekilde kullanilmaktadir. ilk
olarak, mikroRNA siingerleri, antago-miRNA'lar ve anti-miRNA'lar onkomirleri inhibe
etmek ve susturmak igin kullanilir. Ikinci uygulama, transfeksiyon yoluyla

mimikri/taklit miRNA'larin  miktari1  artirmak ve bdylece tiimdr baskilayic
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mikroRNA'larin islevini eski haline getirmektir (Petrovic vd., 2018). miRNA'lar timdr
bagisikligini, timor immiinojenitesini ve anti-timor immiin yanitini1 etkileyerek
bagisiklik sisteminin diizenlenmesinde Onemli rollere sahip oldugu bilinmektedir
(Eichmuller vd., 2017; Curtale vd., 2018; Zhang vd., 2020). Tiimoérlerle ilgili calismalar,
miRNA'larin immiinoterapide terapdtik amaclar icin umut verici hedefler olarak
kullanilabilecegini gostermistir (Ji vd., 2016; Yun vd., 2021). miRNA bazli terapi,
kanser immiinoterapisinde kisisellestirilmis tedaviye olanak saglar (Cortez vd., 2015;
Wang vd., 2020). Calismalar, miRNA'larin timor hiicrelerinin yilizeyinde bagisiklik
kontrol noktalarimin ve PD-1/PD-L1 dahil ligandlarinin ekspresyonunu dogrudan ve
dolayli olarak kontrol ederek anti-tiimor potansiyellerini modiile edebildiklerini
gostermistir (Abdelrahman vd., 2016; Xu vd., 2017; Wang vd., 2018; Pesce vd., 2018).
miRNA'lar, spesifik diizenleyici islevleri nedeniyle, immiinoterapide prognostik

biyobelirtegler ve terapotik hedefler olarak kullanilabilir (Yun vd., 2021).

2.17 Hsa-miR-3670 Ailesi

Bunlar 16p13.11 kromozomu iizerinde bulunan ¢ift sarmalli RNA
oligontikleotidleridir (Sekil 2.23) ve endojen post-translasyonel diizenlemeyi atlayan
olgun mikroRNA'larin caligmasini taklit etmek {izere tasarlanmistir. Cift iplikli RNA
transkripti  Hsa-miR-3670 (MI0016071) insana 0zgli bir sekans igerir
(https://rnacentral.org/rna/URS000075B9CE/9606. Erisim:23.12.2021). Olgun miR-

3670'in niikleotid dizisi 65 niikleotid uzunlugunda olan "agagcucucacagcuguccuucucua
"dir (https://www.genecards.org/cgi-bin/carddisp.pl?gene=MIR3670-
landkeywords=MI0016071, Erigim; 23.12.2021).

38


https://rnacentral.org/rna/URS000075B9CE/9606.
https://www.genecards.org/cgi-bin/carddisp.pl?gene=MIR3670-1&keywords=MI0016071
https://www.genecards.org/cgi-bin/carddisp.pl?gene=MIR3670-1&keywords=MI0016071

ol he 1I0Calicls o

Thin seguence m found in 4 genome iocationay

Ea o location Ehromonsme start nd =brannd Emue bl e Sequence identity
G o Ricalian 1m 14,907,717 14,907, 781 forweand Erzomb LF LCEC 100% &
P O 1 Ml 1% 18,306,370 16,308 434 Fesrwimerdl Ermmemisl UWESCur 100% &
¥ O ts kecatian is 18.405,650 18,4505, 743 FEETRE Eraamil UESC 100% O
9 00 is Secatan | is 18480, 301 10,488, 7585 FEVETLE Erepambd WCEC o 1% 0

cwas (war I DN ORIl i e e

Bttt gt 118 @1 117 ARt TN

T e T ST T S o
-]Inlllﬂ---]l_lhlﬂ'lII- IEEE D I | TEEEE Y ' EITEE T W R

BOC R

T
e

LT e

Sekil  2.23  Prekiirsor ve  olgun  hsa-miR-3670’in  genom  konumu
(https://rnacentral.org/rna/URS000075B9CE/9606).

miR-3670'in CBX4, NRAS, CASR, TXLNA, SNIP1, HNF1A, FZD4, TRIBI,
ADMA19 ve CKAPS5 gibi bazi 6nemli sinyal yolaklarini hedefleyerek ifadelerini
engelledigi bildirilmistir (Lee vd., 2019). CBX4 (Polycomb Chromobox 4) ve NRAS,
tiimorlerin anjiyogenez, invazyon ve metastazinin uyarilmasinda rol oynar (Orouji vd.,
2016; Lee vd., 2019). Ayrica, CASR ve TXLNA'nin tiimoérlerde asir1 eksprese edildigi
ve hem timor biiylimesi hem de metastaz ile baglantili oldugu yaygin olarak kabul
edilmektedir (Ohtomo vd., 2010; Mashidori vd., 2011; Lee vd., 2019). Transkripsiyonel
koaktivator olarak bilinen SNIPI'in, siklin D1 ekspresyonunu uyararak kanser
hastalarinda kotii prognoza ve tiimor biiyiimesine neden oldugu bilinmektedir (Li vd.,
2012; Jeon vd., 2013; Lee vd., 2019). Calismalar, HNF1A ve FZD4 ile tiimor biliyiimesi,
sagkalim ve metastaz arasinda yakin bir iligski oldugunu gostermistir (Liang vd., 2011;
Ueno vd., 2012; Lee vd., 2019). TRIB1'in tiimor hiicresinin biiylimesini, metastazini ve
apoptozunu inhibe etmede araci bir rol oynadig: bilinmektedir (Soubeyrand vd., 2013;
Pe¢ina-Slaus vd., 2014; Lin vd., 2014; Lee vd., 2019). ADAMI19 geni, tiimorlerin
gelisimi ve viicudun diger bolgelerine yayilma yetenekleriyle yakindan baglantilidir
(Zhang vd., 2015; Shan vd., 2015; Lee vd., 2019). Calismalar, tiimorlerin hayatta
kalmasinda CKAPS5'in énemli bir rol oynadigin1 ortaya koymustur (Martens-de Kemp
vd., 2013). CBX4, NRAS, CASR, TXLNA, SNIP1, HNF-1A, FZD4, TRIB1, ADMA19
ve CKAPS sinyal yolaklar1 bir¢ok kanserde kotii prognozla iliskilendirilmistir.
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miR-3670, timor olusumuyla yakindan baglantili sinyal yollarini inhibe etme
potansiyeline sahiptir ve bu da terapotik bir ajan olarak potansiyelini gostermektedir.
Biyoinformatik c¢alismamiz, miR-3670 ile meme kanserinde rol oynayan bir immiin
kontrol noktasi olan PD-L1 arasinda bir iliski oldugunu gostermis ve bunun
immiinoterapi  kullanim1 i¢in yeni bir gerek¢e olabilecegini distindiirmiistiir

(http://www.targetscan.org/cgibin/targetscan/vert 72/targetscan.cgi?species=Humanandgi

d=andmir_sc=andmir _c=andmir_nc=andmir_vnc=andmirg=miR-3670. Erisim tarihi:

24.12.2020).

2.18 Hsa-miR-8078 Ailesi

Bunlar sekil 2.24'te gosterildigi gibi 18p11.32 kromozomu {izerinde bulunan ¢ift
sarmalli RNA oligoniikleotidleridir ve endojen, post-translasyonel diizenlemeye tabi
olmayan olgun mikroRNA'larin islevini taklit etmesi amaglanmistir. Hsa-miR-8078
(MI0025914) ¢ift sarmalli RNA transkripti insanlara 0zgii bir sekans igerir
(https://rnacentral.org/rna/URS000075DC45/9606  Erisim:23.12.2021). Olgun miR-

"

8078'in niikleotid uzunlugu 22'dir ve niikleotid dizisi "ggucuaggcccggugagacacuc”
seklindedir (https://www.genecards.org/cgi-bin/carddisp.pl?gene=MIR3670-

landkeywords=MI0016071, Erisim; 24.12.2021).
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Sekil 224 Prekiirsor ve  olgun  hsa-miR-8078’in  genom  konumu
(https:/rnacentral.org/rna/URS000075DC45/9606)

miR-8078'in GREB1, HECTD3 RIPK4 gibi baz1 6nemli sinyal yolaklarini hedef
alarak bunlarin ekspresyonunu inhibe ettigi bildirilmistir (Lee vd., 2019). GREB1'in
timor hiicrelerinde asir1 eksprese edildigi ve tiimor sinyal yolaklar ile iligkili oldugu
bilinmektedir (Rae vd., 2006; Laviolette vd., 2014). Li ve digerleri (2013a, 2013b)
tarafindan yapilan arastirma, HECTD3'lin tiimor hiicresi apoptozunu engelledigini ve
anti-kanser ilaclarina karst direnci artirdigini 6ne siirmektedir. RIPK4'iin tiimoérlerin
biiylimesiyle baglantili oldugu tespit edilmistir (Huang vd.,2013). GREB1, HECTD3 ve
RIPK4 sinyal yolaklarinin birgok kanser tiiriinde kotli prognozla iligkili oldugu
bulunmustur. MiR-8078, tiimdrigenez ile yakindan iliskili sinyal yolaklarini inhibe
edebildigi igin terapétik bir ajan olarak potansiyele sahiptir. Ote yandan, miR-8078'in
meme kanserinde bir immiin kontrol noktasi olan PD-L1 ve dolayl sinyal yolaklari ile
iligkili olmasi nedeniyle immiinoterapide kullanilabilecek yeni bir argiiman oldugunu
diisiiniiyoruz.

(http://www.targetscan.org/cgiin/targetscan/vert_72/targetscan.cgi?species=Humanandgid

=andmir_sc=andmir_c=andmir_nc=andmir_vnc=andmirg=miR-8078.  Erisim tarihi:

24.12.2020).
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3. MATERYAL VE YONTEM

Gergeklestirilen tez 5 ana yontem ve alt basamaklarindan

basamaklar Cizelge 3.1°deki is akis semasinda belirtilmistir.

Cizelge 3.1 Tez ¢alismasinin is akis semast

olusmaktadir.

Bu

Hiicre Kiiltiirine Dayali
Yontemler

Hiicrelerin Cozdiiriilmesi
Hiicre Pasajlanmasi
Hiicre Dondurulmasi

Hiicre Sayim

miR-3670 ve miR-8078 nin
Transfeksiyon ve
Validasyonu

miRNA'larin Hazirlanmasi ve Kontrolii
miRNA mimiklerinin transfeksiyonu
miRNA’larin sitotoksik etkisinin incelenmesi

ICso Degerinin Hesaplanmasi

Real Time PCR’a Dayali
Yontemler

Toplam RNA izolasyonu

RNA'larin miktar ve saflik tayini

cDNA Sentezi

PD-L1 ifadesinin Real Time PCR ile analizi

gqRT-PCR Datalarmin Analizi

Ko-Kiiltiire Dayali Yontemler

PBMC Hiicrelerinin Coziilmesi

PBMC Hiicrelerinin Stoga Alinmasi

T Hiicre Izolasyonu ve Manyetik Aktif Hiicre Ayirmasi (MACS)
T (CD8") Hiicrelerinin Pasajlanmasi

Kanser Hiicre Hatt1 Hiicreleri ile CD8" T Hiicrelerinin Ko-Kiiltiirii

Anti-Kanser Parametrelerin
Analizi

Hiicre Gogii Analizi

Apoptoz ve Nekroz Analizi

Koloni Olusturma Yetenegi Analizi
3D Sferoid Olusum Yetenegi Analizi
E-kaderin Analizi

VEGF Analizi

TINAGL-1 Analizi

Istatistiksel Analiz




3.1 Kullamlan Cihazlar ve Kimyasallar

Bu tez calismasinda kullanilan kimyasal ve cihazlar ¢izelge 3.2 ve 3.3’te listelenmistir.

Cizelge 3.2 Kullanilan cihazlar

Kullanilan Mevcut / Ekipman Tiirii

Modeli (Ara¢, Makine-Techizat vb.)

-20°C Derin Dondurucu
-80°C Derin Dondurucu
Azot Tanki (-196°C)
Biyogiivenlik Kabini
Buzdolab1

Calkalamali Su Banyosu
Distile Su cihazi
Floresans Mikroskop
Hassas Terazi

Isitmali Magnetik Karistirict
Isik Mikroskop

Inverted Mikroskop
Karbondioksitli Etiiv
Kar-Buz Makinasi
Nanodrop

pH Metre

RT-PCR

Santrifij

Sogutmali Santrifiij
Spektrofotometre

UV Goriintiileme Cihazi
UV-Vis Spektrofotometre/Nano Drop
Vorteks

Yatay Elektroforez

Ugur

Panasonic MDF-U5386S-PE
International Crygenics, InsIC35RX
Metisafe class 2

Samsung

Niive Marka ST402 model

GLF Marka 2001/1 model

Zeiss Axioskop MC100

RadWag

Wisestir Marka MSH-20A model
Olympus

Olympus CKX31

Memmert

Hoshizaki FM-80KE

Thermo Scientific lite model
Thermo Scientific Orion 3 star model
AB Applied Biosystems Step One Plus marka
Hettich

Hettich universal 320/320R model
Thermo ¢ Genesys model

Biorad

Thermo Scientific

Yellow Line Tts3 Dijital model
Biorad

Cizelge 3.3 Kullanilan kimyasallar

Kimyasal ad1

Marka ve mensei

Agaroz

3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-Diphenyltetrazolium Bromide (MTT)
Distile Su

Dulbecco's Modified Eagle Medium (DMEM)

EntiLink™1sStrand cDNA Synthesis Kit

EnTurbo™ SYBRGreen PCR SuperMix

Etanol (%99,%96)

Ethidium Bromid

Fetal Bovine Serum (FBS)
Hibrigen® RNA izolayon kit
Hsa-miRNA-3670 ve Hsa-miRNA-8078
INTERFERIn, Transfection Reagent
[zopropanol

Lizis Tampon

PCR primerleri
Penicillin-Streptomycin Solution
Phosphate Buffered Saline (PBS)
RNAse free su

RPMI 1640 Medium

Tripan Blue

Tripsin/EDTA (%0.25), Fenol Red

Lonza, Isvigre

Invitrogen, Almanya

Biological Industries, ABD

Gibco ®, Thermo Fisher Scientific, ABD
Wuhan, Cin

Wuhan, Cin

Thermo Fisher Scientific, ABD
Amresco, ABD

Biological Industries, ABD

Hibrigen, Turkiye

Horizon Discovery Company, ABD
Polyplus, Fransa

Sigma Aldrich, ABD

Biological Industries, ABD

IDT, ABD

Biological Industries, ABD

Gibco ®, Thermo Fisher Scientific, ABD
Biological Industries, ABD

Gibco ®, Thermo Fisher Scientific, ABD
Thermo Fisher Scientific, ABD

Gibco ®, Thermo Fisher Scientific, ABD
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3.2 Soliisyonlar ve Hazirlamis1

3.2.1 Kiistal Viole Soliisyonu

Boyamada kullanilacak 9%0.5’lik stok kristal viole soliisyonu hazirlamak ig¢in
hassas terazide 0.5 gr kristal viole boyasi hassas terazide dikkatlice tartildi. Daha sonra
bu boya 75 mL distile suda ¢6ziildii. Son olarak da su igerisinde ¢ozlinmiis kristal viyole
boyasinin iizerine 20mL metanolden (%95) eklenerek tamamlandi. Bu soliisyon oda

sicakliginda ve karanlikta muhafaza edildi.

3.2.2 Tripan Mavisi Soliisyonu

Tripan mavisi ¢ozeltisi (%0.4 (a/h)) icin 0.4 g toz tripan mavisi tartildi ve PBS

iginde ¢oziildii; hacim 100 mL'ye tamamlandi.

3.2.3 Tripsin Soliisyonu

Tripsin soliisyonu (%0.25 (a/h)) hazirlamak i¢in 2.5 g Tripsin 1 litre steril PBS
(pH 7.4) icerisinde icinde ¢oziildii ve 0.22-um filtreden gegirilerek sterilize edildi. Bu
¢ozelti -20°C'de saklanmustir.

3.2.4 Akridin Turuncusu / Etidyum Bromiir (AO/EB) Soliisyonu

Etidyum bromdiir (10 mg) 100 mL 1x PBS i¢inde ¢oziilerek bir stok soliisyonu
(100 pg/mL) hazirlandi. Akridin turuncusu stok soliisyonu (100 pg/mL), 10 mg akridin
turuncusu 100 mL 1x PBS ic¢inde ¢oziinmesiyle hazirlanmistir. Daha sonra bu stok

sollisyonlar 1:1 oraninda karistirildi1 ve kullanildi.

3.2.5 MTT Soliisyonu

Hiicre  canliligini  belirlemek  i¢in  3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-

Diphenyltetrazolium Bromide (MTT) (Sigma, Germany) kullamldi. Cozeltiyi
hazirlamak i¢in 0.05 mg MTT tartildi ve 10 mL PBS i¢inde ¢oziildii. MTT ¢ozeltisinin
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her seferinde taze hazirlanmasina 6zen gosterildi ve aliiminyum folyoya sarilarak

karanlikta sakland.

3.2.6 Stok Alma Soliisyonu

Hiicreleri saklamak i¢in kullanilan dondurma soliisyonu FBS ve DMSO'dan 9:1

oraninda hazirlanir ve hemen kullanilir.

3.2.7 T Hiicre Stok Alma Soliisyonu

Dondurma soliisyonu FBS ve DMSO ile 9:1 oraninda olacak sekilde hazirlandi
ve hemen kullanildi. Bu ¢o6zelti 45 mL FBS ve 5 mL DMSO Kkaristirilarak

hazirlanmustir.

3.2.8 1X miRNA Tamponu

5x miRNA tamponundan 500 mL’lik 1x miRNA tamponuna seyreltmek i¢in 400
mL steril RNaz icermeyen su ve 100 mL 5x miRNA tamponu karistirilmistir. Boylece
bilesiminde KCl (60 mM), HEPES (6 mM), pH 7.5 ve MgCl: (0.2 mM) igeren 500mL
1x miRNA tamponu elde edilir.

3.2.9 1X PBS Tampon Hazirlamsi Soliisyonu

Na;HPO4 (2.38 g), KH2PO4 (0.190 g) ve NaCl (8 g) tartilarak 800 mL bidistile
suda ¢oziilerek 1000 mL’ye tamamlandi. Soliisyonun pH’s1 6l¢iildii, asidik ise

Na;HPOy; bazik ise KH>PO4 eklenerek pH 7.4’e ayarlandu.

3.3 Hiicre Hatlar1 ve Kullanilan Besiyerleri

Insan meme kanseri hiicre hattt MCF-7 ve normal epitel hiicre hattt HME1'in
proliferasyonu i¢in L-glutamin (%1), esansiyel olmayan amino asitler, sodyum piriivat,
fetal bovin serumu (%10 FBS), penisilin-streptomisin-amfoterisin (%1) iceren yiiksek

glikozlu Dulbecco Modifiye Eagle Medium (DMEM, Sigma, ABD) kullanildi. PBM
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Rupaimoole C ve CD8+ T hiicre hatlarinin ¢ogalmasi i¢in, stabil %1 L-glutamin ve
%10 FBS iceren 500 mL RPMI-1640, 1s1yla inaktive edilmis 50 mL FBS ve 5 mL (son
konsantrasyon,~%1) penisilin-streptomisin iceren taze hazirlanmig RPMI-1640 4°C'de

saklandi. FBS oranlar1 gerektiginde degistirilmistir (Cizelge 3.4).

Cizelge 3.4 Hiicre hatlari, katalog numaralar1 ve besiyeri igerikleri

Hiicre

hatti Katalog Numaralar Besiyeri Icerikleri
DMEM + %10 FBS + %1
MCF-7 CRL-3435 Penisilin/Streptomisin/ Amfoterisin
DMEM + %10 FBS + %1
HMEI HMEI Penisilin/Streptomisin/Amfoterisin
PBMC ve ; RPMI + %10 FBS + %1
CD8'(T) 21875-034- G50 Penisilin/Streptomisin/ Amfoterisin

3.4 Biyoinformatik Analizler

Calismamizda tiirlerin miRNA sckanslarini, isimlendirme ve referanslari
saglayan web tabanli bir biyoinformatik programi olan miRBase kullanilmistir. miR-
3670 ve miR-8078 mimik miRNA'larin erisim numaralari, olgun sekanslar1 ve
referanslari miRBase programi kullanilarak dogrulanmistir (Sekil.3.1, Erisim tarihi:

03.04.2023, https://www.mirbase.org/index.shtml ).
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Sekil 3.1 miRBase veri taban1 web ekran goriiniimii
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Ardindan, miR-3670 ve miR-8078 mimik miRNA’larinin hem dogrulanmis hem
de varsayilan hedef genlerini ve bu hedef genlerle iligkili oldugu biyokimyasal
yolaklarini belirlemek i¢in asamali bir biyoinformatik se¢cim gerceklestirildi (Sekil 3.2).
Bu amagla, ilgili miRNA'larin hedef genleri ilk olarak Targetscan (www.targetscan.org)

ve miRWalk (http://mirwalk.umm.uni-heidelberg.de/), miRPathDB v2.0

(https://mpd.bioinf.uni-sb.de/) programlar1 kullanilarak tanimlanmitir. Biyoinformatik

programlarindan elde edilen bu hedef grup kiimeleri VENNY web programi
kullanilarak karsilastirilmis ve ortak genler belirlenmstir. Bu islemden sonra, PD-L1
(CD274) mRNA'sinin hangi bolgesinin miR-3670 ve miR-8078 mimik miRNA'lari

tarafindan hedeflendigini analiz etmek i¢in Targetscan veri taban1 (www.targetscan.org)

kullanilmistir. Hedef genlerle iliskili biyokimyasal yolaklar miRTargetLink 2.0.
miRPathDB v2.0 veri tabanlari kullanilarak tanimlanmistir. Meme kanserinde hsa-
miRNA-3670 ve hsa-miRNA-8078 sentetik mimiklerinin potansiyel molekiiler

mekanizmalarini kesfetmek i¢in Gen ontolojisi (GO) zenginlestirme ve Kyoto Genler ve

Genom ansiklopedisi (KEGG, https://www.genome.jp/kegg/) analizi yapilmistir.

Hedef genlerin belirlenmesi mIRNA nin mRNA'yi hedefledigi
*miRWalk . bdlgenin tespiti
*Targetscan *Targetscan

Hedef genlerin iliskili
oldugu biyokimyasal
yvolaklarin belirlenmesi
*miRTargetLlink

*miRPathDB

Yolak zenginlestirme
Analizi
*Gen ontolojisi (GO

FREEGO Analiz

Sekil 3.2 Biyoinformatik analiz i¢in takip edilen akig semasi (*kullanilan biyoinformatik
programlari temsil etmektedir)

3.5 Hiicre Kiiltiiriine Dayah Yontemler

Calismamizda kullanilan stok hiicre hatlari, boliimiimiizde halihazirda bulunan

ve gecmis yillarda ATCC'den ticari olarak temin edilen CRL-3435 katalog numaral
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insan meme kanseri hiicre hattt MCF-7 ve 50-238-4935 katalog numarali insan meme

normal hiicre hattt HME1(CRL-4010) kullanildi.

3.5.1 Hiicrelerin Cozdiiriilmesi

Su banyosu 37 °C'ye ayarlandi ve kullanilacak besiyeri bu su banyosunda yaklagik
15 dakika 1sitildiktan sonra laminer akis kabinine aktarilmistir. Azot tankindan alinan
MCF-7 hiicreleri (pasaj no. 12) yaklasik 1-2 dakika boyunca ¢oziilmiistiir. Kriyotiipte
¢oziilen MCF-7 hiicreleri 15 mL'lik bir falkon tiiplinde 5 mL DMEM besiyerine dikkatlice
eklenmistir. Coziilmiis hiicrelerin bulundugu falkon tiip 4°C'de 5 dakika boyunca 2000
rpm'de santrifiij edilmistir. Santrifiijden elde edilen siipernatant atilmis, falkon tiipiiniin
dibindeki pelet 5 mL taze DMEM besiyeri ile yavasca ¢oziilmiis ve flasklara aktarildi.
Hiicreler invert mikroskop altinda incelendi ve %5 CO> igeren bir inkiibatdrde 37°C'de
inkiibe edildi Ayni1 deneysel islemler DMEM besiyeri ile HMEI hiicresi igin de
gerceklestirildi.

3.5.2 Hiicre Pasajlanmasi

Flasklardaki MCF-7 hiicreleri, hiicre sayist ve yayilma hizi agisindan invert
mikroskop altinda diizenli olarak incelenmistir. MCF-7 hiicrelerinin besiyeri 2. giinde taze
besiyeri ile degistirilmistir. Inkiibasyon siiresinin sonunda (4 giin) hiicreler mikroskop
altinda incelendi ve flasklarin %80-90 oraninda dolu oldugu goriildii. Flask tabanina
yapisan hiicreler 4 mL fosfat tampon ¢ozeltisi PBS (Gibco™, ABD) ile zarar gormeden
yikanmistir. Ardindan 1 mL tripsin (Gibco™, ABD) eklendi ve CO;'li etiivde 37°C'de
yaklagik 2 dakika inkiibe edildi. Tripsin eklenmis hiicrelerin durumu mikroskop altinda
incelendi. Flaskin ylizeyinden tamamen ayrilmis olan hiicreler bir pipetle dikkatlice
cikarildi ve 4 mL DMEM besiyeri igeren bir falkon tiipiine yerlestirildi. Falkon 4°C'de 5
dakika siireyle 2000 rpm'de santrifiij edildi. Santriflij sonucu olusan siipernatant atild1 ve
falkon tiipliniin dibindeki pelet 5 mL taze DMEM besiyeri ile dikkatli bir sekilde
pipetlenerek ¢oziildii ve iki ayr flaska ekildi. Hiicreler mikroskop altinda incelendi ve
cogalmalan icin 37°C'de %5 CO> igeren etiivde inkiibe edildi. Ayn1 deneysel islemler
DMEM besiyeri ile HMEI hiicresi i¢in de gerceklestirildi.

49



3.5.3 Hiicre Dondurulmasi

Hiicrelerin uzun siireli muhafazasi i¢in kullanilan dondurma besiyeri, dondurulacak
her hiicre hattt icin 15 mL'lik bir falkon tiipiine %90 FBS ve %10 DMSO eklenerek
hazirlanmistir. Pasajlanmis hiicrelerin 4 giinliik inkiibasyonundan sonra, flaskda %80-90
konfluensi olan MCF-7 hiicreleri (pasaj no. 12) kullanildi. Flaskdaki besiyeri bir pipet
yardimiyla dikkatlice uzaklastirildi. Ardindan flaska 5 mL 1X PBS eklenerek yikandi, PBS
pipetle uzaklastirild1 ve hiicrelerin lizerine 400 pl tripsin eklendi. Flasklar 37°C'de inkiibe
edilerek 2-3 dakika bekletildi. Hiicreler inkiibatorden ¢ikarildi ve tripsin ile homojenize
edildi. Bir falkon tiipiine (15 mL) 5 mL besiyeri eklendi ve flask tabanindan tripsin ile
ayrilan hiicreler bu falkon tiipiine yerlestirildi. Tiipteki hiicreler 2000 rpm’de 5 dk santrifiij
edilerek stipernatant uzaklastirildi. Falkon tiipiin dibinde, onceden hazirlanmig %10
DMSO-FBS dondurucu ¢ozeltiden 4 mL pipetle hiicrelerin iizerine eklendi ve iyice
pipetlendi. Her birine bu ¢ozeltiden 1 mL eklenen dort kriyo tiip hazirlandi. Kriyo tiipler
Mr. Frosty yerlestirildi. Mr Frosty kab1 bir saat boyunca -20 °C'de ve ardindan 24 saat
boyunca -80 °C'de tutuldu. Daha sonra uzun siireli saklama i¢in bir siv1 nitrojen tankina
yerlestirildi. Ayni deneysel islemler DMEM besiyeri ile HMEI hiicresi icin de
gerceklestirildi.

3.5.4 Hiicre Sayim

Pasajlanan hiicreler PBS ile yikanip tripsin ile uzaklastirildiktan sonra 15 mL'lik
falkon tiipline konularak 2.000 rpm'de 5 dakika santriflij edildi. Santriflij sonrasi elde
edilen hiicre peletine 1 mL besiyeri eklenerek hiicre siispansiyonu hazirlandi. Hiicre
stispansiyonunun 50 pl'si bir ependorf tiipiine konuldu ve 50 pl tripan mavisi eklendi. Bu
karisim pipetlenerek homojenize edildi ve bir thoma lami {lizerine yerlestirildi. Mikroskop
altinda 10x objektif biiylitmede, thoma lami tizerindeki 16 biiyiik karenin her birindeki 25
kiiciik karenin i¢ kisimlar1 ve kare cizgilerine teget veya kesisen hiicreler sayildi (Sekil
3.3). Sayim en az 3 kez tekrarlandi. Elde edilen sayilarin ortalamasi almarak 1 mL

besiyerindeki hiicre sayist hesaplandi.

Toplam hiicre sayisi = (16 biiyik karedeki hiicre sayisi) x (10.000) x (dilisyon faktorii)
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Sekil 3.3 Thoma lamu ile hiicre sayimi (A: klasik thoma lami mikroskop goriintiisii (4X) B:
thoma laminda tripan mavisi ile boyanmis hiicre goriintiisii (4X) siyah Ok isaret
ile gosterilen mavi renkli hiicreler tripan mavisi ile boyanmis 6lii hiicreler iken,
beyaz Ok isaret ile gosterilen seffaf renksiz hiicreler canli hiicreleri temsil
etmektedir. Prof. Dr. Yasin Tiiliice nin arsivinden izni alinarak kullanilmistir).

3.6 miR-3670 ve miR-8078’nin Transfeksiyon ve Validasyonu
3.6.1 miRNA’nin Hazirlanmasi

Bu tez calismasinda agagcucacagcuguccuucucua dizilisine sahip 24-mer’lik
miR-3670 miRNA ve ggucuaggcccggugagagacuc dizilisine sahip 23-mer’lik miR-8078
kullanilmistir. miRNA’larin hazirlanmasi su sekilde gerceklestirildi;

1. miRNA igeren tiipler, liyofilize miRNA peletinin tiipiin dibinde toplandigindan emin
olmak ic¢in kisa bir siire santrifiijlenmistir.

2. RNaz icermeyen 1x miRNA tamponunda istenen nihai konsantrasyona kadar yeniden
stispanse edilir.

3. Bu ¢ozelti oda sicakliginda 30 dakika boyunca bir orbital karistirici/galkalayic {izerine
yerlestirilmis ve ¢oziinmeye birakilmigtir.

4. miRNA igeren tiipler daha sonra tiipiin dibindeki ¢ozeltiyi toplamak i¢in kisa bir siire
santriftijlendi.

5. miRNA konsantrasyonunun dogrulanmast 260 nm dalga boyunda UV
spektrofotometresi kullanilarak gerceklestirilmistir (mikroRNA mimik i¢in 1 pM = 14.1
ng/L olmasi gerekir). RNA hemen kullanilabilir veya dondurma-¢6zme dongiilerinin
sayisin1 en aza indirmek i¢in 50pl'lik alikotlara bdliinebilir. Yeniden siispanse edilen
miRNA, manuel defrost veya dongili yapmayan bir dondurucuda -20°C'de saklanabilir.

Hemen analiz yapilmasi planlaniyorsa 4°C'de saklama 6 haftaya kadar uygundur.
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3.6.2 miRNA’larin Spektrofotometrik Kontrolii

miRNA miR-3670 ve miR-8078’in konsantrasyon ve saflik nanodrop
spektrofotometrede 260 ve 280 nm dalga boylarinda spektrofotometrik ol¢timler
kullanilarak belirlendi. Niikleik asitlerin, 260 nm dalga boyundaki absorbans degerleri,
niikleik asitlerin = miktarin1  gosterir.  Saflik  derecesinin  belirlenmesinde ise
0D260/0D280 orani kullanilmistir. Cift zincirli miRNA molekiiliiniin konsantrasyon
orant da belirlenmistir. miRNA standart egrisi RNAse icermeyen PBS tamponu
kullanilarak olusturulmustur. Farkli konsantrasyonlarda ¢esitli 6rnekler hazirlanmis ve
bunlarin absorbans degerleri 260 nm dalga boyunda o&lgiilmiistiir. Ilgili veriler

konsantrasyon egrisini olusturmak i¢in kullanilmistir.

3.6.3 miRNA Mimiklerinin Transfeksiyonu

MCF-7 ve HMEI hiicrelerinin transfeksiyonu, transfeksiyon c¢ozeltisi
INTERFERin Transfection Reagent (Fransa) ve stok miR-3670 ve miR-8078 miRNA
mimik (Horizon Discovery, UK) kullanilarak, iiretici tarafindan saglanan yonergeler
izlenerek gerceklestirildi. Transfeksiyondan bir giin 6nce hiicreler flasklara ekilmis ve
antibiyotik icermeyen bir besiyerinde 24 saat boyunca kiiltiire edildi. Transfeksiyon
yapilacak giin hiicreler %30-50 yogunluga ulastiginda, besiyeri uzaklagtirilmis ve
yikamak icin soguk PBS kullanilmistir. Hiicreler daha sonra tripsin-EDTA ¢ozeltisi
kullanilarak ayrilmis ve saymm ic¢in santrifiijlenmistir. Daha sonra 96 kuyucuklu
plakalara her bir kuyucukta 0.5x105 hiicre olacak sekilde ii¢ kopya halinde ekim
yapildi. Hiicrelere farkli konsantrasyonlarda (1nM, 5nM, 10nM, 25nM, 50nM, 100nM)
miR-3670 ve miR-8078 miRNA mimikleri ile transfekte edilerek 48 saat boyunca
37°C'de CO2'li etlivde inkiibe edildi.

Transfeksiyon  icin miRNA  mimiklerinin  stoklarindan  belirlenen
konsantrasyonlar hesaplandi ve ayr1 falkon tiiplerine yerlestirildi. Bu tiiplerin her birine
uygun miktarda serum i¢cermeyen besiyeri eklendi. Ayr bir falkon tiipii, her bir kuyu
icin belirlenen miktarda serumsuz besiyeri ile dolduruldu. Transfeksiyon soliisyonu
(INTERFERin, Fransa) eklendi ve yavasca pipetlendi. Daha sonra transfeksiyon

kompleksinin olusmasi i¢in 5 dakika oda sicakliginda bekletilmistir. Inkiibasyondan
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sonra farkli konsantrasyonlarda hazirlanan miRNA mimigi igeren falkon tiiplerine ayr1
ayrt seyreltilmis INTERFERin eklenerek miRNA ve tasiyict ajan birlestirildi. Elde
edilen karisim hafifce karistirildi ve kompleksi olusturmak icin oda sicakliginda 20
dakika inkiibe edildi. miRNA-INTERFERin kompleks karistmi daha sonra 96
kuyucuklu plakanin her kuyucuguna eklenerek ileri geri ¢alkalandi. Ortam 4-6 saat
sonra tamamlanmig DMEM ile degistirildi ve hiicreler daha sonra 48 saat boyunca 37

°C'de CO2'li bir etiivde inkiibe edildi (Sekil 3.4).
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Sekil 3.4 miRNA mimiklerinin transfeksiyon slire¢ semast (A: mirRNA’larn
transfeksiyon iglem akis semasi, B: Transfeksiyon ajaninin eklenmesi, C:
Karigimim vorteksle karigtirilmasi, D: miRNA’larin hiicrelere transfeksiyon
islemi)

3.6.4 miRNA’larin Sitotoksik Etkilerinin Arastirilmasi

Bu calismanin amaci, miR-3670 ve miR-8078'in MCF-7 ve CRL-4010 hiicre
hatlarinin sitotoksisitesi ve hiicre canliligi iizerindeki etkisini incelemektir. MTT (3-
(4,5-dimetiltiyazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolyum bromiir) testi (Sigma, Almanya), canli

hiicrelerdeki metabolik aktivitenin MTT'nin mitokondriyal dehidrojenaz enzimi
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tarafindan parcalanmasma bagli oldugu ve bunun da c¢oziiniir formazan tuzlarinin
olusumuyla sonug¢landigi varsayimina dayanmaktadir. Stoktan alinan hiicreler flasklara
kiiltiirlenmistir. Yeterli yogunluga ulastiklarinda, tripsin kullanilarak ayrildilar ve daha
sonra steril 96 kuyulu petri kaplarma kuyu basma 1x10° hiicre yogunlugunda
tohumlandilar. 24 saat sonra, besiyerleri ¢ikarilmis ve degisen konsantrasyonlarda miR-
3670 ve miR-8078 miRNA mimikleri (InM, 5nM, 10nM, 25nM, 50nM, 100nM)
eklenmis ve 48 saat boyunca %5 CO; atmosferi ile 37 °C'deki bir etiivde inkiibe edildi.
Bu asamadan sonra kuyucuklardaki besiyeri uzaklastirilmis ve dnceden hazirlanmis
besiyerinden 100 pl igeren her kuyucuga 0.05 pul MTT ¢ozeltisi eklendi. Plaka 4 saat
boyunca inkiibe edildi. Inkiibasyondan sonra besiyeri atildi ve formazan kristalleri 100
pul DMSO ile ¢oziildii. Absorbans degerleri bir spektrofotometrede 570-690 nm dalga
boyunda 6l¢iildii ve kaydedildi (Sekil 3.5, Tiliice vd., 2019; Koyuncu vd., 2019).

Sekil 3.5 miRNA 3670 ve 8078’ in MCF-7 ve HMEI {izerindeki sitotoksik etkisi (A: miR-
3670 ve miR-8078 uygulanmis hiicrelerin inkiibasyon sonrasi goriintiisii, B:
hiicrelere MTT soliisyonunun eklenmesi, C: inkiibasyon sonrasi hiicrelerde
olusan formazan kristalleri)

3.6.5 ICso Degeri

Hiicreler tlizerinde miR-3670 ve miR-8078 i¢in doz-cevap egrisi, GraphPad
Prism yazilimi (GraphPad Prism 8 yazilimi, San Diego, ABD) kullanilarak
konsantrasyonlara karsi inhibisyon yiizdesi ¢izilerek elde edildi. MCF-7 ve HMEI1
hiicre hatlarinda miR-3670 ve miR-8078'in IC50 degerlerini belirlemek i¢in dogrusal
olmayan regresyon yapildi. Analiz i¢in asagidaki formiil kullanildi: Yiizde canlilik =
(100) X (Her bir numuneyi igeren kuyucuklarin ortalama OD degeri) - (Negatif kontrol
kuyucuklariin ortalama OD degeri) (Tiiliice vd., 2019).
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3.7 Ger¢ek Zamanh PCR’a Dayal Yontemler

miR-3670 ve miR-8078 transfeksiyonunu takiben MCF-7 ve HMEI
hiicrelerinde PD-L1 geninin ekspresyonundaki degisiklikleri gozlemlemek i¢in RT-
gPCR yoluyla gen ekspresyon analizi yapildi. Hiicreler sayilmis ve 96 kuyulu petri
kaplarinda kuyu basma 0,5x10° hiicre olacak sekilde béliim 3.5.3'e gore ekilmistir.
Hiicreler daha sonra iic kopya halinde 24 saat boyunca 37°C'de %5 CO; atmosferi
altinda bir etiivde inkiibe edildi. Hiicreler inkiibe edildikten sonra miRNA'lar ¢esitli
konsantrasyonlarda (1nM, 5nM, 10nM, 25nM, 50nM, 100nM) deney grubuna transfekte
edilirken, kontrol grubu kuyucuklarina miRNA uygulanmadi. Her iki hiicre seti de daha
sonra 48 saat boyunca %5 CO; atmosferinde 37°C'de inkiibe edildi. Ardindan, PD-L1
ve kontrol GAPDH gen ekspresyon analizini degerlendirmek i¢in total RNA izolasyonu,
cDNA sentezi ve RT-qPCR testi gergeklestirildi.

3.7.1 Total RNA izolasyonu

Total RNA izolasyonu i¢in kontrol grubu ve farkli dozlarda miR-3670, miR-
8078 uygulanan deney grubu hiicrelerinden RNA izolasyonu gergeklestirildi. RNA
ekstraksiyonu i¢in RNA izolasyon kitinin (HibriGen kat.no: MG-RNA-01-10, Tiirkiye)
genel protokolii takip edilmistir. Kitin protokolii asagidaki gibidir:
¢ miRNA uygulanmis hiicrelerin iizerine 1 mL HT tamponu eklenir. Hiicreler 15
saniye boyunca pipetlenerek veya vortekslenerek hiicrelerin parcalanmasi
saglanir.
% Ardindan niikleoprotein kompleksinin tamamen pargalanmasi igin buz {lizerinde
5 dakika boyunca inkiibasyon yapilir. (Opsiyonel olarak daha yiiksek saflikta
RNA elde edebilmek i¢in 1. adimdan sonra hiicre karisimini 4°C’de, 12000
rpm’de 5 dakika santriflij edilir. Elde edilen silipernatantlar, protein, yag,
polisakkaritler, kas ve bitki fibrillerini uzaklastirmak icin yeni bir RNaz
icermeyen mikrosantrifiij tiipline aktarilmalidir.
¢ 200 pl kloroform eklenir, homojenize olana kadar 15 saniye vorteksle karistirilir
ve 10 dakika buz iizerinde inkiibe edilir. Numune 4°C'de 15 dakika boyunca
12000 rpm'de santrifiijlenir. Not: Santrifiij isleminden sonra karigim 2 parcaya

ayrilir. Fenol-kloroform fazi altta ve RNA igeren renksiz faz iisttedir. Ustteki
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3.7.2

renksiz faz, alttaki diger fazlarla karistirllmadan bir pipet kullanilarak dikkatlice
RNaz igermeyen yeni bir tiipe aktarilir.

Onceden sogutulmus EtOH (%100), hacme gore renksiz faza 1/2 oraminda
(6rnegin 250 pl EtOH'a 500 pl renksiz faz) eklenir. Etanol ilavesinden sonra
goriiniir ¢okeltiler olusabilir, bu nedenle karisim bir vorteks ile iyice karigtirilir.
Karigim daha sonra filtreli bir tlipe aktarilmali ve 4°C'de ve 12000 rpm'de 30
saniye santrifiij edilir. Filtrenin altindaki tiipte toplanan siv1 atilir.

Filtreye 500 pl RY1 eklenir ve 4°C’de, 12000 prm’de 30 saniye santrifiijlenerek
yine altta kalan s1iv1 atilir.

Daha sonra filtreye 500 pul RY2 eklenir, oda sicakliginda 1 dakika inkiibe edilir
ve ardindan 4 °C'de 12000 rpm'de 30 saniye santrifiij edilir. Alttaki siv1 atilir ve
adim tekrarlanir. Filtreli tiip 12000 prm’de 30 saniye santrifiij edilir.

Kolon 1,5 mL'lik mikrosantrifiij tiiplerine yerlestirilir. Membrana 30-100 pl
DEPC ile muamele edilmis su eklenir. Oda sicakliginda 2 dakikalik bir
inkiibasyon siiresinden sonra, RNA'y1 bu suda toplamak i¢in tiip 12000 rpm'de 2
dakika santrifiij edilir. Tiipte kalan su saf RNA igerir ve uzun siireli saklama i¢in
-70°C'de saklanabilir.

RNA'larin Miktar ve Saflik Tayini

Izole edilen RNA'larin konsantrasyonlari Nanodrop ND-2000c (Thermo)

kullanilarak belirlendi. Absorbanslar 260 nm ve 280 nm dalga boylarinda o6lgiildii.
A260/A280 orant RNA'nin safligini belirlemek i¢in kullanild1 (Sekil 3.6).

Sekil 3.6 Izole edilen RNA'larin miktarin ve safliginin Nanodrop ile tayini
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3.7.3 c¢DNA Sentezi

Elde edilen total RNA’lardan c¢cDNA sentez kiti (EntiLink™, EQ003-02)

kullanilarak cDNA sentezlendi. Izole edilen RNA miktarlar1 spektrofotometrede ii¢
tekrarli olacak sekilde Ol¢iilerek ortalamalar1 alind1. Kit protokolii igleyisi;
1) Total RNA soliisyonunun igerisindeki DNA’nin pargalanmasi ve sadece RNA’larin
kalmasi i¢in ¢izelge 3.5’te belirtilen reaktifler total RNA'ya uygun miktarda eklendi.
Cozelti daha sonra 42°C'de 2 dakika veya oda sicakliginda 5 dakika inkiibe edildi ve
ardindan +4°C’ye kaldirildi.

Cizelge 3.5 Total RNA ¢ozeltisi icindeki DNA’nin ayrilmasi

Reaktifler Kullanilan miktar
5x gDNA Eraser 2.0 uL

gDNA Eraser 1.0 uL

Template RNA(Total RNA) 0.5-5 ug

RNaz Free Water To 10.0nL

2) ilk adimdan sonra, ters transkripsiyon icin reaksiyon ¢ozeltisi Cizelge 3.6'ya gore
hazirlandi. Cozelti 70 °C'de 5 dakika 1sitild1 ve ardindan buz iizerinde hizla sogutuldu.

Sogutmanin ardindan kisa bir santrifiij islemi gergeklestirildi.

Cizelge 3.6 Ters transkripsiyon i¢in reaksiyon ¢ozeltisinin hazirlanisi

Reaktifler Kullamlan miktar
1.Adimdaki reaksiyon soliisyonu 10.0 uL

RT Primer Mix" 2.0 uL

dNTP’ler (10mM her biri) 1.0 uL

RNaz free ddH,O to 15.0 uL

*RT Primer Karisimi, bir oligo dT ve pd(N)9 karisimidir.

Ikinci adimda kisa bir santrifiij ve sogutmanin ardindan, karisima Cizelge 3.7'de

listelenen reaktifler eklenmistir.
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Cizelge 3.7 Tamamlayict mix hazirlanigi

Reaktifler Kullanilan miktar

1.Adimdaki reaksiyon soliisyonu

5x RT tampon 4.0 uL
EntiLink ™ ters transkriptaz enzimi 1.0 uL
RNaz inhibitorii 1.0 uL

3) Bu karisim daha sonra dikkatlice karistirildi ve 37 °C'de 60 dakika boyunca inkiibe
edildi. Ardindan 95°C'de 5 dakika 1sitilip sogutularak elde edilen cDNA'larin
konsantrasyonlar1 Nanodrop cihazinda dlgiildii ve safligi belirlendi (Sekil 3.7). Daha
sonra kullanima kadar kisa bir siire i¢in -20°C'de saklanir. Uzun siireli depolama i¢in

-80°C tercih edilmelidir.

Sekil 3.7 cDNA'larin miktar ve safliginin Nanodrop ile tayini

3.7.4 PD-L1 ifadesinin Ger¢cek Zamanh PCR ile Analizi

RT-PCR analizi, sentezlenen cDNA oOrneklerinden hsa-miRNA-3670 ve hsa-
miRNA-8078 uygulanan hiicrelerde PD-L1 ifadesinin inhibe edildigini gostermek
amaciyla yapildi (Sekil 3.8). Gliseraldehit-3-fosfat dehidrogenaz (GAPDH) Cizelge
3.8'de kontrol geni olarak listelendi. iki gen igin bir kontrol grubu ve bir uygulama
grubu toplam hacmi 10 pl olan iki ayr1 karisim hazirlandi. RT-PCR i¢in SYBR Green
PCR Master Mix Kit (EntiLink, Cin) kullanildi. Her bir 6rnek icin, PD-L1 genine 6zel
olarak tasarlanmis primerlerin (ileri ve geri) her biri i¢in 0.2 ul, 5 pl SYBR- Green
Master Mix, 1 ul ROX boyasi, 2.6 ul distile su ve 1 ul cDNA kullanildi. RT-PCR
caligma sicakliklar1 kitte verilen protokole gore ayarlandi (Cizelge 3.9) ve her numune

iki replike halinde ¢alistirildi.
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Cizelge 3.8 PD-L1 ifadesinin analizi i¢in kullanilan primerler

RT-PCR icin Kullanilan Primerler

(F): 5'- TGC CGA CTA CAA GCG AAT TAC TG -3’

Human PD-L1 Primer
(R): 5'- CTG CTT GTC CAG ATG ACT TCGG -3’

. (F): 5’"GTCTCCTCTGACTTCAACAGCG 3’
GAPDH Primer
(R): 5’ACCACCCTGTTGCTGTAGCCAA-3’

Cizelge 3.9 RT-PCR amplifikasyon prosediirii

Asama Dongii sayisi Sicaklik Zaman
On denatiirasyon 95°C 30sn
Denatiirasyon Ix 95°C Ssn
Baglanma 50-60°C 30sn
Uzama 72°C 30sn

Erime egrisi analizi (erime egrisi asamasi)

k
i
S1¥1
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Sekil 3.8 PD-L1 ifadesinin ger¢ek zamanli PCR ile analizi

3.7.5 RT-PCR Datalarinin Analizi

Gergek zamanli PCR ¢alismasinda, her bir numune iki kopya olarak ¢aligildi ve
elde edilen Ct (gecis esigi) degerlerinin ortalamasi alindi. Goreceli miktar belirleme
AACt yontemi (6nce housekeeping gen ve ardindan bir kalibratére normalizasyon)
kullanilarak gercgeklestirildi ve ekspresyon seviyeleri belirlendi. Veriler SPSS 21
programi kullanilarak analiz edildi. Anlamlilik diizeyi p < 0.05 olarak belirlendi. PD-
L1'in mRNA ifade diizeyi 2-AACt yontemi (hedef gen - referans gen) kullanilarak
hesapland1 (Livak vd., 2001). Bu prosediirde, hedef gen PD-L1 ve housekeeping gen
her oOrnekte iki kopya olarak cogaltilir ve hedef genlerin ortalama Ct degerleri

housekeeping genler ¢ikarilarak normalize edilir. Ayrica kalibrator olarak kabul edilen
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tim Orneklerin median Ct degerleri alindi ve tiim degerlerin normalize edilmis Ct
degerleri (delta Ct) kalibratoriin delta Ct degerlerinden ¢ikarilarak PCR verimliligini
temsil eden 2'-minus giicli alinarak ekspresyon seviyesi belirlendi ve bdylece deney
gruplar1 arasindaki farkliliklar 6nlendi.

Yontemin formiili;

ACT = CT(hedef) — CT(referans)

AACT= [CT(hedef)—CT(referans)] hiicre hatti—[CT(hedef)—CT(referans)]kontrol

2 -AACT = Uriin miktar1 oran1 (ACT degeri hedef ve referans genler igin

belirlenen dongii sayis1 farkini ifade etmektedir).

3.7.6 Serbest PD-L1 Analizi

Bu testin amaci, miR-3670, miR-8078 uygulamasindan sonra kanser
hiicrelerinin bagisiklik sisteminden kagmasini saglayan siipernatanttaki serbest PD-L1'in
antijen seviyeleri lizerindeki etkisini belirlemektir. MCF-7 ve HMEI hiicre hatlar farkli
dozlarda mimik miR-3670 ve miR-8078 (InM, 5nM, 10nM, 25nM, 50nM, 100nM) ile
transfekte edildi ve 37°C sicaklikta ve %5 COz’de etiivde 48 saat boyunca inkiibe
edildi. Uygulamadan sonra, PD-L1 ELISA kiti hiicre kiiltiirii siipernatantlarindan PD-
L1 antijen konsantrasyonunu belirlemek i¢in kullanild1 (Sekil 3.9). ELISA yontemi
iireticinin  protokoliine gore gerceklestirildi (SunRed, Cin). Hiicre kiiltiirii
stipernatantinda biriken ¢6ziiniir PD-L1 proteininin ve rekombinant insan PD-L1 protein
standardinin diliisyonlar1 kat1 fazli sandvi¢ ELISA yontemi kullanilarak analiz edildi.
Kiiltiir stipernatant1 (insan PD-L1 proteini) insan PD-L1 proteinine 6zgii poliklonal
antikorlarla kapli kuyucuklarda inkiibe edildi. Yikamadan sonra PD-L1 proteinine 6zgii
biyotinlenmis monoklonal antikor eklendi. Inkiibasyondan sonra streptavidin
peroksidaz enzimi ilave edildi. Ugiincii inkiibasyondan sonra ve tiim baglanmamis
enzim c¢ikarildiktan ve yikandiktan sonra, enzime baglanan ve bir renk iireten substrat
cozeltisi eklendi. Elde edilen iirliniin renk yogunlugu 450 nm absorbans degerinde
spektrofotometrik olarak belirlendi. Kiiltiir siipernatantindaki PD-L1 proteini miktari,
PD-L1 protein standartlarinin absorbe edilmesiyle olusturulan standart blank degerleri
kullanilarak belirlendi. miRNA transfeksiyonu ile PD-L1 protein salgilanmasinin

inhibisyonu (%), drneklerdeki PD-L1 proteini kontrol ile karsilagtirilarak hesaplandi.
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Tiim ¢alismalar ii¢ kez tekrarlandi ve standart sapmalar (+) hesaplandi (Romero vd.,

2020).

Sekil 3.9 Siipernatantta ¢oziinen PD-L1 antijen miktarinin PD-L1 elisa kiti ile tayini

3.8 Ko-Kiiltiire Dayah Cahismalar

Mevcut ¢alismada, ko- kiiltiire dayali yontemler 5 adimdan olusmaktadir. Is akis
diyagrami sekil 3.10'da gosterilmektedir.

| -, Aol “\*":—_j==h__.:.: [ H“‘%’_;‘;:ﬂ_aw:c-u ]
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Sekil 3.10 Ko-kiiltiire dayali yontemlerde is akis semasi
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3.8.1 PBMC Hiicrelerinin Cozdiiriilmesi

Ticari olarak satin aliman ve bir sivi nitrojen tankinda kriyojenik siselerde
muhafaza edilen PBMC hiicre hatlari, dnceden 1sitilmis damitilmis su i¢eren bir behere
aktarildi. Tamamen c¢oziilmeden Once hiicreler dnceden 1sitilmis %20 FBS ve tam
RPMI-1640 besiyeri i¢eren 50 mL'lik bir tlipe aktarildi. DMSO'ya maruz kalma siiresini
kisaltmak i¢in hiicreler oda sicakliginda (RT) 1800 rpm'de 5 dakika santrifiijlendi.
Stipernatant ¢ikarildiktan sonra, hiicreler %10 FBS, %1 PSA iceren tam RPMI-1640
icinde yeniden siispanse edildi ve petri kabimna aktarildi (Sekil 3.11). Petri kab1 daha
sonra 37°C ve %5 CO2 %95 nem oranina sahip bir inkiibatdrde kiiltiirlendi (Ghanekar

vd., 2007; Owen vd., 2007).

Sekil 3.11 Stok PBMC hiicrelerinin ¢oziilme islemi (A: PBMC hiicrelerinin santrifiij
islemi, B: Santrifiij islemi sonrasi peletin RPMI-1640 ile resiispanse edilisi)

3.8.2 PBMC Hiicrelerinin Stoklanmasi

Hiicrelerin uzun siireli korunmasi igin, pasajlanmis PBMC hiicreleri %80-90
konfluens elde edilene kadar 14 giin boyunca petri kaplarinda inkiibe edildi. PBMC
hiicrelerinin sivi nitrojenin buhar fazinda dondurularak korunmasi i¢in hiicreler 15
mL'lik bir tiipe aktarilmis (yapisik hiicreler tripsin/EDTA ile flasktan ayrildi) ve oda
sicakliginda 1500 rpm'de 5 dakika santriflij edildi. Silipernatant atildi ve hiicreler
dondurma soliisyonu (%90 FBS - %10 DMSO) karisimi i¢inde yeniden siispanse edildi.

Daha sonra hemen kriyojenik kaplara aktarildi. Kriyo flakonlar, sicakligi -
1°C/dk diisiiren Mr Frosty dondurucuya (Thermo Fisher Scientific, ABD) aktarildi.
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Flasklar -80 °C dondurucuda 4-24 saat kaldiktan sonra kriyojenik flakonlar ¢ikarildi ve
stv1 nitrojen tankinda saklandi (Ghanekar vd., 2007; Owen vd., 2007).

3.8.3 T Hiicrelerinin Manyetik Ayrimi

Manyetik aktive hiicre siniflandirmasi1 (MACS) CD8+ T monositler, ticari olarak
satin alinmig PBMC'lerinden tiretici (MojoSort, USA) tarafindan verilen protokole gore
saflastirildi. Kisaca 1x107 PBMC igin hiicreler 4 mL MojoSort tamponu (%0.5 BSA ve
2 mM EDTA igeren PBS) i¢cinde yeniden siispanse edildi. Bu hiicre siispansiyonu 300
g'de 5 dakika santrifiij edildi. Siipernatant atildi ve hiicre peleti 1x10® hiicre/mL olacak
sekilde MojoSort tamponunda siispanse edildi. Bu hiicre siispansiyondan 100 uL alinip
tizerine 10 uL Biotin-Antibody Kokteyli ilave edildi. Buz iizerinde 15 dakika
inkiibasyondan sonra; 10uL Streptavidin Nanobeads hiicrelere eklendi ve pipetleme
yoluyla dikkatlice karistirip 15 dakika buz iizerinde inkiibe edildi. inkiibasyondan sonra
karistma 4 mL’ye kadar MojoSort tamponu eklendi ve 300 g'de 5 dakika santrifiij
edildi. Elde edilen silipernatant santrifiijden sonra atilirken, pelet iizerine 2,5 mL
MojoSort tamponu eklendi. Ardindan hiicreler yeniden siispanse edilerek miknatislara
yerlestirildi ve 5 dakika boyunca beklenildi. Bu siirenin sonunda CD8+ T monositleri
iceren sivi bagka bir temiz tlipe aktarildi. Bu tiip oda sicaklifinda 5 dakika boyunca
1800 rpm'de santrifiij edildi. Hiicreler daha sonra tiim kiiltiir biiylime ortaminda (%10
FBS ve %1 RPMI-1640) yeniden siispanse edilerek petri kabina ekildi. Petri kaplari
37°C, %5 CO2 ve %95 nem oranina sahip bir inkiibatorde kiiltiire edildi (Sekil 3.12-
3.13).
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Sekil 3.12 Stok PBMC hiicrelerinden T hiicrelerinin manyetik ayrim islemi (A: T hiicre
ayirma kitinin genel goriintiisii, B: PBMC'lerin MojoSort tamponu ile slispanse
edilisi, C: Santrifiij islemi, D: Hiicre pelletinin MojoSort tamponu ile siispanse
edilisi, E: siispansiyona Biotin-Antibody Kokteyli ilave islemi, F: vorteks
islemi, G: Streptavidin Nanobeads eklenme islemi, H: miknatis igerisine
yerlestirme islemi, I: CD8 *hiicrelerinin toplanmasi)

Sekil 3.13 izole edilen CD8" hiicrelerinin 96 kuyucuklu plakaya ekim islemi
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3.8.4 CDS8"T Hiicrelerinin Pasajlanmasi

Boliim 3.8.3'te agiklandigi gibi, CD8" T hiicreleri PBMC'den izole edilmis ve
%10 FBS, 50 IU/mL interlerukin-2 (proleukin) ve %1 antibiyotik RPMI-1640 tam
ortam igeren T25 veya T75 hiicre kiiltiirii flasklarinda kiiltiire edildi. Flasklar 37 °C, %5
CO2 ve %95 nem kosullart altinda inkiibe edildi. Alt kiiltiirler ve hiicre transferleri,
tripsin-EDTA veya HyQTase kullanilmadan serolojik bir pipetle sivi yikama yoluyla
mekanik olarak gerceklestirildi.

3.8.5 Kanser Hiicre Hatlar ile CD8" T Hiicrelerinin Ko-Kiiltiirii

Mililitresinde 4x10° hiicre/mL iceren 0.5 mL tamamlanmis RPMI-1640
icerisindeki CDS8'T hiicresi ile mililitresinde 4x10° hiicre/mL iceren 0.5 mL
tamamlanmis RPMI-1640 icerisindeki MCF-7 ve HMEI hiicreleri (3.6. bashigi altinda
anlatildig1 lizere ¢aligma sonucu PD-L1 ekspresyonunu azalttig1 belirlenen 1Cso dozunda
hsa-miRNA-3670 ve hsa-miRNA-8078 transfekte edilmis) efektor ve hedef 1:1 olacak
sekilde (E:T) uygun 96 kuyucuklu plakalara ekimi yapildi. Plakalar %5 CO; ve %95
nem oranina sahip bir inkiibatérde 37°C sicaklikta 24 saat boyunca inkiibe edildi.
Inkiibasyon siiresinin ardindan CD8" hiicrelerinin sitotoksik aktivitesini belirlemek igin
hiicrelere MTT testi uygulandi. Ayrica ayni isleme tabi tutulan diger plakalarda
inkiibasyon sonunda 1500 rpm'de 10 dakika santrifiij yapildi ve silipernatantlar
toplanarak alikotland1 ve daha sonra kullanilmak iizere -80 °C'de saklandi. Deney ii¢

kez tekrarlandi.

3.9 Hiicre Gocii Analizi

Bu testin amaci, miR-3670 ve miR-8078'in MCF-7 ve HME]1 hiicre hatlarinda
hiicre hareketliligi ve go¢ yetenegi iizerindeki etkisini arastirmaktir. Bu amagcla, bir in
vitro yara iyilesmesi deneyi gerceklestirildi. Stoktan alinan hiicreler ¢cogalmalart i¢in
steril flasklara ekildi ve %5 CO- igeren bir etiivde 37 °C sicaklikta inkiibe edildi. Yeterli
sayida hiicre elde edildikten sonra alti kuyucuklu Petri kaplarina aktarildi. Bu amagla,

steril 6-kuyulu hiicre kiiltiirii plakalarma ekilen hiicreler (7x10* hiicre/kuyucuk) 1nM
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dozundaki miRNA'lar ile transfekte edildi. Daha sonra hiicre kiiltiirii plakasinin tabani
steril bir pipet ucuyla diiz bir ¢izgi halinde isaretlenmistir (0.saat). Yiizen hiicreleri
uzaklastirmak i¢in ortam degistirildi. Hiicreler daha sonra %95 nem, 37 °C sicaklik ve
%5 CO: kosullarinda inkiibe edildi. Cizilen alanlar 0. ve 48. saatlerinde ters-1s1k
mikroskobu ile fotograflandi. Hiicre gogiiniin boyutu, ImageJ yazilimi (NIH, Bethesda,
ABD) kullanilarak baslangictaki yara genisligi ile 48 saat sonra elde edilen genislik
arasindaki fark oSlgiilerek belirlendi. Yara kapanma alan1 daha sonra asagidaki formiil
kullanilarak hesaplandi: % Yara kapatma alant = [(At=0h - A t=Ah)/At=0h] x
100%, (Oh: 0. Saatte Ol¢iilen yara alani, A h; 48. Saatte Ol¢iilen yara alani). Denemeler
ticer tekrarl olarak gerceklestirildi ve her deneme i¢in en az 5 rastgele ve birbiriyle

ortiismeyen fotograf ¢ekildi.

3.10 Apotoz ve Nekroz Analizi

Akridin turuncu/etidyum bromiir (AO/EB) boyamasi apoptoza 6zgii ¢ekirdek
degisiklikleri ve apoptotik hiicrelerin olusumunu gorsellestirmek i¢in kullanilir.
Floresan mikroskobu altinda hiicreler incelenir ve apoptozu 6l¢mek igin sayilir. Bu
testin amaci, miR-3670 ve miR-8078'in MCF-7 ve HME1 hiicre hatlarinda apoptoz ve
nekroz {iizerindeki etkisini belirlemektir. MCF-7 ve HMEI hiicreleri 6 kuyucuklu
plakaya mililitre bagma 0.5 x 10° ila 2 x 10° hiicre yogunlugunda ekildi. miR-3670 ve
miR-8078 hiicrelere 6nceden belirlenen dozda (InM) transfekte edildi. Hiicreler daha
sonra etiivde %5 CO» iceren bir atmosferde 48 saat boyunca 37°C'de inkiibe edildi.
Besiyeri kuyucuklardan dikkatlice ¢ikarilarak her kuyucuga 1X PBS eklendi ve hiicreler
yikandi. Daha sonra PBS uzaklastirildi ve kuyucuklara 100 pl tripsin-EDTA eklendi ve
etlivde 37°C'de 5 dakika inkiibe edildi. Siire sonunda her kuyucuga 500 pl taze besiyeri
eklenerek Eppendorf tiiplerinde toplandi ve 800 rpm'de 5 dakika santrifiij edildi. Elde
edilen siipernatant, pelete zarar vermeden dikkatlice uzaklastirildi. Pelete 50 pl besiyeri
eklendi ve hiicrelerin homojenizasyonu gerceklestirildi. Her bir ependorf tiipiine 5 pl
akridin turuncu (100 pg/mL) ve etidyum bromiir (100 pg/mL) boya karigimi
pipetlenerek etiivde 37°C'de 1 saat inkiibe edildi. Daha sonra hiicreler yikanarak
floresan mikroskobu (Zeiss Axioskop MC100) ile goriintii analizi yapildi (Tiliice vd.,
2019; Tiiliice vd., 2017).
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3.11 Koloni Olusum Analizi

Uygulanan miRNA’larin, hiicreler iizerindeki metastatik etkisinin ve hiicreler tek
basina birakildigindaki davraniglarin1 belirlemek amaciyla koloni olusum deneyi
yapildi. Stoktan alinan MCF-7 ve HEM1 hiicrelerinin proliferasyonu i¢in hiicreler steril
flasklara 5x10% yogunlukta ekildi. Hiicreler daha sonra 24 saat boyunca 37°C ve %5
CO'de inkiibe edildi. Yeterli hiicre sayisina ulasildiktan sonra bunlar tripsin-EDTA
kullanilarak petri kabindan ¢ikarilarak bir Thoma laminda sayildi. Hiicreler 6 kuyucuklu
plakalara kuyu bagina 500 hiicre oraninda ekildi. Her iki hiicre hatti i¢in de ayni
prosediir kullanildi. Hiicreler daha 6nce belirlenen dozda (InM) hsa miR-3670 ve hsa
miR-8078 ile muamele edildi. Hiicre kiiltiirli ortam1 her 48 saatte bir degistirildi ve 21.
giinde besiyeri Petri kaplarindan ¢ikarilarak PBS soliisyonu ile yikandi. Hiicreler 20
dakika boyunca %99 metanol ile sabitlendi ve ardindan distile su ile yikandi. Ardindan

ortaya ¢ikan koloniler sayilarak grafige dontistiiriildi.

3.12 Morfoloji Analizi

Bu deney, miR-3670 ve miR-8078 uygulanan MCF-7 ve HMEI hiicrelerinin
morfolojisindeki degisiklikleri gozlemlemek i¢in gerceklestirildi. Bu amacla, MCF-7 ve
HMEI hiicrelerinde 1nM dozunda miRNA transfeksiyonu gergeklestirildi ve 48 saat
boyunca inkiibe edildi. Inkiibasyondan sonra hiicreler kristal viyole ile boyandi.
Hiicrelerin morfolojik degisiklikleri ters-1stk mikroskobu (Olympus CKX31, 10x
biiylitme) ile gozlemlendi. Ek olarak, muamele edilen hiicreler akridin turuncusu ile

boyandi ve floresan mikroskobu (40x biiyiitme) ile goriintiilendi.

3.13 3D Sferoid Olusum Analizi

3D sferoid olusum deneyi, hiicrelerin yiizeye yapisamadig1 ankrajdan bagimsiz
bir ortamda hiicrelerin kotii huylu doniisiim gecirme kabiliyetini test etmek igin
kullanilir. Bu amagla, 6 kuyucuklu petri kaplar1 6nce %20 FBS iceren DMEM ve %0.6
agaroz iceren DMEM ile 1:1 oraninda kaplanmis ve polimerizasyona getirilmistir.
Hiicrelere InM dozunda miR-3670 ve miR-8078 uygulandi. Daha sonra %20 FBS
iceren DMEM ve %0.3 agaroz karisimi 1:1 oraninda (5x10° hiicre) Petri kaplarmna
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eklendi ve ardindan polimerlesmeye birakildi. Ardindan kuyucuklara 500 ul DMEM
eklendi ve 20 giin boyunca inkiibe edildi. Ust besiyeri her iki giinde bir taze besiyeriyle
degistirildi. 20 giin sonra, kuyucuklar %0.005 kristal viyole ile muamele edildi ve 20

dakika bekletildi. Olusan koloniler boyandiktan sonra mikroskobik olarak incelendi.
3.14 E-Kaderin Analizi

Bu c¢aligmanin amaci, miR-3670 ve miR-8078'in hiicre hatlarinda hiicre
hareketliliginin bir gostergesi olarak islev goren anti-metastatik protein e-kaderin
antijeni seviyesi iizerindeki etkisini arastirmaktir. Daha Onceden belirlenen 1 nM
dozunda miR-3670 ve miR-8078 ile transfekte edilen MCF-7 ve HMEI hiicrelerin 48
saat boyunca 37°C ve %5 CO>'de inkiibasyonlar1 gergeklestirildi. Uygulamadan sonra,
e-kaderin elisa kiti (SunRed, Cin) protokoliine gore hiicre kiiltiirii slipernatantlarindan e-
kaderin antijeni belirlendi. Hiicre kiiltiirli siipernatantinda biriken e-kaderin proteininin
ve rekombinant insan e-kaderin protein standardinin diliisyonlar1 kat1 fazli sandvig elisa
yontemiyle analiz edildi. Kiiltiir siipernatant1 (insan e-kaderin proteini), insan e-kaderin
proteinine 0zgii bir poliklonal antikor ile kaplanmis kuyucuklarda inkiibe edildi.
Yikamadan sonra, e-kaderin proteinine 6zgili biyotinlenmis bir monoklonal antikor
eklendi. Inkiibasyondan sonra streptavidin peroksidaz enzimi eklendi. Ugiincii
inkiibasyondan sonra ve baglanmamis enzim uzaklastirilip yikandiktan sonra, enzimle
baglanan ve renk iireten substrat ¢ozeltisi eklendi. Elde edilen {iriiniin renk yogunlugu
450 nm absorbans degerinde spektrofotometrik olarak belirlendi.  Kiiltiir
stipernatantindaki e-kaderin protein miktari, e-kaderin protein standartlarinin absorbe
edilmesiyle olusturulan standart kor degerler kullanilarak belirlendi (Sekil 3.14). E-
kaderin protein sekresyonunun inhibisyonunu (%) hesaplamak i¢in numunelerdeki e-
kaderin proteini kontrol ile karsilagtirildi. Tiim ¢alismalar {i¢ kere tekrarland1 ve standart

sapmalar1 (+) hesaplandi (Maguire vd., 1990; Turan vd., 2012).
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Sekil 3.14 Siipernatantta e-kaderin miktarinin elisa kiti ile tayini

3.15 VEGTF Analizi

Bu testin amaci, metastaz sirasinda anjiyogenezi uyaran hiicreler tarafindan
tiretilen bir sinyal proteini olan vaskiiler endotelyal biiyiime faktoriiniin (VEGF) ifade
diizeyini belirlemektir. Bu amagla, 1 nM dozunda miR-3670 ve miR-8078 ile transfekte
edilen hiicreler 48 saat boyunca %5 CO2 ve 37°C'de inkiibe edildi. Uygulamadan sonra,
hiicre kiiltiirii slipernatantlarindaki VEGF seviyesi, elisa kiti (BT-LAB, Cin) ile iiretici
protokoliine uygun olarak yapildi (Sekil 3.15). VEGF seviyesini belirlemek igin
protokoliin sonraki adimlar1 yukaridaki E-kaderin analizinde oldugu gibi ayn1 asamalari
izlemistir. VEGF sekresyonunun inhibisyonu (%) orneklerdeki VEGF'nin kontrol ile
karsilastirilmastyla hesaplandi. Tiim ¢alismalar {i¢ kez tekrarlandi1 ve standart sapmalar

(%) hesapland1 (Pal vd.,2022).
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Sekil 3.15 Siipernatanttaki VEGF miktarinin elisa kiti ile tayini

3.16 TINAGL-1 Analizi

Bu testin amaci, uygulama sonrasinda hiicre hatlarinda metastazi onleyen bir
protein olan TINAGL-1 (Tubulointerstisyel Nefrit Antijen Benzeri-1) proteininin
ekspresyonundaki degisiklikleri belirlemektir. Bu amagla, I1nM dozunda miR-3670 ve
miR-8078 ile transfekte edilen hiicreler 48 saat boyunca %5 CO:> atmosferinde ve
37°C'de etiivde inkiibe edildi. Kiiltiir siipernatantindaki TINAGL-1 konsantrasyonu
uygulamadan sonra {ireticinin protokolii kullanilarak elisa kiti (SunRed, Cin) ile
Ol¢iilmiistiir (Sekil 3.16). TINAGL-1 diizeyinin belirlenmesine yonelik protokoliin
sonraki adimlari, yukarida acgiklanan e-kaderin analizi prosediiriinde oldugu gibi ayni1
adimlart izlemistir. miRNA transfeksiyonunun TINAGL-1 sekresyonu iizerindeki etkisi
kontrol grubu ile karsilastirilarak hesaplandi. Her uygulama, ii¢ tekrarli olarak calisildi
ve standart sapmalar (£) hesaplandi (Shan vd., 2021).
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Sekil 3.16 Stipernatantta TINAGL-1 miktarimin elisa kiti ile tayini

3.17 istatistiki Analiz

Tim istatistiksel analizler MINITAB 14® paket programi kullanilarak
gerceklestirildi (Tillice vd.,2019). Kontrol ve uygulama gruplarinin arasindaki sonuglari
iic tekrarli olarak sunuldu. Deneysel veriler varyans analizi (tek yonli ANOVA)
kullanilarak degerlendirildi. Tiim testler i¢in P<0.05 anlamli deger kabul edildi.
Calismadan elde edilen veriler ortalama+standart sapma (SD) olarak sunuldu. Kontrol

grubu ile deney gruplar1 karsilastirilmasinda istatistiksel analiz olarak eslestirilmis t testi

kullanildi.

71






4. BULGULAR

4.1 Biyoinformatik Analizlere Ait Bulgular

4.1.1 miRNA’larin Validasyonu ve Hedef Genlerinin Belirlenmesi

Biyoinformatik analizlerde ilk adim, miRBase programini kullanarak hsa-

miRNA-3670 ve hsa-miRNA-8078 i¢in sentetik mimiklerin erisim numaralarini, olgun

dizilerini ve referanslarini dogrulamak olmustur (Cizelge 4.1).

Cizelge 4.1 miRNA-3670 ve miRNA-8078’in kimliklendirme bilgileri

Ailesi

miR-3670

Prekiirsorleri

Sekans dizilimi

Olgun sekans dizilimi (5’-3”)
Kromozamal lokasyon

Merkezi ¢ekirdek sekans dizilimi (5°-

hsa-mir-3670-1 (MI0016071), hsa-mir-3670-2
(MI0019112), hsa-mir-3670-3 (M10031513), hsa-mir-
3670-4 (MI0031514)
UCUAGACUGGUAUAGCUGCUUUUGGAGCCUCA
CCUGCUGAGAGCUCACAGCUGUCCUUCUCUAG
A

AGAGCUCACAGCUGUCCUUCUCUA
chr16:14907756-14907779

GAGCUCA
3%)
Ailesi miR-8078
Prekiirsorleri hsa-mir-8078 (M10025914)

Sekans dizilimi

Olgun sekans dizilimi (5°-3”)
Kromozamal lokasyon

Merkezi ¢ekirdek sekans dizilimi (5°-
3)

UCCGCCCCGCCCCCUCCACCGGGCUGACCGGCC
UGGGAUUCCUGCCUUCUAGGUCUAGGCCCGGU
GAGAGACUCACACAGCGG
GGUCUAGGCCCGGUGAGAGACUC
chr18:112266-112288

GUCUAGG

miR-3670 ve miR-8078 mimik miRNA’larinin hem dogrulanmis hem de
varsayilan biyolojik aday hedef genlerini belirlemek amaciyla web tabanli miRWalk
(www.targetscan.org),

(http://mirwalk.umm.uni-heidelberg.de/) ve  TargetScan



http://mirwalk.umm.uni-heidelberg.de/
http://www.targetscan.org/

miRPathDP (https://mpd.bioinf.uni-sb.de/) biyoinformatik programlari kullanildi. miR-
3670 icin yapilan analizde TargetScan ile 3679 adet, miRWalk ile 16285 adet ve
miRPathDP tarafindan 6618 adet hedef-varsayilan gen tanimlanmistir. miR-8078 i¢in
yapilan analizde TargetScan ile 1985 adet hedef-varsayilan gen, miRWalk programu ile
15913 adet hedef-varsayilan gen miRPathDP programi ile 4233 adet hedef-varsayilan
gen belirlendi.

miR-3670 ve miR-8078 i¢in TargetScan, miRWalk ve miRPathDP programu ile

belirlenen hedef-varsayilan gen setleri VENNY ( https://www.biotools.fr/misc/venny)
web programi araciligtyla kesistirilmistir. Kesisim analizi sonucunda miR-3670 i¢in her
lic biyoinformatik programdan elde edilen gen setlerinden 2654 gen ortak hedef/
varsayilan genler olarak tanimlanmistir (Sekil 4.1). Bu ortak genler arasinda PD-L1'e ait
gen olan CD274 geninin yani sira PD-L1 sentezinde ana diizenleyici olan bir¢ok gen

tanimlanmaistir.

miRPathDB TargetScan

10011

miRWalk

Sekil 4.1 miR-3670'in ortak ve ortiisen hedef genlerinin Venn diyagram gdsterimi

miR-8078 i¢in gen kesisim analizinin ardindan, 1379 ortak gen hedef/varsayilan
genler olarak taninmistir (Sekil 4.2). PD-L1 ile baglantili olan CD274 geni
taninmamigstir. Ancak, bu spesifik gen PD-L1 sentezinde onemli bir diizenleyici olan

birkag¢ gen arasinda fark edilmistir. Bu genler arasinda PD-L1 ile dogrudan iliskili olan
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CD274 geni tespit edilememis ancak PD-L1 sentezinde ana diizenleyici olan bir¢ok gen
oldugu tespit edilmistir. Ayrica, onkojenik genler ve metastaz ile iligkili bir¢ok genin de

bu ortak gen havuzunda bulundugu belirlendi.

miRPathDB TargetScan

miRWalk

Sekil 4.2 miR-8078'in ortak ve Ortiisen hedef genlerinin Venn diyagram gosterimi

Biyoinformatik analiz sonucunda PD-L1 (CD274) ligand geninin miR-3670
mimik miRNA tarafindan hedeflendigi tespit edildi (Cizelge 4.2). miRTargetlink 2.0
programi ile miR-3670"in tiim hedef genleri arasinda giiglii bir sekilde dogrulanmis

genlerin etkilesim grafigi Sekil 4.3'te verilmistir.
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Sekil 4.3 miR-3670 mimik miRNA’sina ait gen-etkilesim grafigi (https://ccb-
compute.cs.uni-saarland.de/mirtargetlink2/network/a3132{33-9a6¢-4c6d-b6cS-
165442790d8c, Turkuaz nodiiller, miR-3670’in tahmin edilen ¢esitli genlerini
temsil eder. Cizgiler, diiglimler arasindaki etkilesimleri ifade etmektedir)

Benzer sekilde, miR-8078 mimigi i¢in TargetScan 1987, miRWalk 5823 ve
miRPathDP 4233 hedef-varsayilan genler tanimlandi. Biyoinformatik analiz yoluyla
miR-8078 mimik miRNA ile PD-L1 (CD274) ligand geni arasinda dogrudan bir iliski
belirlenememistir. miRTargetlink 2.0 programu ile tiim hedef genler arasinda giiglii bir

sekilde dogrulanmis genlerin etkilesim grafigi Sekil 4.4'te verilmistir.
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Sekil 4.4 miR-8078 mimik miRNA’smma ait gen-etkilesim grafigi (https://ccb-
compute.cs.uni-saarland.de/mirtargetlink2/network/55a6a78e-a33{f-4f1f-b897-
f4d0509ac37¢c, Turkuaz nodiiller, miR-8078’in tahmin edilen c¢esitli genlerini
temsil eder. Cizgiler, diiglimler arasindaki etkilesimleri ifade etmektedir)

4.1.2 mRNA Hedefleme Analizine Ait Bulgular

PD-L1 (CD274) mRNA molekiiliiniin hangi boliimiiniin hsa-miRNA-3670 ve
hsa-miRNA-8078  tarafindan  hedeflendigini  belirlemek  i¢in  TargetScan
(http://www.targetscan.org/vert 72/) veri tabani1 kullanildi. Biyoinformatik analiz, hsa-
miRNA-3670'in ¢ekirdek dizisi ile CD274%in (PD-L1/L2) 5' UTR dizisi arasinda iki
farkli konumda (82.15 ve 87.35) giiclii baglanma oldugunu gostermistir. Ancak, hsa-
miRNA-8078 ile ilgili analizde dogrudan baglanma tespit edilmemistir (Cizelge 4.2).



Cizelge 4.2 hsa-miRNA-3670 mimigine ait mRNA hedefleme analizi sonuglari

Kromozom konumu
PDCDI1L’in
konumu

Hedef bdlgenin ve
miRNA’nin tahmin

edilen sonugsal

5470201(chr9)
2339

5°(CD274 mRNA) =

GGCUGAAGAAACAGUGUCUCCAACAGAGCUCCUUGUGUUA

(R
miR-3670-AUCCUUCCUGUCGACAC UCGAGA

eslesmesi
5’CD274 mRNA'y1
82,15
hedefleme skoru
Kromozom konumu  5468960(chr9)
PDCD1L’nin
1098
konumu
Hedef bolgenin ve 5°(CD274 mRNA) lwss
miRNA’nin tahmin

edilen sonugsal
eslesmesi
5’CD274 mRNA'y1

hedefleme skoru

GCAAGACAAAGUACCCUGUCCUCCAAGGAGCUCAUAGUAUAA

[ B B
miR-3670-AUCCUUCCUGUCGACACUCGAGA

87,35

4.1.3 Biyolojik Yolak Analizine Ait Bulgular

Sentetik mimik miRNA'lar hsa-miRNA-3670 ve hsa-miRNA-8078 tarafindan

etkilenen biyolojik yollar

tespit etmek i¢in miRTargetlink 2.0 (https://ccb-

compute.cs.uni-saarland.de/mirtargetlink?/) biyoinformatik analiz yazilimi kullanildi.

Bu analiz sonucunda, hsa-miRNA-3670'in hiicre canlilig1 i¢in hayati 6nem tasityan ve
tamamen dogrulanmis iki biyolojik sinyal yolunu etkiledigi belirlendi (Sekil 4.5). Aym
analizde, hsa-miRNA-8078'in hiicre dongiisii, hiicre boliinmesi ve hiicre yaslanmasi

dahil olmak iizere ¢cok sayida onemli biyolojik yolu hedef aldig1 tespit edildi (Sekil 4.6).
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hsa-miR-3670

1YROBP, Causal Network:

Sekil 4.5 miR-3670 mimik miRNA’nin biyolojik sinyal yolagi-etkilesim grafigi (Turuncu
nodlar, miR-3670 ile iliskili biyolojik sinyal yolaklarini temsil eder. Cizgiler,
nodlar arasindaki etkilesimleri ifade etmektedir)

L =t — TP S ity

Sekil 4.6 miR-8078 ile iliskili biyolojik sinyal yolagi-etkilesim grafigi (Turuncu nodlar,
miR-8078 ile iliskili biyolojik sinyal yolaklarini temsil eder. Cizgiler, nodlar
arasindaki etkilesimleri ifade etmektedir)
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4.1.4 Yolak Zenginlestirme Analizlerine Ait Bulgular

Meme kanserinde hsa-miRNA-3670 ve hsa-miRNA-8078'in  sentetik
mimiklerinin potansiyel molekiiler mekanizmalarini arastirmak i¢in, Kyoto Genler ve
Genomlar Ansiklopedisi'nden (KEGG,
https://www.genome.jp/pathway/map05235+K06745) ve gen ontolojisi (GO)

zenginlestirme analizi kullanarak biyolojik siireci (BP), molekiiler islevi (MF) ve
hiicresel bilesenleri (CC) analiz edildi. miRNA-3670 i¢in yapilan KEGG yolu
analizinde, onemli 6l¢iide zenginlestirilmis PI3K-Akt, Jak-STAT, Ras, Wnt, MAPK,
Nf-kB, TNF-0, Notch, HIF-la, Hedgehog, mTOR, AMPK, TLR gibi hem
kanserlesmeye neden olan hem de PD-L1 ligandinin sentezinde gorevli master
diizenleyici sinyal yolaklari olan 13 yol tanimlad1 (Sekil 4.7-4.8).

miRNA-3670 i¢in KEGG yol analizi, nemli 6l¢iide zenginlestirilmis PI3K-Akt,
Jak-STAT, Ras, Wnt, MAPK, Nf-kB, TNF-a, Notch, HIF-1a, Hedgehog, mTOR,
AMPK, TLR dahil olmak iizere, hem kansere neden olan hem de PD-L1 ligandinin
sentezinde yer alan ana diizenleyici sinyal yollari olan 13 yol belirledi (Sekil 4.8 ).
miRNA-3670 icin Gen Ontolojisi (GO) yolunun analizi, 2230 GO bileseninin
tanimlanmastyla sonuc¢lanmistir. Bu bilesenler spesifik olarak 720 biyolojik siire¢ (BP),
552 molekiiler fonksiyon (MF) ve 958 hiicresel bilesenden (CC) olusmaktadir. BP
kategorisindeki onkojenik genlere ek olarak, PD-L1 ligandinin sentez, anjiyogenez,
metastaz, hiicresel sekil, boyut, yapisma, hiicreleri sekillendiren yapisal unsurlar ve
apoptoz ile ilgili genlerle baglantili oldugu bulunmustur. Ayrica, translasyon ve protein
trafiginde yer alan onemli genlerle de iliski kurulmustur (Sekil 4.9). MF kategorisinde,
PD-L1 sentezi, karsinogenez, metastaz, adezyon, hiicre iskeletinin yani sira mRNA ve
protein sentezi ve degradasyonu dahil olmak iizere ¢esitli molekiiler islevlerle iliskili
oldugu bulunmustur (Sekil 4.10). CC kategorisinde, genlerin ¢ogu aktinler,
mikrotiibiiller ve hiicre iskeleti dahil olmak {izere hiicreyi sekillendiren yapisal
bilesenlerle baglantilidir. Ayrica, bu kategori endoplazmik retikulum, Golgi, ribozomlar
ve mRNA kompleksleri ile ilgili genleri de igerir. Bu kategori ayni zamanda hiicre
zarinda filopodia, ps6dopodia ve lamellipodia gibi spontane yapilarin olusumu ile de

iliskilidir (Sekil 4.11).
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Sekil 4.7 PD-L1 yolagin1 gosteren KEGG figiirii
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Ribozom ({12)

Onkojenik miRNAlar (36)
mRNA gdzetim yolu {17)
RMNA degragasyonu {15)
Meme kanseri (27)
Kanser yolaklan {98)
Apoptoz{9)

Fokal adesyon{28)

Gap baglanti noktasi {14)

Hiicre adezyon molekiller {CAMSs) {24)
Siki baglanti noktasi {30)

Adherens kavsagi (16) Fermmrrm

VEGF sinyal yolag1 (10)

JLLEA T

PD-L1 ekspresyonu ve PD-1 kanserde...
JAK-STAT sinyal yolagn {25)
FoxO sinyal yolag {22)

KEGG sinyal yolaklan

Ras sinyal yolag {40)

HIF-1 sinyal yolag {20)
mTOR sinyal yolag1 (29)
PISK-Akt sinyal yolagn {64)
p53 sinyal yolagi {15)
Notch sinyal yolagi {12)
MAPK sinyal yolag {59)
Hippo sinyal yolag1 (9)
TGF-beta sinyal yolag1 {23)
NF-kappa B sinyal yolag1 {25)
AMPK sinyal yolagi {30)
Whnt sinyal yolagi {38)
Hedgehog sinyal yolagi (16)
Hippo sinyal yolag (46)

0,00 0,50 1,00 1,50 2,00 2,50 3,00 3,50

-Log,q(p value)
#*¥pParantez igerisindeki sayilar iligkili gen sayisini belirtmektedir

Sekil 4.8 miRNA-3670 ile ilgili 6nemli genler icin KEGG yolak analizinin sonuglar1 (P
degeri <0,05, minimum sayist 3 ve zenginlestirme faktorii >1,5 olan GO
terimleri veya KEGG yollar istatistiksel olarak anlamli kabul edildi)
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Biyolojik prosesler (BO)

Aktin filament organizasyonu (22)
Hiicre iskelet organizasyonu (26)
Hiicre yapismasinin diizenlenmesi (11)
Hicre-hiicre baglantisi (6)

Kaderin aracih hiicre -hiicre yapismasi (5)
Hiicre migrasyonunun diizenlenmesi{23)
Hiicre-hiicre kavsak baglantisi (14)
Fokal adesyon yapisi (12)

Apoptotik sinyal yolag: (6)
Angiogenezin diizenlenmesi (202)
Hiicre boyutunun diizenlenmesi (23)
Hiicre seklinin diizenlenmesi (160)
VEGF sinyal yolagi (84)

Regulation (+) of EMT (53)

Hiicre morfogenezi (78)
Angiogenez(278)

mRNA metabolik siireci (744)

miRNA ile gen susturulmasi (14)
Notch sinyal yolag: (5)

NF-kappab sinyal yolag: (37)

Notch sinyal yolag: (28)

MAPK sinyal yolagi (28)

Ras protein sinyal yolagi(19)

JAK-STAT sinyal yolagi(10)

PIK 3-kinaz sinyal yolag (8)
Programlanmisg hiicre dlim(7)

Whnt sinyal yolagi (49)
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-Log,g (p value)

2,0 2,5

***Parantez icerisindeki sayilar iligkili gen sayisini belirtmektedir
Sekil 4.9 miRNA-3670 ile iliskili 6nemli genlerin biyolojik proses (BP) analizi sonuglart

(P degeri <0,05, minimum sayis1 3 ve zenginlestirme faktorii >1,5 olan GO
terimleri veya KEGG yollari istatistiksel olarak anlamli kabul edildi)
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MAPK kinaz aktivitesi [6)

p53 baglanmasi (14)

Whnt-protein baglanmasi {13)

EGFR-baglanmasi (8)

MNotch baglanmasi (7)

MF-kappaB baglanmasi [6)

MAPK baglanmas: [5)

Molekiiler fonksiyon (112)

Tubulin baglanmas (22) |

Mikrotiibil baglanmasi [71) |

Kaderin baglanmas: (70)

Hiicre iskeleti proteinine baglanma (12) |

folekiiler fanksiyon [MF)

Aktin filament baglanmasi (46)

Hikcre yapigma molekilil baglanmasi: (11)

Hiicre iskeleti anko aktivitesije) | |
I
[ 1
|

Hiicre iskeletinin yapisal bileseni {10)

Ribozomal blyiik alt birim baglanmasi (5)
mRNA baglanmasi (43)

Ribozom baglanmasi (13)

Tek zincirll RNA ba@lanmasi (6)

mRNA 3'-UTR baglayic [19)

Ribozomun yamsal bileseni (31)

o as 1 15 2 5

-Log, [P value)
=**parantez icerisindeki sayilar iliskili gen sayisim belirtmektedir

Sekil 4.10 miRNA-3670 ile iliskili nemli genlerin molekiiler fonksiyon (MF)analizinin
sonuglar1 (P degeri <0,05, minimum say1s1 3 ve zenginlestirme faktorii >1,5
olan GO terimleri veya KEGG yollar1 istatistiksel olarak anlamli kabul edildi)
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Lamellipodium (8)
Psddopodyum [7)
Fllopodyum{15)

Adherens kavgag (38)

Aktin hilcre iskeleti {59)
Focal yapiyma (93]

T-tlbike [13)

Hiicre ylizeyi [132)

Hilcre baglanmass {40)
Mikrotiibill hiicre iskeleti {34)
Hiicre-Hiicra baglamtisi{35)

Hiicre iskeleti (67)

Mikrotiibl{60)

RMA polimeraz ll [7) —m———=

Ribosoma [5)

Ribozom biyik ve kiiglk birimler (18)

Hicresel komponenet [CO)

Galgi membran (199)
ER-Golgi (29) ——
imminolejik {5) =
ER-imen (42) [

o 05 1 15 2 25 3
~Log, [P valua)

**% Parantez icerisindeki savilar iliskili gen sayisini belitmektedir

Sekil 4.11 miRNA-3670 ile iliskili onemli genlerin hiicresel komponent (CC) analizi
sonuglart (P degeri <0,05, minimum sayist 3 ve zenginlestirme faktorii >1,5
olan GO terimleri veya KEGG yollar istatistiksel olarak anlamli kabul edildi)

miRNA-8078 i¢cin KEGG yol analizi, hem karsinogenez hem de PD-LI
ligandinin sentezinde yer alan ana diizenleyici sinyal yollar1 olan PI3K-Akt, Jak-STAT,
Ras, Wnt, MAPK, Nf-kB, TNF-a, Notch, HIF-1a, Hedgehog, mTOR, AMPK, TLR
dahil olmak tizere onemli 6l¢iide zenginlestirilmis 13 yol belirledi (Sekil 4.12 ). Bu
sonuglar meme kanseri ve PD-L1 ligandinin sentez mekanizmasina ilisgkin 6nemli
ipuclart saglamaktadir. miRNA-8078 i¢cin Gen Ontolojisi (GO) yol analizi sonucunda,
956's1 biyolojik proses (BP), 515'1 molekiiler fonksiyon (MF) ve 820'si hiicresel bilesen
(CC) olmak iizere toplam 2.291 6nemli GO bileseni tanimlandi. BP sinifinda hem
kansere neden olan hem de PD-L1 ligandinin iiretimi, hiicre go¢ii, metastaz, adezyon,
proliferasyon, yara iyilesmesi, anjiyogenez ve apoptozda rol oynayan genler
tanimlanmistir (Sekil 4.13). MF kategorisindeki genler PD-L1 ile baglantilidir ve
karsinogenez, hiicresel biiyiime, migrasyon, metastaz, adezyonun yani sira mRNA ve
proteinlerin sentezi ve degradasyonunda rol oynadigi belirlenmistir (Sekil 4.14).

CC kategorisindeki genlerin ¢ogu hiicre dis1 matris, endoplazmik retikulum ve
golgi liimeni ile bu iki organel arasindaki trafikten sorumlu vezikiiller, hiicreye seklini
veren yapisal unsurlar (aktinler, mikrotiibiiller, hiicre iskeleti), protein iiretiminin

merkezi olan ribozom ve mRNA kompleksi ile iliskilidir (Sekil 4.15).
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Kanser yolaklari(102) I
Meme kanseri(26)

Apoptoz (6)

VEGF sinyal yolagi(10)
ER'de protein islenmesi (24)
Gap baglantis (12)

RNA parcalanmasi (10)
Ribozom (20)

Siki baglanti noktasi(21)
Hiicre adezyom molekiilii (CAMSs) (18)
RNA transport (19)
Onkojenik miRNA'lar (30)
p53 sinyal yolagi(19)

Hippo sinyal yolagi(10)
MAPK sinyal yolagi(58)
NF-kappa B sinyal yolagi(23)
TNF sinyal yolagi(24)

Notch sinyal yolagi{13)
AMPK sinyal yolagi(25)
Hippo sinyal yolagi(31)

Whnt sinyal yolagi(30)

HIF-1 sinyal yolagi(21)
mTOR sinyal yolagi(28)
FoxO sinyal yolagi(24)

Ras sinyal yolag(40)
TGF-beta sinyal yolagi(17)
mRNA denetim yolu(16)
Hedgehog sinyal yolagi(9)
JAK-STAT sinyal yolagi(25)
PD-L1 ve PD-1 yolagi (14)
Toll-like receptor sinyal yolagi(15)
P13K-Akt sinyal yolagi(49)

Huuuuuuuuu

KEGG yolaklar

0 1 2 3

-Log,o(P value)
**¥ parantez icerisindeki sayilar iligkili gen sayisini belirtmektedir
Sekil 4.12 miRNA-8078 ile iliskili 6nemli genlerin KEGG yolak analizi sonuglari (P degeri
<0,05, minimum sayis1 3 ve zenginlestirme faktorii >1,5 olan GO terimleri veya KEGG yollar
istatistiksel olarak anlamli kabul edildi)
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NF-kappaB sinyal yolag: (8)
PI3K sinyal yolaklan(6)
ERK1 ve ERK2 yolagi (37)
MAPK (74)

TiL-sinyal yolag: (8}

Ras yolagi (12)

EGFR sinyal yolagi (11)

TNF sinyal yolag: (6)

Wt sinyal yolagi (20)
Notch sinyal yolag (20)
TOR sinyal yolag (5)
JAK-STAT sinyal yolag (7)
MAP kinaz aktivitesi [12)
Hippo yolags (11)

NF-kB sinyal yolagi (90)
Wt sinyal yolag (45)

EMT [22]

Aktin hiicre iskeletinin yeniden diizenlenmesi{13)

1

Biyolojik prosesler

Aktin filament organizyonu (27) [ ]
Lamellipodium (11} ]
Mikrotiibiil demeti olusumu{1l) [ 1

immun cevap (48)
Hiicre morfogenezi (13)

Angiogenez (40)
Hiicre migrasyonu (44)

Hiicre hareketinin diizenlenmesi (8) [T

Hiicre adezyonu (3] ey

Hiicre popiilasyonu coZalmas: (99) T
VEGF 20] oo
Hiicre boyutunun diizenlenmesi [9) e

Yara iyilesmesi(23) e
Apoptotik siireg (105)

o

eyt o RN SRR |

=

05 1 15 2 25 3 35

*** Parantez igerisindeki sayibar iliskili gen sayisin: belirtmektedi -Log,o[P Value)

Sekil 4.13 miRNA-8078 ile iliskili 6nemli genlerin biyolojik proses (BP) analizi sonuglar
(P degeri <0,05, minimum sayis1 3 ve zenginlestirme faktorii >1,5 olan GO
terimleri veya KEGG yollari istatistiksel olarak anlamli kabul edildi)



Molekiiler fonksiyon (97)

|_|IJ

Biiyiime faktorii baglanmasi(5)

NF-kappaB (5)

Wnt (19)

MAPK (12)

TNF Tiimdr nekrozis faktor (11)
mRNA 3'-UTR baglanmasi (14)
Ribozom baglanmasi (11)

mRNA baglanmasi (37)

Ribozomun yapisal bileseni(51)

it

Hiicre adezyon molekiil baglantisi (5)

Molekiler fonksiyonlar (MF)

Mikrotiibiil baglantisi (47)
Kaderin baglantisi (50)
Aktin filament baglantisi (100)
Tiihiilin baglanmasi (17)
Cift zincirli RNA baglanmasi (22)

EGFR (12) P e

o

0,5 1 15 )

-Log,o(p value)

*** Parantezicerisindeki savilar iliskili zen savisini belirtmektedir.

Sekil 4.14 miRNA-8078 ile iliskili 6nemli genlerin molekiiler fonksiyon (MF) analizi
sonuglart (P degeri <0,05, minimum sayis1 3 ve zenginlestirme faktorii >1,5
olan GO terimleri veya KEGG yollar istatistiksel olarak anlaml kabul edildi)

88



Golgi membrane (128) |

Mikrotiibiil (5) |

Hiicre iskeleti (137) |

Lamellipodyum (40) |

T-tiibiil {12) |

Sitosolik kiigiik ribozomal alt birim (24) |

mRNA bashk baglama kompleksi(5) |

immunolojik sinaps (11) ]

Focal adezyon (85) |

Aktin filament (19) |

Mikrotiibil (55)

Hiicresel komponentler

I—
Filopodyum (15) [ 1]
mRNA béliinme kompleksi (5) [T ]
Transkripsiyon diizenleyici kompleksi(30) [
Hiicre yiizeyi (99) [
Baglanti kavsagi (25) []
Golgilimen (11) [
Ribozom (6) []
I

Hiicresel komponent (52)

ER-liimen (28)

o

0,5 1 1,5 2 2,5

-Log,,(p value)

Sekil 4.15 miRNA-8078 ile iligkili onemli genlerin hiicresel komponent (CC) analizi
sonuglart (P degeri <0,05, minimum sayis1 3 ve zenginlestirme faktorii >1,5
olan GO terimleri veya KEGG yollar istatistiksel olarak anlamli kabul edildi)
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4.2 miRNA'larin Sitotoksik Aktivitesi ve ICso Degerine Iliskin Bulgular

MTT sonuglarina gére miRNA-3670 ve miRNA-8078’in tiim dozlarinin MCF-7
hiicre hatt1 lizerinde yiiksek bir sitotoksisite gosterdigi tespit edilmistir. Bu sonug
istatistiksel olarak anlamli bulundu (p<0.05, Sekil 4.16-Sekil 4.17).

Saglikli HMEI hiicre hattinda da miRNA-3670 tiim dozlar1 kontrol grubuna
kiyasla kismi sitotoksik etki goOstermis istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir
(p>0.05, Sekil 4.18). Ayni hiicre hattinda miRNA-8078 1 nM, 5 nM, 10 nM, 25 nM
dozlar1 kontrol grubuna kiyasla sitotoksik etki gostermis ve istatistiksel olarak anlamli
bulunmustur (p<0.05, Sekil 4.19).

Yapilan sitotoksisite analizleri sonucunda miRNA-3670 ve miRNA-8078'in
InM dozunun MCF-7 hiicre hattinda yiiksek toksik etkiye, HME1 hiicre hattinda ise
diisiik toksik etkiye yol actigi gorilmiistiir. MCF-7 ve HMEI hiicre hatlarinda miR-
3670 ve miR-8078'in doza bagl ICso degerleri analiz edildikten sonra, tiim gruplarda
her iki miRNA i¢in ICso degerinin InM'nin altinda oldugu tespit edilmistir (Cizelge
4.3).
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——io

40

Hiicre canliligi (%)

T
o

20

Kontrol 1nM 5nM 10 nM 25 nM 50 nM 100 nM
miR-3670 Dozlari

Sekil 4.16 miRNA-3670'in MCF-7 hiicre hattinda hiicre canlilig1 iizerindeki doza bagl
sitotoksik etkisi (Veriler ortalama+standart hata (SD) olarak sunulmustur. a:
p=<0.05 kontrol grubuna kiyasla)
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miR-8078 Dozlari

Sekil 4.17 miRNA-8078'in MCF-7 hiicre hattinda hiicre canlilig1 iizerindeki doza bagl

sitotoksik etkisi (Veriler ortalamatstandart hata (SD) olarak sunulmustur. a:
p=<0.05 kontrol grubuna kiyasla)
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miR-3670 Dozlari

Sekil 4.18 miRNA-3670'in HMEI hiicre hattinda hiicre canliligi iizerindeki doza bagl

sitotoksik etkisi (Veriler ortalamatstandart hata (SD) olarak sunulmustur. a:
p=<0.05 kontrol grubuna kiyasla)
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miR-8078 Dozlari

Sekil 4.19 miRNA-8078'in HME1 hiicre hattinda hiicre canlilig1 {izerindeki doza bagh
sitotoksik etkisi (Veriler ortalamatstandart hata (SD) olarak sunulmustur. a:
p=<0.05 kontrol grubuna kiyasla)

Cizelge 4.3 miR-3670 ve miR-8078’in I1Cso degerleri

Uygulama Gruplan MCEF-7 HME1

ICso
Hsa-miRNA-3670 175.8pmol/L 116684 pmol/L
Hsa-miRNA-8078 111.5pmol/L 41891 pmol/L

4.3 Total RNA izolasyonuna Ait Bulgular

MCF-7 ve HMEI hiicrelerinin farkli dozlarda miR-3670, miR-8078 sentetik
mimik miRNA'lar ile transfeksiyonundan sonra, bu hiicrelerden yapilan toplam RNA
izolasyonlarindan elde edilen spektrofotometrik degerler, incelendiginde total RNA
seviyesinin kontrole goére miRNA uygulanan gruplarda ciddi oranda distiigi
belirlenmistir. Ayrica toplam RNA konsantrasyonlar1 ve sitotoksisite bulgulariyla

uyumlu bulunmustur (Sekil 4.20-4.21).
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Uygulama Dozlari

Sekil 4.20 MCF-7 hiicre hattinin miR-3670 ve miR-8078 ile uygulanmasindan sonra izole
edilen total RNA konsantrasyonlarmin doza baglh degerleri (Veriler
ortalamatstandart hata (SD) olarak sunulmustur. a: p<0.05 kontrol grubuna
kiyasla)
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Uygulama Dozlari

Sekil 4.21 HMEI hiicre hattinin miR-3670 ve miR-8078 ile uygulanmasindan sonra izole
edilen total RNA konsantrasyonlarmin doza baglh degerleri (Veriler
ortalamatstandart hata (SD) olarak sunulmustur. a: p<0.05 kontrol grubuna
kiyasla)
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4.4 Real Time PCR ile PD-L1’in ifadesinin Analizine Ait Bulgular

Bu analizin amaci, miR-3670 ve miR-8078 sentetik mimiklerinin farkli
dozlarinin PD-L1 ligandinin mRNA ekspresyon seviyeleri iizerindeki etkinligini
incelemektir. Sentetik mimik miR-3670 ve miR-8078, MCF-7 ve HMEI hiicrelerine
degisen dozlarda transfekte edilmistir. Ardindan miRNA ile muamele edilmis
hiicrelerden elde edilen total RNA'lar cDNA'ya ¢evrilmistir. Her grup kendi kontrol
grubuyla karsilastirildi ve kat degisimleri hesaplandi. Daha sonra istatistiksel analiz
yapildi. miRNA-3670 mimiginin 1nM, 5nM ve 10nM dozlarinin uygulanmasinin MCF-
7 hiicrelerinde PD-L1 mRNA seviyelerinde ©Onemli bir diisiise neden oldugu
belirlenmigtir. Tersine, 25nM, 50nM ve 100nM dozlar1, herhangi bir uygulama almayan
kontrol grubuna kiyasla genin mRNA ekspresyon seviyelerini artirmistir. Calisma,
InM, 5nM ve 100nM dozlarindaki miRNA-8078 mimiginin, kontrol grubuna kiyasla
ayni hiicre hatt1 grubunda PD-L1'in mRNA seviyesinde dnemli bir azalmaya yol agtigin
ortaya koymustur. Tersine, aynt miRNA'nin 25nM ve 50nM dozlar1t PD-L1'in mRNA
seviyesini énemli dl¢iide artirmistir. Analiz sonuglart Sekil 4.22°de grafik ve Cizelge

4.4°da tablo olarak sunulmustur.
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miRNA Dozlari

Kontrol

Sekil 4.22 Farkli dozlarda miR-3670 ve miR-8078 ile transfekte edilen MCF-7 hiicre
hattinda PD-L1 gen ekspresyon seviyesinin grafiksel gosterimi (Bar yiiksekligi
ile mRNA gen ifade diizeyi dogru orantilidir. Veriler ortalama ve standart
sapma seklinde gosterilmistir. Veriler ortalamatstandart hata (SD) olarak
sunulmustur. a: p<0.05 kontrol grubuna kiyasla)
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Cizelge 4.4 MCF-7 hiicre hattinda PD-L1’in mRNA gen ifade diizeyi

I‘jﬁ'ﬁf““a“ Kontrol I1nM 5nM  10nM 25nM 50 nM Illgg
- OrtACt 3750 3825 37.74 3796 3582 3550 3543
) +0.11 +0.30  +0.07  £0.03  +0.03 037  +0.01
O  miR-
s  MmiR-3670 q Kat ' h80 203 236 -187 233 244 289
egisimi
pdegeri  p<0.05 p<0.05 p<0.05 p<0.05 p<0.05 p<0.05 p<0.05
o ACe 3620 3644 3648 3590 3526 3570  36.26
- £0.65  £0.13  £0.17  +0.19  +040  +0.10  +0.27
e miRBO78 Kat 0 45 097 160 226 232 -141
= degisimi
pdegeri  p<0.05 p<0.05 p<0.05 p<0.05 p<0.05 p<0.05 p<0.05

!'Veriler ortalama<standart hata (SD) olarak sunulmustur. a:p<0.05 kontrol grubuna kiyasla.

HME1 hiicrelerinde yapilan RT-PCR analizi sonucunda PDL-1'in mRNA

seviyesinin kontrol grubuna kiyasla miRNA-3670 mimiginin tiim dozlarinda yiikseldigi

tespit edilmistir (p<0.05). Tlgili genin mRNA ifadesi 6zellikle 25 nM konsantrasyonda

belirgin bir sekilde artmistir (p<0.05). Benzer sekilde, miRNA-8078 mimiginin tim

dozlari, 6zellikle de 10 nM dozu, kontrol grubuna kiyasla PD-L1 mRNA seviyelerinde

bir artisa yol agmistir (p<0.05). Analiz sonuclar1 sekil 4.23’te grafiksel olarak ve

Cizelge 4.5’te tablo halinde sunulmustur.

1,8
1,6
1,4
1,2
1,0
0,8
0,6
0,4
0,2
0,0

PD-L1 2A-(AACt) DEGERI

H

Kontrol

1nM 5nM

10 nM
miRNA Dozlari

25 nM

50 nM

100 nM

OmiR3670

OmiR-8078

Sekil 4.23 Farkli dozlarda miR-3670 ve miR-8078 ile transfekte edilen HMEI1 hiicre
hattinda PD-L1 geninin ifade diizeyinin grafiksel gosterimi (Bar yiiksekligi ile
mRNA gen ifade diizeyi dogru orantilidir. Veriler ortalama ve standart sapma

seklinde

gosterilmistir.

Veriler

sunulmustur. a:p<0.05 kontrol grubuna kiyasla)
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Cizelge 4.5 HME] hiicre hattinda PD-L1 mRNA gen ifade diizeyi

Uygulanan Kontrol 1nM 5nM 10nM 25nM 50nM  100nM
miRNA
Ort ACt 34.8 3518 3491 3483 3450 3516 3481
- +0.10 +0.26  +£0.21 +0.68 +£0.49 +043  +0.89
B  miR-3670 Kat 0.92 0.77 1.38 1.74 0.91 1.40 0.92
E degisimi
p degeri p>0.05 p=>0.05 p<0.05 p<0.05 p=<0.05 p=>0.05 p<0.05
Ort ACt 37.23 37.55 3742 3661 3695 3744 3735
— . + 0.11 +030 +£021 +024 +£031 +0.15 +0.32
E miR-8078 Kat 1.05 1.11 241 2.00 1.09 0.66 1.05
T degisimi
p degeri p=>0.05 p>0.05 p>0.05 p<0.05 p<0.05 p=>0.05 p<0.05

! Veriler ortalamaztstandart hata (SD) olarak sunulmustur. a:p<0.05 kontrol grubuna kiyasla.

Amplifiye edilen DNA'nin istenen hedef bolge oldugunu dogrulamak i¢in, miR-
3670 ve miR-8078 uygulanan meme kanseri hiicrelerinden elde edilen DNA'lara PCR
sonrasinda erime egrisi analizi uygulanmistir. Erime egrisi analizi sonucunda RT-PCR
ile cogaltilan bolgelerin istenen bolgeler oldugu ve tiim hedef gen (PD-L1) bolgelerinin
ayni sicaklikta eridigi, benzer sekilde tiim referans gen (GAPDH) bdlgelerinin de farkli
sicaklikta ayni noktada eridigi tespit edilmistir (Sekil 4.24).

FARIE cooar wv e

Dot o4
§
I
o

Hedef gen i Referans gen
[(FD-L1) erime agrisi ' [GAPDH) erime

warmp—s

Sekil 4.24 PD-L1 ve GAPDH genlerinin erime egrisi grafigi
Amplifikasyon egrisi grafigindeki dongii esigi yani Ct degeri, RT-PCR analizi

sirasinda numunedeki 1ilgili genin konsantrasyonunu (diisiik ekspresyonlu, orta

ekspresyonlu ve yiiksek ekspresyonlu) siniflandirmamizi saglayan yari kantitatif bir
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olgiidiir. Grafikteki diisiik bir Ct degeri genellikle ilgili genin yiiksek oranda ifade
edildigini gosterirken, yiiksek bir Ct degeri genellikle hedef genin daha az ifade
edildigini gosterir. Amplifikasyon egrisi grafigi incelendiginde hedef gen olarak
belirlenen PD-L1'in Ct degerlerinin yiiksek oldugu tespit edilmistir. Bu sonug, miR-
3670 ve miR-8078'in farklt dozlarmin MCF-7 hiicre hattinda PD-L1 mRNA
ekspresyonunun azalmasina neden oldugunu gostermektedir (Sekil 4.25). Ayni grafik
incelendiginde, referans gen olarak kullanillan GAPDH'in (Gliseraldehit 3-fosfat
dehidrojenaz) Ct degerlerinin hedef genin Ct degerine kiyasla daha diistik oldugu tespit
edilmistir. Bu sonug, ilgili miRNA'lainn GAPDH mRNA'y1 hedeflemedigini
gostermektedir (Sekil 4.25).
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Sekil 4.25 PD-L1 ve GAPDH genleri i¢in dongii bagina floresan emisyonu birikimini
gosteren amplifikasyon egrisi grafigi

4.5 Serbest PD-L1 Analizine Ait Bulgular

Bu testin amaci, miR-3670, miR-8078 uygulamasi sonrasinda kanser
hiicrelerinin bagisiklik sisteminden kagisinda rol oynayan siipernatanttaki serbest PD-
L1'in antijen diizeyine etkisini belirlemektir. Bu amagla, MCF-7 ve HMEI hiicre hatlar1
farkli dozlarda (1 nM, 5 nM, 10 nM, 25 nM, 50 nM, 100 nM) sentetik mimik miR-3670
ve miR-8078 ile transfekte edilmistir. Analizimiz, MCF-7 kanser hiicre hattinda 100
nM miR-3670 disindaki dozlarin, hiicrenin siipernatantlarindaki serbest PD-L1 antijen
seviyesini basarili bir sekilde azalttifim1 ve istatistiksel olarak anlamli oldugunu

gostermistir  (p<0.05). MCF-7 hiicrelerine  ¢esitli  miktarlarda  miR-8078

97



uygulanmasindan elde edilen siipernatantlarda, serbest PD-L1 antijen seviyesinde hem
InM hem de 5 nM dozlarinda azalma gdzlenmistir. Istatistiksel olarak anlamli ve en
keskin diislistin 5 nM dozunda oldugu belirlendi (p<0.05, Sekil 4.26-4.27). Saglikh
meme dokusu hiicre hattt HME] iizerinde yapilan analizde, miR-3670'in tiim dozlarinin
hiicrelerden elde edilen siipernatantlardaki serbest PD-L1 antijen seviyelerinde kismi bir
artisa neden oldugu 1 nM, 10 nM, 25 nM, 50 nM dozlardaki artigin istatistiksel olarak
anlamli (p<0.05) tespit edilmistir (p<0.05), Sekil 4.28). Ayn1 hiicre hattina miR-8078
uygulandiktan sonra siipernatantlarda serbest PD-L1 antijen seviyelerinde kismi artislar
tespit edilmistir. Artis 10 nM igin istatistiksel olarak anlamli (p<0.05) ve 25 nM igin
istatistiksel olarak anlamsizdi (p>0.05). miR-8078'in 1 nM, 50 nM ve 100 nM dozlar1
ile muamele edilen hiicrelerden elde edilen silipernatantlardaki serbest PD-L1 antijen
seviyeleri azalmis istatistiksel olarak anlamli bir diislis bulunmustur (p<0.05, Sekil

4.29).
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miR-3670

Sekil 4.26 miR-3670 uygulanan MCF-7 hiicre hattinda doza bagli serbest PD-L1 antijen
miktarlari. (Veriler ortalama+standart hata (SD) olarak sunulmustur. a: p<0.05
kontrol grubuna kiyasla)
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Sekil 4.27 miR-8078 uygulanan MCF-7 hiicre hattinda doza bagli serbest PD-L1 antijen
miktarlar1 (Veriler ortalama+tstandart hata (SD) olarak sunulmustur. a: p<0.05
kontrol grubuna kiyasla)
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Sekil 4.28 miR-3670 uygulanan HME] hiicre hattinda doza bagli serbest PD-L1 antijen
miktarlari. (Veriler ortalama+standart hata (SD) olarak sunulmustur. a: p<0.05
kontrol grubuna kiyasla)
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Sekil 4.29 miR-8078 uygulanan HMEI hiicre hattinda doza bagl serbest PD-L1 antijen
miktarlar1 (Veriler ortalama+tstandart hata (SD) olarak sunulmustur. a: p<0.05
kontrol grubuna kiyasla)

4.6 Kanser Hiicre Hatt1 ile CD8' T Hiicrelerinin Ko-Kiiltiirii

Ko-kiiltiir, ayn1 kiiltiir ortaminda iki farkli hiicre tipinin dogrudan veya dolayh
olarak kiiltiirlenmesine yonelik bir yontemdir (Paschos vd., 2015). Kanser ko-kiiltiir
modeli, kanser hiicreleri ile immiin hiicreleri arasindaki etkilesimi verimli bir sekilde
simiile edebildigi i¢in kanser immiinolojisi c¢aligmalarinda yaygin olarak
kullanilmaktadir. Calismamizda miR-3670 ve miR-8078'in kanser hiicrelerinin
immiinojenitesi tizerindeki etkisini belirlemek amaciyla in vifro ko-kiiltiir testi
gerceklestirildi. Bu amagla PBMC’lerden magnetik sort yontemi ile CD8" izolasyonu
gergeklestirildi ve CD8'T hiicrelerinin morfolojik kontrolii giemsa boyama ile kontrol
edildi (Sekil 4.30). CD8'T hiicreleri, sirasiyla PHA (Fitohemaglutinin) ve IL-2’ile
uyarilmasiin ardindan hiicrelerin yeterli miktarda cogaldigi belirlendi (Sekil 4.31).
Uyarilmig CD8+T hiicreleri miR-3670 ve miR-8078 mimikle (1 nM) transfekte edilmis
MCF-7 ve HMEI1 hiicreleriyle birlikte 10:1 (T:E) oraninda 48 saat kiiltlirlendi.
Kiiltiirleme isleminin ardindan yapilan MTT analizinde, miRNA uygulanan kanser
hiicrelerindeki PD-L1’in azalmasina bagli olarak bagli T hiicresi aracili sitotoksisitenin
arttig1 ve kanser hiicrelerinde giiclii bir 6liim oran1 (%80) tespit edildi (Sekil 4.32-Sekil
4.33). miRNA wuygulanan HMEI hiicrelerinde ise kismi bir sitotoksisite

gbzlemlenmistir.
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Sekil 4.30 Izolasyonu gergeklestirilen CD8T hiicrelerinin inverted mikroskop goriintiisii
(Olympos CKX31’da 10x biiyiitme, A:Magnetik sort sonrast Thoma lamdaki
goriintii, B:Magnetik sort sonrasi petri kabindaki goriintiisti, C:Giemsa boyama
goriintiisii)

PHA

IL-2

Sekil 4.31 CD8+T hiicrelerinin PHA (Fitohemaglutinin) ile aktivasyon sonrasi inverted
mikroskop goriintiisii (Olympos CKX31°da 10x biiyiitme)
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Sekil 4.32 Ko kiiltiir (CD8 T/MCF-7, CD8 " T/HMEI) sonrasi yapilan MTT analizine ait
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Sekil 4.33 miRNA uygulanan MCF-7 ve HMEI hiicreleri ile CD8+T hiicrelerinin ortak

kiiltliri sonras1 canlilik grafikleri (Veriler ortalama+tstandart hata (SD) olarak
sunulmustur. a: p<0.05 kontrol grubuna kiyasla)
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4.7 Hiicre Gogii Analizi Bulgular:

Yara iyilesme testi, bir maddenin veya uygulamanin hiicre gogii lizerindeki
etkisini belirlemek icin yaygin olarak kullanilmaktadir. Arastirmamiz, miR-3670 ve
miR-8078'in kanser hiicrelerindeki anti-metastatik etkinligini bu test araciligiyla
degerlendirmeyi amaglamistir. Bu amagla, MCF-7 ve HMEIl hiicreleri 1nM
konsantrasyonda miR-3670 ve miR-8078 ile transfekte edilmis ve yara iyilesmesi analiz
edilmistir. Her iki hiicre hattinda miRNA uygulanmamis grup negatif kontrol olarak
kabul edildi. Calismada, miR3670 ve miR-8078 MCF-7 hiicrelerine uygulandiktan
sonra, negatif kontrole kiyasla hiicre gogiiniin 6nemli Olgiide inhibisyonu ile
sonuglanmistir (Sirastyla %81.47 ve %99.9). Aym1 miRNA'lar saglikli meme dokusu
hiicrelerinde hiicre gogiinii inhibe edemedigi (sirasiyla %22.8 ve %6.2) tespit edilmistir
ve her iki sonugcta istatiksel olarak anlamli bulunmustur (p<0.05). (Sekil 4.34, Sekil
4.35, Cizelge 4.6).
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Sekil 4.34 miR-3670 ve miR-8078 uygulanan MCF-7 hiicre hattinda grubuna ait yara
iyilesmesi yilizde grafigi (Veriler ortalamatstandart hata (SD) olarak
sunulmustur. a: p<0.05 kontrol grubuna kiyasla)
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Sekil 4.35 miR-3670 ve miR-8078 uygulanan HMEI hiicre hattinda grubuna ait yara

iyilesmesi yilizde grafigi (Veriler ortalamatstandart hata (SD) olarak
sunulmustur. a: p<0.05 kontrol grubuna kiyasla)

Cizelge 4.6 miR-3670 ve miR-8078 uygulanan MCF-7 ve HMEI hiicre hatlarmna ait yara
iyilesmesi analizi gortintiisii (10x Biiylitme)

man  Kontrol Kontrol miR-3670 miR-3670 miR-8078 miR-8078
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4.8 Apoptoz ve Nekroz Analiz Bulgular:

MCF-7 ve kontrol HMEI hiicrelerine 1nM miR-3670 ve miR-8078 dozlarinin
uygulanmasindan sonra ilgili miRNA'larin apoptoz indiiksiyonu {izerindeki etkisini
gozlemlemek icin AO/EB immiinofloresan boyama yapildi. AO/EB uygulamasindan
sonra saglikli hiicreler yesil, erken evre apoptozdaki hiicreler yogunlagmis ve
parcalanmis ¢ekirdekleriyle sari-yesil bir renk sergilemistir. Geg evre apoptotik hiicreler
yogunlasmis veya parcalanmis ¢ekirdekleriyle parlak turuncu renkte goriinmistiir. Geg
apoptotik ve nekrotik (6li) hiicreler hasarli membranlara sahip hiicreler oldugundan
dolayr AO/EB immiinofloresan boyama sonrasi kirmizi bir renk sergilemistir. AO/EB
analizi sonuglarina gore, miR-3670 ve miR-8078'in 1nM dozunun MCF-7 hiicrelerinde
hiicre sagkalimin1 azaltarak apoptozu indiikledigi ve negatif kontrole kiyasla apoptotik
hiicreleri 6nemli 6l¢tide artirdigi bulunmustur (Sekil 4.36-Sekil 4.37).

Bu sonug istatistiksel olarak da anlamlidir (p<0.05). Calisma sonuglar1 analiz
edildiginde, apoptotik oran miR-8078 grubunda %52 ve miR-3670 grubunda %25
olarak bulunmus ve miR-8078’in MCF-7 meme kanseri hiicrelerinde daha fazla
apoptozise neden oldugu goriilmiistiir. ki grup arasindaki fark istatistiksel olarak
anlamliyd: (p<0.05). Negatif kontrol grubunda hiicre kiiltiirii islemi siirecinde siradan
01l hiicrelerden olusan sadece az sayida apoptotik hiicre (%5) tespit edilmistir (Sekil
4.36, Sekil 4.37). HMEI1 hiicrelerinde, 48 saat boyunca InM dozunda miR-3670 ve
miR-8078 uygulanmasinin apoptoz seviyesinde dnemli bir degisiklige neden olmadigini
gostermistir. Bu sonuglar istatistiksel olarak anlamli degildi (p<0.05, Sekil 4.38, Sekil
4.39).
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Sekil 4.36  MCF-7 hiicrelerinin 48

OYasayan Hiicre
O Apoptotik Hiicre
B Nekrotik hiicre

saat boyunca miR-3670 ve miR-8078 ile

muamelesinden sonra apoptotik ve nekrotik hiicre seviyelerini gosteren ylizde
grafigi (Veriler ortalamatstandart hata (SD) olarak sunulmustur. a: p<0.05

kontrol grubuna kiyasla)
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MCF-7

Faz Kontrast Goviintiisii AO/ERB Bovama Gariintiisii

s o S

Kontrol

miR-3670

miR-8078

Sekil 4.37 miR-3670 ve miR-8078 ile 48 saat boyunca muamele edilen MCF-7
hiicrelerinin AO-EtBr boyama yontemiyle apoptozun tespiti (Yesil renk canli
hiicreleri, sari/turuncu renk apoptotik hiicreleri, kirmizi renk nekrotik hiicreleri
temsil etmektedir)
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Sekil 4.38 HMEI1 hiicrelerinin 48 saat boyunca miR-3670 ve miR-8078 ile muamelesinden
sonra apoptotik ve nekrotik hiicre seviyelerini gosteren yiizde grafigi (Veriler
ortalamatstandart hata (SD) olarak sunulmustur. a: p<0.05 kontrol grubuna

kiyasla)
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Sekil 4.39 miR-3670 ve miR-8078 ile 48 saat boyunca muamele edilen HMEI hiicrelerinin
AO-EtBr boyama yontemiyle apoptozun tespiti (Yesil renk canli hiicreleri,
sari/turuncu renk apoptotik hiicreleri, kirmizi renk nekrotik hiicreleri temsil
etmektedir)

4.9 Koloni Olusum Analizi Bulgular:

Bu deneyin amaci, MCF-7 ve HMEI hiicrelerine 1nM dozunda miR-3670 ve
miR-8078 uygulanmasinin anti-metastatik etkilerini degerlendirmektir. Ek olarak,
miRNA uygulamasinin hiicrelerin ankraj bagimli biiyiime ve kolonizasyon davranigini

etkileyip etkilemedigini arastirmak i¢in bir koloni olusum deneyi yapildi.
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Analiz sonrasinda, MCF-7 hiicre hatlarinin 1nM dozunda miR-3670 mimik
miRNA'lar ile transfekte edilmesinin, kontrol grubuna kiyasla koloni sayilarinda %17.7
oraninda anlamli bir diisise neden oldugu tespit edildi (p<0.05). Aym hiicre hattina
InM dozunda miR-8078 transfekte edildiginde, kontroliin aksine koloni sayisinda
%78.2'lik 6nemli ve dikkat ¢ekici bir azalma gdzlenmistir. Bu azalma istatistiksel olarak
anlamliydi (Sekil 4.40 ve Sekil 4.41 MCF-7 hiicre hattinda koloni olusumunun
engellenmesi ile ilgili olarak, miR-8078'in miR-3670'ten 6nemli Gl¢iide daha giiclii bir
inhibitor etki sergiledigi kesfedildi (p<0.05).

Benzer sekilde, miR-3670 mimik miRNA'larinin HME]1 hiicre hatlarina 1nM
dozunda transfeksiyonunun, koloni sayilarinda kontrole kiyasla %41.6 oraninda diisiise
neden oldugu kesfedildi (p<0.05). Ayni hiicre hattina 1nM dozunda miR-8078
transfekte edildiginde, kontrol grubuna kiyasla koloni sayilarinda %66.6 oraninda
istatistiksel olarak anlamli bir azalma gozlenmistir (p<0.05, Sekil 4.42 ve Sekil 4.43).
HMEI] hiicre hatlarinda koloni olusumunun miR-8078 tarafindan miR-3670'e gére daha
fazla inhibe edildigi tespit edilmistir ve bu veri istatistiksel olarak anlamli bulunmustur

(p<0.05).
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Sekil 4.40 miR-3670 ve miR-8078 uygulanan MCF-7 hiicrelerinin koloni olusum grafigi

(Veriler ortalama+tstandart hata (SD) olarak sunulmustur. a: p<0.05 kontrol
grubuna kiyasla)
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Sekil 4.41 miR-3670 ve miR-8078’in MCF-7 hiicrelerinde koloni olusumu {izerindeki
etkisi (A: kontrol grubu B: miR-3670 uygulanan grup, C: miR-8078 uygulanan
grup)
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Sekil 4.42 miR-3670 ve miR-8078 uygulanan HMEI1 hiicrelerinin koloni olusum grafigi

(Veriler ortalamatstandart hata (SD) olarak sunulmustur. a: p<0.05 kontrol
grubuna kiyasla)

111



'A - C oy B <
l ) \ -
- s = i = T\
| - -
EA i__-- C - — : ) B-" E ."ﬁ_‘ .' - 1
l : : vu.!‘ '( 1 ‘n\
: & fy

Sekil 4.43 miR-3670 ve miR-8078’in HMEI hiicrelerinde koloni olusumu iizerindeki
etkisi (A: kontrol grubu B: miR-3670 uygulanan grup, C: miR-8078 uygulanan

grup)

4.10 Morfolojik Analiz Bulgular:

miR-3670 ve miR-8078'in MCF-7 ve HMEI hiicrelerinin morfolojisi lizerindeki
etkilerini tespit etmek i¢in morfoloji analizi gerceklestirildi. miR-3670 ve miR-8078'in
MCF-7 hiicre hattina transfeksiyonundan sonra, MCF-7 hiicrelerinde, uzun ve ig
seklindeki formlarindan epitel hiicrelerinin tipik bir 6zelligi olan daha yuvarlak ve
kiiboidal bir sekle dogru kayda deger bir degisiklik gozlendi. miR-3670 ve miR-8078'in
transfeksiyonu MCF-7 hiicrelerinde lamellipodia’nin 6nemli olclide azalmasiyla
sonuglanmistir (Sekil 4.44). Ote yandan, miR-3670 ve miR-8078 transfeksiyonu,
saglikli bir meme dokusu hiicre hatt1 olan HME1 hiicrelerinde herhangi bir morfolojik

degisiklige neden olmamistir (Sekil 4.45).
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Sekil 4.44 miR-3670 ve miR-8078 mimikleri ile transfekte edilen MCF-7 hiicrelerinin
transfeksiyon sonras1 morfolojisinin gozlenmesi (A: kontrol hiicresi, B: miR-
3670 transfekte edilmis hiicreler, C: miR-8078 transfekte edilmis hiicreler
inverted mikroskop Olympos CKX31’da 10x biiylitme D: kontrol hiicresi, E:
miR-3670 transfekte edilmis hiicreler, F: miR-8078 transfekte edilmis hiicreler
floresan mikroskop 40x biiyiitme)

Sekil 4.45 miR-3670 ve miR-8078 mimikleri ile transfekte edilen HMEI1 hiicrelerinin
transfeksiyon sonrasi morfolojisinin gdzlemlenmesi (A: kontrol hiicresi, B:
miR-3670 transfekte edilmis hiicreler, C: miR-8078 transfekte edilmis hiicreler
inverted mikroskop Olympos CKX31°da 10x biiylitme D: kontrol hiicresi, E:
miR-3670 transfekte edilmis hiicreler, F: miR-8078 transfekte edilmis hiicreler
floresan mikroskop 40x biiyiitme)
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4.11 3D Sferoid Olusum Analizi Bulgulari

3D Sferoid Olusum Deneyi, hiicrelerin yiizeye yapisamadiklar: (yani ankrajdan
bagimsiz) bir ortamda malign transformasyon kabiliyetini tespit etmek i¢in kullanilir.
3D sferoid yapi olusumunu arastirmak ic¢in, 1nM miR-3670 ve miR-8078 miRNA'lar
MCF-7 ve HMEI hiicrelerine uygulanmis ve yari kati ortamda inkiibe edilmistir.

Analiz sonrasinda, kontrol grubunda 15.glinden itibaren sferoidlerin olusmaya
basladig1 30.glinde ise tamamen belirginlestigi gozlenmistir (Sekil 4.46-Sekil 4.47).
Deney grubunda ise uygulanan her iki miRNA’nin (miR-3670, miR-8078) 1nM dozu
MCF-7 hiicre hattinda kontrol grubuna kiyasla sferoid olusumunu %90 oraninda

baskiladig tespit edilmistir (Sekil 4.48-Sekil 4.49).

Sekil 4.46 miRNA uygulanmis MCF-7 hiicrelerinin olusturdugu 3D tiimor sferoid ve
sematik diyagrami (Olympos CKX31°da 40x biiyiitme)
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30.giin

Sekil 4.47 MCF-7 hiicrelerinin 15 ve 30. giin sonunda olusan 3D sferoid yapilari
(Olympos CKX31’da 10x ve 40x biiyiitme)
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Sekil 4.48 miR-3670 ve miR-8078 uygulanan MCF-7 hiicrelerinde 3D sferoid yiizdesini
gosteren grafik (Veriler ortalamatstandart hata (SD) olarak sunulmustur. a:
p<0.05 kontrol grubuna kiyasla)
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Sekil 4.49 miR-3670 ve miR-8078 uygulanan MCF-7 hiicrelerinde 3D sferoid olusumu
(Olympos CKX31’da 10x biiyiitme, Beyaz ok isareti 3D sferoid yapilarini
gostermektedir)

HMEI1 hiicre hattinda InM dozunda miR-3670 ve miR-8078 mimik
miRNA'larmin transfeksiyonundan sonra kontrol dahil hi¢bir grupta 3D sferoid yap:

gozlenmemistir (Sekil 4.50-Sekil 4.51).
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Sekil 4.50 miR-3670 ve miR-8078 uygulanan HMEI hiicrelerinde 3D sferoid olusum
ylzdesini gosteren grafik (Veriler ortalamatstandart hata (SD) olarak
sunulmustur. a: p<0.05 kontrol grubuna kiyasla)
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Kontrol miR-3670 miR-8078

Sekil 4.51 miR-3670 ve miR-8078 uygulanan HMEI hiicrelerinin 30. giin sonunda
goriintiisii (Olympos CKX31°da 10x biiyiitme)

3D sferoid analizi ¢aligmamizda, miR-3670 ve miR-8078 uygulana MCF-7
hiicrelerinde normal elipsoidik sekillerinden sapan non-regiiler (amorf) sferoidlerin
olustugu tespit edildi. Bu amorf sferoidlerin %13'i miR-3670 grubunda, %22'si ise
miR-8078 grubunda goriilmiistiir (Sekil 4.52, Sekil 4.53).
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Sekil 4.52 miR-3670 ve miR-8078 uygulanan MCF-7 hiicrelerinde amorf 3D sferoidlerin
gelisimini gosteren yiizde grafigi (Veriler ortalamatstandart hata (SD) olarak
sunulmustur. a: p<0.05 kontrol grubuna kiyasla)
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Kontrol miR-3670 miR-BO7E

Sekil 4.53 miR-3670 ve miR-8078 uygulanan MCF-7 hiicrelerinde 30. giin sonunda olusan
non-regiiler 3D sferoidler (Olympos CKX31’da 10x biiylitme, Siyah ok isareti:
regular sferoidi, beyaz ok isareti: non regular sferoidi gdstermektedir)

3D Sferoid analizi ¢alismasinda, olusan sferoidlerin boyutlar1 iizerinde testler
gerceklestirildi. Analiz sonucunda, transfekte edilen miR-3670 ve miR-8078'in MCF-7
hiicreleri tarafindan olusturulan 3D sferoidlerin boyutunu 100 pm'lik bir esigin altinda
tuttugunu ortaya koydu. 3D sferoidlerin boyut dagilimi sirastyla kontrol grubunda
%92.53’1i 100 pm altinda, %7.47 100 pm iizerinde, miR-3670 uygulama grubunda
%67.76’s1 100 um altinda, %32.24 100 um iizerinde, miR-8078 uygulama grubunda
%81.12°si 100 um altinda, %18.88 100 pum {iizerinde 3D sferoid olusturdugu tespit
edilmistir (Sekil 4.54).
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Kontrol miR-3670 miR-8078
Sekil 4.54 miR-3670 ve miR-8078 uygulanan MCF-7 hiicreleri tarafindan olusturulan 3D

sferoidlerin ¢ap dagilim grafigi (Veriler ortalamatstandart hata (SD) olarak
sunulmustur. a: p<0.05 kontrol grubuna kiyasla)

118



3D sferoidlerin analizinde hacimlerini degerlendirdik ve miR-3670 ve miR-8078

ile transfekte edilen MCF-7 hiicrelerinin Imm?™iin altinda hacimlere sahip sferoidler

firettigi tespit edildi (Sekil 4.55).
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Sekil 4.55 miRNA uygulanmis MCF-7 hiicreleri tarafindan olusturulan 3D sferoidlerin

hacim dagilim grafigi (Veriler ortalama+standart hata (SD) olarak sunulmustur.
a: p<0.05 kontrol grubuna kiyasla)

3D Sferoid analizinde, miR-3670 ve miR-8078 uygulanan MCF-7 hiicrelerinin

olusturdugu 3D sferoidlerin, tiimor biiylkligliniin 1-2 mm astiktan sonra baslayan

kanser gelisimi ve ¢evre dokulara yayiliminda 6nemli bir mekanizma olarak bilinen

anjiyojenik aktivite acisindan incelenmistir. Veriler analiz edildikten sonra, kontrol

grubundaki 3D sferoidlerin 6nemli bir kisminin anjiyojenik siirt (2mm) astig1 tespit

edilmistir. Bununla birlikte, miR-3670 ve miR-8078 ile muamele edilen hiicreler

tarafindan olusturulan bu tiir sferoidlerin sayis1 onemli 6l¢lide daha diisiiktii (Sekil

4.56).
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Sekil 4.56 miR-3670 ve miR-8078 uygulanan MCF-7 hiicrelerinde anjiyojenik sinirt agan
3D sferoid sayisinin gruplara gore dagilim grafigi (Veriler ortalama+standart
hata (SD) olarak sunulmustur. a: p<0.05 kontrol grubuna kiyasla)

4.12 E-kaderin Analizinin Bulgular:

Bu testin amaci, miR-3670 ve miR-8078'in, hiicre hareketliligi belirteci olarak
gorev yapan ve hiicrelerin kendi boélgelerine baglanmasin1 kolaylagtiran hiicre
hatlarindaki e-kaderin antijen seviyeleri tizerindeki etkisini aragtirmaktir.

Analiz sonucunda, MCF-7 hiicrelerine 1nM miR-3670 ve miR-8078 dozunun
uygulanmasinin serbest e-kaderin antijeni seviyesinde anlamli bir azalmaya neden

oldugu sonucuna varilmistir (p<0.05, Sekil 4.57, Sekil 4.58).
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Sekil 4.57 miR-3670 uygulanan MCF-7 hiicrelerinde serbest e-kaderin antijen seviyesinin
grafigi (Veriler ortalamatstandart hata (SD) olarak sunulmustur. a: p<0.05
kontrol grubuna kiyasla)
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Sekil 4.58 miR-8078 uygulanan MCF-7 hiicrelerinde serbest e-kaderin antijen seviyesinin
grafigi (Veriler ortalamatstandart hata (SD) olarak sunulmustur. a: p<0.05
kontrol grubuna kiyasla)

HMEI! hiicrelerine 1nM dozunda miR-3670 ve miR-8078 uygulandiktan sonra,
serbest e-kaderin antijen seviyesi istatistiksel olarak anlamli bir diisiis sergilemistir (a:

p=<0.05, Sekil 4.59, Sekil 4.60).
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Sekil 4.59 miR-3670 uygulanan HMEI hiicrelerinde serbest e-kaderin antijen seviyesinin
grafigi (Veriler ortalamatstandart hata (SD) olarak sunulmustur. a: p<0.05
kontrol grubuna kiyasla)
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Sekil 4.60 miR-8078 uygulanan HMEI hiicrelerinde serbest e-kaderin antijen seviyesinin
grafigi (Veriler ortalamatstandart hata (SD) olarak sunulmustur. a: p<0.05
kontrol grubuna kiyasla)

4.13 VEGF Analizinin Bulgulari

Bu testin amaci, miRNA uygulamasini takiben, hiicreler tarafindan iiretilen ve
anjiyogenezi uyaran bir sinyal proteini olan VEGF'nin ekspresyon seviyesini
degerlendirmektir. Bu amagla, MCF-7 ve HMEI hiicre hatlarinin 1nM dozunda miR-

3670 ve miR-8078 sentetik mimikleri ile transfeksiyonu sonrasinda toplanan
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stipernatantlardaki serbest VEGF-A antijen seviyesi VEGF-A elisa kiti kullanilarak
belirlendi. Analiz, miR-3670'in MCF-7 hiicrelerinde serbest VEGF-A seviyesinde bir

diisiise neden oldugunu ve istatistiksel olarak anlamli bir sonug gdstermistir (a: p<0.05,

Sekil 4.61), Benzer sekilde, miR-8078 aymi hiicre hattinda VEGF-A'nin serbest

seviyesini azaltmis ancak bu diisiisiin istatistiksel olarak anlamli degildi (p>0.05, Sekil

4.62).
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Sekil 4.61 miR-3670 uygulanan MCF-7 hiicrelerindeki serbest VEGF-A antijen
seviyesinin grafigi (Veriler ortalama+standart hata (SD) olarak sunulmustur. a:
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Sekil 4.62 miR-8078 uygulanan MCF-7 hiicrelerindeki serbest VEGF-A antijen
seviyesinin grafigi (Veriler ortalama+standart hata (SD) olarak sunulmustur. a:

p=<0.05 kontrol grubuna kiyasla)
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HME1 hiicrelerine hem miR-3670 hem de miR-8078'in 1nM dozunun
uygulanmasindan sonra, serbest VEGF-A seviyesinin her iki miRNA grubunda da
istatistiksel olarak anlamli bir sekilde azaldig1 gézlenmistir (p<0.05) (Sekil 4.63, Sekil
4.64).
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Sekil 4.63 miR-3670 uygulanan HMET1 hiicrelerindeki serbest VEGF-A antijen seviyesinin
grafigi (Veriler ortalamatstandart hata (SD) olarak sunulmustur. a: p<0.05
kontrol grubuna kiyasla)
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Sekil 4.64 miR-8078 uygulanan HME1 hiicrelerindeki serbest VEGF-A antijen seviyesinin
grafigi (Veriler ortalamatstandart hata (SD) olarak sunulmustur. a: p<0.05
kontrol grubuna kiyasla)
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4.14 TINAGL-1 Analizinin Bulgular

Bu testin amaci, miRNA uygulamasindan sonra hiicre hatlarinda metastazi
Onleyen bir protein olan TINAGL-1 proteininin ifade seviyesindeki degisiklikleri
belirlemektir. Analiz sonucunda, miR-3670'in InM dozunun MCF-7 hiicrelerine
transfekte edilmesinden sonra serbest TINAGL-1 antijen seviyesinin onemli Olgilide
(p<0.05) azaldig1 tespit edilmistir (Sekil 4.65). Benzer sekilde, serbest TINAGL-1
antijen seviyesi miR-8078'in 1nM dozundan sonra azalmis, ancak istatistiksel olarak

anlamli bulunmamistir (p >0.05), (Sekil 4.66).
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Sekil 4.65 miR-3670 uygulanan MCF-7 hiicrelerindeki serbest TINAGL-1 antijen
seviyesinin grafigi (Veriler ortalama+standart hata (SD) olarak sunulmustur. a:
p=<0.05 kontrol grubuna kiyasla)
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Sekil 4.66 miR-8078 uygulanan MCF-7 hiicrelerindeki serbest TINAGL-1 antijen
seviyesinin grafigi (Veriler ortalama+standart hata (SD) olarak sunulmustur. a:
p=<0.05 kontrol grubuna kiyasla)

125



Saglikli meme dokusu hiicre hatti olan HME1 hiicrelerine miR-3670 ve miR-

8078’in 1nM dozlarinin transfekte edilmesinin ardindan serbest TINAGL-1 antijen

seviyesini istatistiksel olarak anlamli olarak diistirdiigii belirlendi (p<0.05), (Sekil 4.67,
Sekil 4.68).
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4.67 miR-3670 uygulanan HMEI hiicrelerindeki serbest TINAGL-1 antijen
seviyesinin grafigi (Veriler ortalamatstandart hata (SD) olarak sunulmustur. a:
p=<0.05 kontrol grubuna kiyasla)
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4.68 miR-8078 uygulanan HMEI hiicrelerindeki serbest TINAGL-1 antijen
seviyesinin grafigi (Veriler ortalama+standart hata (SD) olarak sunulmustur. a:
p=<0.05 kontrol grubuna kiyasla)
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5. TARTISMA VE SONUC

Meme kanseri, diinya genelinde akciger kanserinden sonra en sik teshis edilen
kanserdir. Bu durum Tiirkiye icin de gecerlidir (Anonim, 2019). Giiniimiizde teshis
edilen her 8 kanserden birinin meme kanseri oldugu ve toplam 2,3 milyon yeni vaka
tespit edildigi bildirilmistir (Sung vd., 2021). Istatistiksel calismalar sonucunda, meme
kanseri kiiresel olarak kadinlarda teshis edilen tiim kanserlerin dortte birini
olusturmaktadir. Bu egilim gelismekte olan iilkelerde artis gostermektedir (Heer vd.,
2020). Halk Saglig1 Genel Miidiirliigii tarafindan 2019 y1li Tiirkiye kanser istatistikleri
raporunda belirtildigi {izere, 2030 yilina kadar kanser vakalarinda %75'lik bir artigla 22
milyona ulasacagi ongoriilmektedir (Anonim, 2019). COVID-19 salgini nedeniyle
iilkemizde ve diinyada 2020-2023 yillarim1 kapsayan detayli bir kanser raporunun
derlenmesi miimkiin olamamistir. Bununla birlikte, ¢esitli ¢alismalar hem yerel hem de
diinya ¢apinda meme kanseri insidansinda stirekli bir artis ongdrmektedir. Bu nedenle
DSO, meme kanserinin 6liim oranimm diisiirmek igin erken teshis ve uygun tedaviyi
tesvik etmek amaciyla farkli kurum/kuruluslar ve kiiresel ortaklarla birlikte
calismaktadir (Arnold vd., 2022).

Giliniimliz kanser tedavisinde, geleneksel yoOntemlerinin kullanimi, segici
olmayan sitotoksik etkileri nedeniyle azalmaktadir. Buna karsilik, tedavide yeni trend,
hedefe yonelik kisisellestirilmis kanser immiinoterapisi de dahil olmak {izere hedefe
yonelik tedavilerdir. Kanser immiinoterapisinde etkili ve minimum yan etkiye sahip
hedefe yonelik immiin kontrol noktasi inhibitorii tedavilerine olan talep her gecen giin
artmaktadir. Smith ve digerleri (2021) son yillarda bu alanda Onemli ilerlemeler
kaydedildigini bildirmistir. Immiinolojik kontrol noktalar1 (CTLA-4, PD-1, PD-L1)
hedefe yonelik tedavilerde ¢ok onemli bir rol oynamaktadir. Homeostatik kosullar
altinda, immiinolojik kontrol noktalar1 (ICI), hiicrelerdeki proinflamatuar ve
antiinflamatuvar sinyaller arasinda dengeyi bagisiklik hiicrelerinin aktivitesini uyararak
veya engelleyerek saglar (Pardoll vd., 2012; Cai vd., 2021). ICI kokenli tiimor
immiinoterapisinin ana odak noktalarindan biri, PD-1 ve ligandi PD-L1'i hedef alan
inhibitorlerin kullanilmast olmustur (Han vd., 2020). Cesitli kanser tiirlerinde PD-L1'in
ylksek diizeyde protein ekspresyonu gozlenmistir (Cha vd., 2019). T-lenfositleri, kanser

hiicre membranlarindaki immiinolojik reseptorleri hedef alarak, anti-tiimdral immiin



yanit olusturarak kanser tedavisinde etkili olurlar. Kanser hiicrelerinin membraninda
bulunan PD-L1 ligandi, T hiicre membraninda bulunan PD-1 reseptoriine baglanir. Bu
bag, T hiicrelerinin ¢ogalmasini ve aktivasyonunu yavaslatarak sitotoksik etkilerini
azaltir ve kanser hiicrelerinin bagisiklik gozetiminden kagmasina izin verir (Huang vd.,
2020). Son yillarda, FDA tarafindan kanser immiin terapisinde kullanilmak iizere PD-1,
PD-L1 ve CTLA-4 gibi immiin kontrol noktalarini hedef alan birka¢ inhibitdr ajaninin
tedavide kullanimina onay vermistir (Seidel vd., 2018; Choi vd., 2022).

miRNA'lar ile bagisiklik sistemi arasinda 6nemli bir korelasyon vardir.
miRNA'larin kanser tedavisinde kritik bir rol oynadigi 2011 yilindan bu yana yaygin
olarak kabul edilmektedir (Berindan-Neago vd., 2014; Cortez vd., 2019). miRNA'lar,
tiimdri hedef alan bagisiklik tepkilerini hassaslastirma ve boylece tiimorlerle miicadele
etme yetenekleriyle taninmaktadir (Dong vd., 2022). Su anda, miR-34a, miR-124, miR-
424, miR-138 ve miR-155 dahil olmak {izere ¢cok sayida terapdtik miRNA, faz I klinik
denemelerden ge¢mektedir. miRNA'larin kanser bagisikligini diizenlemedeki islevini
anlamak ve yiiksek etkinlige sahip yeni terapotik miRNA'lar1 tanimlamak ¢ok onemlidir
(Grivennikov vd., 2010; Beatty vd., 2015).

Calismamiz, su sorulara cevap vermeyi amaglamaktadir;

MCF-7 hiicrelerinde PD-L1'1 hedeflemek i¢in miR-3670 ve miR-8078
kullanarak PD-L1'1 post-transkripsiyonel diizeyde susturarak PD-L1 tabanh
immiinoterapi i¢in miRNA araciligiyla PD-L1 hedeflenebilir mi?

Bir diger arastirma sorusu ise "hsa miR-3670 ve hsa miR-8078'in MCF-7
hiicrelerinde sitotoksisite, morfoloji, go¢ ve kolonizasyon ve 3D sferoid olusturma
yetenegi lizerindeki etkisi nedir?" Bu calismada, bir immiin kontrol noktasi olan PD-
L1'in blokaji, MCF-7 hiicre hattinda ilk kez hsa miR-3670 ve hsa miR-8078 ile birlikte
kullanilacaktir. Hsa miR-3670 ve hsa miR-8078 tarafindan diizenlenen potansiyel
islevleri ve sinyal aglarin1 degerlendirmek icin zenginlestirme analizleri yapilmistir. Bu
amacla biyoinformatik algoritmalar kullanilarak hedef gen ve miRNA-mRNA esleme
analizlerinin yan1 sira GO ve KEGG yol analizleri gergeklestirilmistir. Analizin
ardindan miR-3670, PD-L1 mRNA'mimn iki farkli bolgesine yliksek baglanma skorlar
(82.15 ve 87.35) gostermistir. Bu bulgular, baglanmanin islevsel 6neme sahip
olabilecegi hipotezimizi giiclendirmeye hizmet etmektedir. Analizimizde hsa miR-8078

ile PD-L1 mRNA arasinda dogrudan bir baglanma bdlgesi tespit edememis olsak da,
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biyoinformatik ¢aligmamiz hsa miR-8078'in PD-L1 ekspresyonunda rol oynayan 6nemli
sinyal yollarimi (PI3K-Akt, Jak-STAT, Ras, Wnt, MAPK, Nf-kB, TNF-a, Notch, HIF-
la, Hedgehog, mTOR, AMPK, TLR) hedef aldigim1 ve dolayl sekilde baskilanmasina
yol actigin1 ortaya koymustur. Cok sayida calisma, PD-L1'in kanserli hiicre hatlarinda
benzer bir mekanizma yoluyla susturuldugunu gostermekte ve bdylece bu aragtirmada
yapilan gozlemi giiglendirmektedir (Liu vd., 2021; Yan vd., 2021; Li vd., 2022).

Ikinci biyoinformatik analiz olan GO analizi sonucunda, miR-3670 ve miR-8078
ile PD-L1 ligandlariin sentezinde yer alan temel diizenleyici sinyal yolaklar1 (PI3K-
Akt, Jak-STAT, Ras, Wnt, MAPK, Nf-kB, TNF-a, Notch, HIF-1a, Hedgehog, mTOR,
AMPK, TLR) ile farkli biyolojik siire¢ (BP), hiicresel bilesen (CC) ve molekiiler islev
(MF) kategorileri arasinda O6nemli bir iliski oldugunu gdstermistir. Literatiir
incelendiginde, bircok ¢alisma yukarida bahsedilen sinyal yollarinin PD-L1'in
ekspresyonunda 6nemli oldugunu gostermektedir (Coelho vd., 2017; Martin vd., 2018;
Nakayama vd., 2019; Castagnoli vd., 2019; Antonangeli vd., 2020; Quan vd., 2022;
Zhang vd., 2022; De Ridder vd., 2022; Cao vd., 2023; Bailey vd., 2022; Chen vd.,
2022). Bulgular, miRNA-3670 ve miRNA-8078 kullaniminin meme kanserinde PD-L1
ekspresyonunu etkili bir sekilde baskilayabilecegini gostermektedir. Ayrica, GO
analizimiz bu miRNA'larin meme kanseri ilerlemesi i¢in ¢ok 6nemli olan gesitli
biyolojik siireclerde (metastaz, proliferasyon, hiicresel go¢ ve farklilagsma gibi) 6nem arz
eden, integrinler, selektinler, kaderinler gibi hiicre baglanma molekiilleri ile dogrudan
iligkili oldugu ve siirecler iizerinde potansiyel etkinlige sahip oldugunu belirlenmistir.
Onceki ¢aligmalar, hiicre adezyon molekiillerinin ve baglant1 noktalarin meme kanseri
metastazi ve invazyonunun diizenlenmesine katkida bulundugunu gdstermistir (Makrilia
vd., 2009; Ilina vd., 2020). Kullanilan miRNA’larin (miR-3670, miR-8078) hiicre
hareketi ve metastazda rol oynayan lamellipodlarin ve filopodia yam sira
sitomorfolojiyi etkileyen ve aktin filamentleri ve mikrotiibiil organizasyonu ile iliskili
oldugu belirlendi. Yapilan ¢alismalarda, lamellipodia ve filopodia kanser metastazi ve
hareketi ile baglantili oldugu (Machesky, 2008), Aktin filamentleri ve Mikrotiibiillerin
ise yara iyilesmesinde etkili oldugu bildirilmistir (Ahangar vd., 2022). Bu bulgular
miRNA-3670 ve miRNA-8078'in PD-L1'" susturmasinin yani sira anti-kanser

ozelliklere sahip olabilecegini gdstermistir.
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Uciincii biyoinformatik arastirma olan KEGG yol analizi, miR-3670 ve miR-
8078'in PD-L1 ligand sentezi sinyal yollarmin temel diizenleyicilerini (PI3K-Akt, Jak-
STAT, Ras, Wnt, MAPK, Nf-kB, TNF-a, Notch, HIF-1a, Hedgehog, mTOR, AMPK,
TLR) 6nemli lgiide hedefledigini gostermistir. Onceki ¢alismalarda, bu sinyal yolaklar
ile PD-L1 arasinda bir korelasyon oldugunu ve PD-L1 blokajinin bu sinyal yollarinin
inhibe edilmesiyle saglanabilecegini gosterilmistir (Coelho vd., 2017; Martin vd., 2018;
Castagnoli vd., 2019; Nakayama vd., 2019; Antonangeli vd., 2020; Bailey vd., 2022;
Chen vd., 2022; de Ridder vd., 2022; Zhang vd., 2022; Quan vd., 2022; Cao vd., 2023).
Bu yolaklarin asir1 aktivasyonunun da karsinogenezi indiikledigi bilinmektedir. Bu
sonuglar, miR-3670 ve miR-8078'in PD-L1 baskilamasina ek olarak anti-kanser
ozelliklere sahip olabilecegini gdstermektedir.

Calismamizda, biyoinformatik algoritmik verilerin in vitro korelasyonunu
arastirmak ve miR-3670 ve miR-8078'in MCF-7 ve HME] hiicre hatlarindaki sitotoksik
aktivitesi MTT testi kullanilarak incelenmistir.

Onceki arastirmalar, hiicre iginde &nemli bir rol oynamasi nedeniyle
sitotoksisite testlerinde transfekte edilen miRNA miktarinin 6nemini vurgulamigtir
(Vasudevan, 2012). Bu sebeple sitotoksisite ¢alismamizda, her iki miRNA’y1 belirli bir
doz araliginda (1 nM, 5 nM, 10 nM, 25 nM, 50 nM, 100 nM) test ettik. Sonug olarak,
miR-3670 ve miRNA-8078'in uygulanan tim dozlarmin MCF-7 hiicre hattinda kayda
deger sitotoksik aktivite sergiledigini gosterdigi belirlenmistir. Bu sitotoksisiteye ilgili
miRNA'larin kanser hiicrelerindeki hayati genler (6rnegin K-RAS, ¢c-MYC, BCL-2)
tizerindeki 1inhibitdr etkilerinden kaynaklandigini diisiinmekteyiz. Bu diisiincemizi
desteleyen literatiir calismalar mevcuttur. Nadiminty ve digerleri (2012) miRNA let-7c¢
ile replasman tedavisinin hayati genleri inhibe ederek prostat kanseri biiylimesini
engelledigini  bildirmislerdir (Nadiminty vd., 2012). Benzer sonuglar1 farklh
miRNA'larin kullanildig diger calismalarda da bildirilmistir (Johnson vd., 2005; Chen
vd., 2009; Slaby vd., 2009). Lee ve digerleri (2019), miR-3670 ve miR-8078'in akciger
kanseri hiicrelerine (NCI-H460) transfekte edilmesinden sonra bu miRNA'larin akciger
hiicre hattinda yiiksek sitotoksisite ve anti-kanser aktivitesi gosterdigini bildirmistir. Bu
sonuclar calismamizdaki verileri desteklemektedir. Calismamizda bu miRNA'lar

literatiirde ilk kez saglikli meme dokusu hiicre hattinda (HME1) da test edilmis ve her

130



iki miRNA'nin (miRNA-3670 ve miRNA-8078) InM dozunun MCF-7 hiicre hattinda
yiiksek toksisiteye, HME1'de ise diisiik toksisiteye sahip oldugu bulunmustur.

Calisma kapsaminda yapilan total RNA analizlerinde, total RNA
konsantrasyonlari ile sitotoksisite seviyesi arasinda anlamli ve korelasyonlu bir iligki
oldugunu gostermistir. Total RNA miktarinin, yiiksek sitotoksik dozlarda azaldigi ve
diisiik sitotoksik dozlarda ise arttirdigi belirlendi. Mapletoft ve digerleri (2020)
yumurtalik kanseri arastirmalarinda sitotoksisite ve toplam RNA miktar1 arasinda giiglii
ve dogrusal olmayan bir korelasyon bulmuslardir (Mapletoft vd., 2020). Bu literatiir
incelemesi, calismamizin bulgulariyla uyumludur. Total RNA miktarindaki azalma,
sitotoksisiteye bagli olarak canli hiicre sayisindaki azalma ve uygulanan miRNA'larin
hiicredeki c¢esitli 6nemli yolaklar1 (yasamsal yolaklar gibi) etkileyerek protein trafigini
bloke etmesinden kaynaklanabilecegini sOyleyebiliriz. Benzer bilgiyi Guo ve digerleri
(2010), yaptiklar1 ¢alisma neticesinde bildirmislerdir (Guo vd., 2010). Ek olarak, KEEG
ve GO analizleri, ¢alismamizda kullandigimiz her iki miRNA'nin da protein sentezi ve
tasinmasindan sorumlu organeller ve yolaklar iizerinde negatif etkileri oldugunu
gostermistir.

miRNA-3670 ve miRNA-8078'in hangi dozunun PD-L1'i transkripsiyonel olarak
baskiladigimi belirlemek amaciyla, MCF-7 ve HMEI hiicre hatlarina miRNA-3670 ve
miRNA-8078'in MTT testinde uygulanan doz aralig1 (1 nM, 5 nM, 10 nM, 25 nM, 50
nM, 100 nM) uygulandi ardindan PD-L1 ekspresyonu RT-PCR analizi ile
degerlendirildi. RT-PCR analizi sonuglari, miRNA-3670'in 1 nM, 5 nM ve 10 nM
mimik dozajlart ile miRNA-8078'in 1 nM, 5 nM ve 100 nM mimik dozajlarinin MCF-7
hiicrelerinde PD-L1 gen ekspresyonunu etkili bir sekilde baskiladigini gostermistir. Bu
bulgular ilgili miRNA’larin meme kanser hiicrelerinde PD-L1 yolaginin hedefleyerek
onemli Ol¢lide PD-L1 baskilanmasina yol ac¢tifini ortaya koymustur. Literatiirdeki
cesitli calismalar farkli miRNA'larin aynm1 yolu kullanarak PD-L1 inhibisyonuna yol
actigin1 gostermistir. Bu c¢aligsmalarda ilki Hajibabaei ve digerleri calisma olup, bu
calismada miRNA-145't MDA-MB231, BT549 ve MCF-7 gibi meme kanseri hiicre
hatlar1 lizerinde kullanilmis ve miRNA-145'in PD-1/PD-L1 yolu {izerinden PD-L1
ekspresyonunu inhibe edebildigini ve meme kanserinin ilerlemesini engellemek i¢in
etkili bir terapdtik ajan olarak hareket edebilecegini gézlemlemislerdir (Hajibabaei vd.,

2022). Bir diger calismada ise Rasoolnezhad ve digerleri (2021), miRNA-138-5p
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transfeksiyonunun meme kanseri hiicre hattinda (MDA-MB-231) PD-1/PD-L1 yolu
tizerinden PD-L1 ekspresyonunu inhibe ettigini bildirmistir. Calisma bulgularimiz da bu
literatiir verileriyle ortiismektedir.

Ilging bir sekilde, biyoinformatik analizlerimiz PD-L1 mRNA'sinda miR-8078
icin bir baglanma bdlgesi tespit etmemis olsa da, RT-PCR analizi miR-8078'in PD-L1'in
gen ifadesini asag1 dogru diizenledigini ortaya koymustur. KEGG ve GO analizlerinin
yani sira RT-PCR analiz sonuglar1 degerlendirildiginde, hsa miR-8078'in PD-L1'in
ekspresyonunda rol oynayan ana eksendeki Onemli sinyal yolaklarinin mRNA'sini
engelleyerek PD-L1'in ekspresyonunu dolayli olarak baskiladigi sonucuna varilabilir.
Literatiir, kanser hiicrelerindeki ¢esitli pro-onkojenik yolaklarin farkli kanser tiirlerinde
PD-L1 ekspresyonu ile baglantili oldugunu vurgulamaktadir (Miao vd., 2017; Janse van
Rensburg vd., 2018). Pekcok calismada, Liu ve digerleri (2021), Yan ve digerleri (2021)
ve Li ve digerlerinda (2022) oldugu gibi, PD-L1 ekspresyonuyla ilgili bu yolaklari
inhibe eden ve PD-L1 ekspresyonunu baskilayan ¢ok sayida miRNA tanimlamistir. Bu
literatiir kaynaklari, hsa miR-8078'in dolayli mekanizmalar yoluyla PD-L1'1 potansiyel
olarak kisitlayabilecegi hipotezimiz i¢in kanit saglamaktadir.

RT-PCR verilerinin analizi lizerine, miR-3670 ve miR-8078'in 10 nM'yi asan
dozlarinin MCF-7 hiicrelerinde PD-L1 hedef geninin ekspresyonunda azalma yerine
artisa yol actig1 ve dogrusal olmayan bir korelasyon gosterdigi kesfedilmistir. Benzer
sekilde, Shu ve digerleri (2012) MCF-7 ve HCT-116 hiicrelerinde doza bagli hedef gen
susturma aragtirmalarinda karsilastirilabilir sonuglar bulmuslardir.

Yapilan bir ¢calisma, miRNA'larin biyolojik etkilerinin doza bagli oldugunu ve
hedeflenen proteinin mRNA'sin1 maksimum diizeyde baskilamak i¢in dar bir optimal
doz penceresi gerektirdigini bildirmistir (Shu vd., 2012). Diger calismalar, yiiksek
konsantrasyonlardaki mimik miRNA'larin gen ifadesinde spesifik olmayan
degisikliklere neden oldugunu goéstermektedir (Jin vd., 2015; Rupaimoole ve Slack,
2017; Lai vd., 2019). Yakin zamanda yapilan bir ¢alisma, potansiyel hedef dis1 etkiler
nedeniyle kanser tedavisinde yiiksek dozda mimik miRNA kullanimina kars1 uyarida
bulunmustur (Diener vd., 2022).

Transfeksiyon ajan1 ve miRNA ireticileri de iriin teknik dokiimanlarinda

(https://www.polyplus-transfection.com/products/interferin/ erisim

tarihi:23.06.2023;https://www.qgiagen.com/de/resources/resourcedetail?id=3e1477ad-
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74a2-4ee6-9¢31-54b1997f2941andlang=en, erisim tarihi:23.06.2023) hedef geni

susturmak icin en etkili mimik miRNA konsantrasyonunun hedef gen, hiicre tipi,
miRNA tipi ve hedef mRNA'nin yar1 dmriine bagh olarak degistigini belirtmislerdir.
Optimum gen susturma elde etmek ig¢in, gen susturma g¢alismalarinda mimik miRNA
kullanarak 1 nM ila 10 nM arasinda degisen miRNA konsantrasyonlarinin test edilmesi
tavsiye edilmistir. BoOylece hedef disi etkiler ve yanlis baglanma (uyumsuzluk)
sorunlarinin  genellikle diisik miRNA konsantrasyonlarinda daha az oldugu
bildirilmistir.

HMEI! hiicre hattinda yapilan RT-PCR analizinde, miRNA-3670 ve miRNA-
8078 mimik miRNA'larinin tiim dozlarmin baslangicta beklendigi gibi PD-L1
ekspresyonunu inhibe etmek yerine artirdigi kesfedilmistir. Bu sonug, ilgili
miRNA'larin saglikli hiicrelerde PD-L1 seviyesinin diismesini Onleyerek immiin
yanitlar1 diizenleyebilecegini, bdylece otoimmiin yanitlar1 hafifletebilecegini ve tedavi
sirasinda saglikli doku hasarini azaltabilecegini diisiindiirmektedir. Cok sayida ¢alisma,
saglikli doku hiicrelerindeki PD-L1'in otoimmiiniteye ve iligkili doku hasarina karsi
koruma sagladigini belgelemistir (Wang vd., 2016; Khunger vd., 2017; Qin vd., 2019).

miR-3670 ve miR-8078 tarafindan meme kanseri hiicrelerinde PD-LI
ekspresyonunun protein diizeyinde post-translasyonel baskilanmasini belirlemek i¢in
PD-L1 elisa testi yapildi. Bu testin yapilmasinin bir diger amact RT-PCR test
sonuglarint dogrulamak ve miRNA'larin transfeksiyonundan sonra sentezlenen ve
hiicreden  salgilanan  ¢Ozliniir PD-L1  (sPD-L1) seviyesindeki degisikligi
degerlendirmektir. Analiz sonucuna gore, MCF-7 kanser hiicre hattindaki serbest PD-L1
protein seviyelerinin, miR-3670'in 100nM dozu hari¢ tiim dozlar1 ve miR-8078'in
sadece 1nM ve 5nM dozlar ile azalttig1 tespit edildi.

Literatiirdeki ¢aligmalar incelendiginde, kanser hastalarinin sPD-L1 diizeylerinin
saglikli bireylere kiyasla anlamli derecede yiiksek oldugu bildirilmistir (Oh vd., 2021).
Benzer sekilde, hepatoseliiler karsinom, mide kanseri ve kiiciik hiicreli olmayan akciger
kanseri hastalarda sPD-L1 seviyeleri yiiksek bulunmus ve yiiksek sPD-L1 seviyeleri
kotii prognozla iligkilendirilmistir (Zhang vd., 2015; Finkelmeier vd., 2016; Ito vd.,
2018; Mazzaschi vd., 2020).

Gao ve digerleri (2019), miR-873"in PD-L1 ekspresyonunu diizenleyebilecegini

ve meme kanseri hiicrelerinde immiin modiilasyon saglayabilecegini bulmustur (Gao
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vd., 2019). Onceki arastirmalar miR-138-5p'nin kolorektal kanserde (Zhao vd., 2016),
miR-200"in kiiglik hiicreli dis1 akciger kanserinde (Chen vd., 2016) ve miR-15a'nin
malign plevral mezotelyomada (Kao vd., 2017) PD-L1 protein seviyelerini azalttigini
gostermistir.  Bu bulgular, PD-L1 protein seviyelerine iliskin gdzlemlerimizle
uyumludur. Yukarida bahsedilen sonuglar, miR-3670 ve miR-8078'in PD-L1
ekspresyonunu inhibe etmek suretiyle timor mikrogevresini diizenleyerek meme kanseri
hiicrelerinin bagisiklik sisteminden kacgisini engelleyebilecegini gostermektedir. HME1
hiicre hatt1 i¢cin PD-L1 elisa testinde, miRNA-3670 ve miRNA-8078 icin tiim mimik
miRNA dozlari, beklendigi gibi sPD-L1 protein seviyesinde dnemli bir degisiklige yol
agmamistir.

Deneysel ¢aligmalarimizda sitotoksisite, RT-PCR ve PD-L1 elisa test sonuglari
dahil olmak iizere ¢coklu yaklagimlar1 degerlendirdikten ve bulgularin karsilastirmali bir
analizini yaptiktan sonra, diger ileri ¢calismalarda 1 nM'lik segici bir miR-3670 ve miR-
8078 dozunun kullanilmasinin en uygun karar oldugunu belirledik. Bu dozun
secilmesinde temel etken, her iki miRNA icin 1 nM'deki yiiksek sitotoksisitesiydi ve
MCF-7 hiicrelerinde PD-L1 seviyesinde bir diislise neden oldu. Buna karsilik, saglikli
meme dokusu hiicre hatti (HME1) tizerinde ters bir etkiye sahipti, boylece hedef dist
etkilere ve her iki miRNA'nin uyumsuz baglanmasina kars1 koruma sagladi. Michaille
ve digerleri (2019), hiicrede terapotik bir yanit ortaya cikarmak igin terapotik bir
miRNAnin diisiik doz araliinda uygulanmasi gerektigini bildirmislerdir (Michaille vd.,
2019). Ozetle literatiire ve mevcut analizlerimize dayanarak 1 nM miR-3670 ve miR-
8078 dozunun bu asamadan sonraki testlerimiz i¢in uygulanacak optimum doz oldugu
belirlendi. Tiimor ve mikro ¢evresindeki hiicrelerinde immiin kontrol noktas1 olan PD-
L1 ekspresyonunun arttigi bilinmektedir. PD-L1 deki bu artisi kanser hiicreleri,
bagisiklik hiicrelerinin gozetim ve sitotoksik etkisinden kaginmada, tiimor ilerlemesinde
kullandig1 bilinmektedir (Ren vd., 2020). Ko-kiiltlir ¢alismamizda, miR-3670 ve miR-
8078 uygulandiktan sonra azalmis PD-L1 ekspresyonuna sahip MCF-7 hiicreleri ile
aktive (PHA ve IL-2) edilmis CD8'T hiicreleri ko kiiltiir yapilmasinin kanser
hiicrelerinde yiiksek seviyede hiicresel 6liime neden oldugu belirlenmistir. Bu hiicresel
6lim mekanizmasi, miR-3670 ile miR-8078'nin meme kanseri (MCF-7) hiicrelerinde
asir1 ekspresyonu, PD-L1'i azaltmasi yoluyla in vitro ortak Kkiiltiir sisteminde CD8" T

hiicrelerinin ~ aktivasyonunu arttirarak anti tiimoral etkinligini tesvik ederek
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gerceklesmistir. Literatiir incelendiginde benzer mekanizmay1 kullanarak anti tiimdral
etkinligin gosterildigi ¢ok sayida ¢alisma mevcuttur (Miliotis and Slack, 2021; Lin vd.,
2021; Pathania vd., 2022; Wang vd., 2022; Du vd., 2023).

Canli organizmalarda, islevsel olmayan hiicrelerin (yani yasli veya hasarh
hiicrelerin) ortadan kaldirilmasi ile yeni, saglikli hiicrelerin iiretilmesi arasinda bir
denge vardir. Bu denge homeostazin siirdiiriilmesinde ¢ok dnemli bir rol oynar (Wyllie,
1980; Hu vd., 2001). Her hiicrenin sinirli bir 6mrii vardir; dmriiniin sonuna ulagsmis ya
da hasar gOrmiis hiicreler onceden belirlenmis bir siire sonunda Oliirler. Canli
organizmalarda hiicrelerin sonlandirilmasindan iki mekanizma sorumludur: apoptoz ve
nekroz. Apoptoz, hiicrelerin genetik olarak diizenlenmis Oliimiidiir (Renehan vd.,
2001). Bu organize hiicre 6limii mekanizmasi, membran kabarciklarinin olusumu,
hiicrenin fiziksel olarak kii¢clilmesi, kromatin yogunlagmasi ve DNA parcalanmasi ile
karakterize edilir (Saraste ve Pulkki, 2000; Renehan wvd., 2001). Nekroz ise,
programlanmamis dig faktorlerin neden oldugu hiicrelerin kendiliginden o6limiidiir.
Nekrotik hiicreler fiziksel olarak sismis, bozulmus veya patlamis hiicre zar1 ve dagilmis
sitoplazmik organellerle karakterize edilir (Fink ve Cookson, 2005). Apoptoz ve nekroz
arasindaki temel fark, apoptotik 6liimiin dnceden belirlenmis olmasi1 ve inflamasyona
neden olmamasidir. Sonu¢ olarak, tiimor hiicrelerinde apoptozu uyaran kanser
tedavileri, kanser hiicrelerinin ortadan kaldirilmasi i¢in esastir (Carneiro ve El-Deiry,
2020). Bu tez caligmasiyla, miR-3670 ve hsa-miRNA-8078'in 1 nM dozajinda
uygulanmasinin MCF-7 hiicrelerinde hedef genleri baskilayarak hiicre ¢ogalmasini
giiclii bir sekilde engelledigi ve sitotoksik etkiyle hiicre Oliimiine yol actig1
bulunmustur. Bu hiicre Oliimiiniin modunu aydinlatmak icin apoptoz ve nekroz
analizleri yapilmistir. Analizler, 1 nM dozunda miR-3670 ve miR-8078'in MCF-7 hiicre
sagkalimmi azaltarak apoptozu tetikledigini ve apoptotik hiicreleri sirasiyla %25 ve
%352 oraninda artirdigini ortaya koymustur. Nekrotik hiicrelerin sayis1 kontrol grubuna
gore onemsizdi.

Aynt miRNA'larin 1 nM dozunun HMEI apoptozunu artirmadigr ve kontrol
grubundan belirgin bir sekilde farkli olmadigi bulunmustur. Bu sonuglara gore
calismada kullanilan miRNA'larin apoptotik yolaklar aracilifiyla meme kanseri
hiicrelerinde apoptozu indiikledigini ve saglikli hiicrelere zarar vermedikleri i¢in segici

olarak hedeflenmis tedavilerde potansiyel bir uygulama sunabilecegini gdstermektedir.
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Ote yandan, miRNA-3670 yiiksek sitotoksisite sergilemesine ragmen, apoptotik
indeksi miR-8078'e kiyasla daha diisiiktiir. Bu da miRNA 3670'in kanser hiicrelerini
ortadan kaldirmak i¢in apoptotik yol yerine farkli yollar kullandigini diisiindiirmektedir.
Literatiir incelendiginde, kanser hiicrelerinde apoptoz ile ayni yolu kullanan veya
tamamen bagimsiz yollarla hiicre 6liimiinii tetikleyen baska mekanizmalarin da oldugu
bildirilmistir. Bu mekanizmalar arasinda methuozis, nekroptoz, NETozis, pironekroz,
piroptoz, entoz ve ferroptoz yer almaktadir (Rex vd., 2022). Caligmalar miRNA'larin
O0lim yollarin1 hedefleyebildigini ve bir miRNA'nin bu tiir birden fazla yolu
hedefleyebildigini gdstermistir (Su vd., 2015). Nyhan ve digerlerinin (2016), yaptiklari
calismada, miR-193b'nin 6zofagus kanserinde apoptozu aktive etmedigi, bunun yerine
apoptotik olmayan bir yolla otofaji ve hiicre 6liimiinii indiikledigi gdsterilmistir (Nyhan
vd., 2016). Benzer sekilde, Xu ve digerleri (2022) miR-15a'nin prostat kanserinde
ferroptoz yolu ile hiicre 6liimiinii indiikledigini bildirmistir. Yukarida sunulan literatiir
verileri, bu ¢alismada kullandigimiz miR-3670'in apoptotik ve apoptotik olmayan hiicre
6lim mekanizmalarim1 kullanarak meme kanseri hiicrelerini (MCF-7) o6ldiirebildigini
destekler niteliktedir.

miR-3670'in apoptotik olmayan yollarla kanser hiicrelerini yok etme kapasitesi
cok Onemlidir. Ciinkii literatiir raporlari, cesitli faktorler nedeniyle apoptoza karsi
kanser hiicresi direncinin gelistigini vurgulamakta, dolayisiyla bu direnci yenmek i¢in
inflamasyonu 6nleyen apoptotik olmayan hiicre 6liimiine yonelik yeni tekniklere ihtiyag
duyulmaktadir (Fulda, 2009; Chen vd., 2018; Dong vd., 2023).

Bu acidan bakildiginda, miR-3670'in apoptotik olmayan yollarla kanser
hiicrelerini yok etme yetenegi nedeniyle apoptoza direngli meme kanserlerinde terapotik
bir segenek ve tedavi stratejisi olarak kullanilma potansiyeline sahip oldugu
sOylenebilir. Kansere bagli dliimlerin %90'indan metastazin sorumlu olmasi nedeniyle,
metastaz kanser tedavisinde onemli bir zorluk teskil etmektedir (Labelle ve Hynes,
2012; Ramos-Silva vd., 2017; Roshani vd., 2021). Hiicre go¢ii ve invazyonu, metastaz
gelisiminde iki kritik faktordiir. Hiicre gocii deneyi veya yara iyilesmesi deneyi, hiicre
gbclinli ve metastazi in vitro olarak incelemek ve anti-metastatik molekiilleri kesfetmek
veya dogrulamak icin klasik, basit, uygun maliyetli, tekrarlanabilir ve yaygin olarak

kullanilan bir yontemdir (Yarrow vd., 2004; Gulhati vd., 2011; Freitas vd., 2021).
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MCF-7 meme kanseri hiicrelerinde PD-L1 ekspresyonu {izerinde miR-3670 ve
miR-8078'in aktivitesinin degerlendirilmesinin ardindan, bu miRNA'larin MCF-7 ve
HMEI hiicrelerinin  gog¢ii ve invazyonu iizerindeki inhibisyon aktivitesini
degerlendirmek i¢in bir dizi analiz yapilmistir.

[k analiz olarak biyoinformatik analiz (KEEG ve GO) gerceklestirildi ve her iki
miRNA'nin (miR-3670 ve miR-8078) metastazla ilgili genlerin mRNA'larina yonelik
yuksek bir hedefleme etkinligine sahip oldugu belirlenmistir.

Ikinci bir analiz olarak in vitro ortamda hiicre goc¢ii analizi gerceklestirildi.
Hiicre gogii analizimizin sonuglarina gore, miR-3670 ve miR-8078 MCF-7 hiicrelerinde
hiicre gogiinii giiclii bir sekilde inhibe etmis (sirastyla %81.47 ve %99.9) ve anti-
metastatik etki gostermistir. Bu anti-metastatik etkinin, miR-3670 ve miR-8078'in neden
oldugu MCF-7 meme kanseri hiicre hattindaki metastazla iligkili gen mRNA'larinin
(MMP-1,2,9, CXCR-4, EMT, SNAIL-1, vb.) baskilanmasina atfedilebilecegini
oneriyoruz. Cesitli kanser hiicre hatlarinda farkli miRNA'larin kullanildigi son
arastirmalarda, miRNA'larin metastazla iliskili genlerin mRNA'larin1 hedefleyerek anti-
metastatik aktivite sergiledigi bulunmustur (Asghariazar vd., 2022; Chen vd., 2022;
Guo vd., 2022; Lin vd., 2022; Suyal vd., 2022). Bu literatiir verileri ¢aligmamizi
desteklemektedir.

HMEI!1 hiicrelerinde miR-3670 ve miR-8078 hiicre gdg¢iinii inhibe edemedigi
(swrastyla %22.8 ve %6.2) tespit edilmistir. Bu, test edilen miRNA'larin saglikli dokuya
zarar verme riskinin diisiik oldugunu ve kanser tedavisi i¢in yalnizca MCF-7 hiicrelerini
hedef aldigin1 gostermektedir. Bu nedenle, tedavi sirasinda potansiyel olarak diisiik yan
etkilere sahip olabilirler.

Analizlerimiz sonucunda, MCF-7 meme kanseri hiicrelerinde PD-L1 etkili bir
sekilde inhibe eden miR-3670 ve miR-8078'in InM dozunun MCF-7 hiicrelerinde kayda
deger bir anti-metastatik etki sagladigini belirledik. Bulgularimiz PD-L1'in hiicre
yapismasini diizenleyerek hiicre gociinii tesvik etmede rol oynadigini gostermistir.
Literatiir verileri incelendiginde, PD-L1'in onkojenik bir etkiye sahip oldugunu ve asir1
ekspresyonunun hiicre proliferasyonu, kemorezistans ve metastazda artisa yol agtigini
gostermistir (Sheng vd., 2016; Tsutsumi vd., 2017). Benzer sekilde, kolorektal kanserde
yapilan bir caligmaya gore, PD-L1 dogrudan hiicre gogii ile iligkili oldugunu ve

susturulmasi, hiicre invazyonunu ve g¢ogalmasint engelledigi bildirilmistir (Cao vd.,
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2022). Lee ve digerleri (2017) PD-L1'in baskilanmasiyla akciger kanseri hiicrelerinin
(PC9 ve PCY9/GR) ¢ogalmasinda ve gogiinde Onemli bir inhibisyon oldugunu
gostermistir. Rugamba ve digerleri (2021) PD-L1'in silibinin ile bloke edilmesinin
kiiciik hiicreli olmayan akciger kanseri hiicrelerinin gogilinii engelledigini gostermistir.
Tiim bu literatiir verileri ¢alisma sonuglarimizla, uyumludur ve arastirma verilerimizi
giiclii bir sekilde desteklemektedir.

Metastatik kanser hiicrelerinin saglikli hiicrelerden farkli morfolojik 6zellikleri
tasidig1 bilinmektedir (Lyons vd., 2016). EMT ve MET yolaklar1 metastaz siirecinde
onemli bir rol oynamaktadir. EMT yolaklarinin 6zellikle kanser hiicreleri tarafindan
metastatik Ozellikler kazanmak i¢in kullanildigi belirtilmektedir (Nelson vd., 2008).
EMT nin, epitelyal hiicrelerin artan hareketlilik kazandigi, hiicre iskeletinde
degisikliklere ugradigi ve morfolojik olarak kiibik epitelyal yapidan uzun ig iplik
seklindeki mezenkimal forma dontistiigii bir olgudur (Nelson vd., 2008). EMT'nin, PD-
L1 ile birlikte kanser metastazinda 6nemli bir rol oynadigi diisiiniilmektedir. EMT'nin
PD-L1 aracili immiinosupresyonu miimkiin kilabilecegi iyi bilinmekle birlikte, bunlarin
karsilikli etkilesiminin kesin molekiiler mekanizmalar1 biiylik dl¢lide bilinmemektedir
(Burger vd., 2022).

Meme kanseri hiicrelerinde (MCF-7) ifade edilen PD-L1'1 etkili bir sekilde
inhibe eden miR-3670, miR-8078in hiicre morfolojisi ve EMT/MET yolag ile iligkisini
aragtirma amaciyla yaptigimiz biyoinformatik analizle (KEGG ve GO) her iki
miRNA'nin da (miR-3670, miR-8078) metastaza katkida bulunan EMT sinyal yolagi ile
yakin bir iliskiye sahip oldugunu gosteren belirledik. Ayrica, miRNA'lar aktin
filamentleri ve mikrotiibiil filamentleri de dahil olmak iizere hiicre iskeleti bilesenlerinin
yani sira lamellipodia, psddopodyum, silyum ve filopodyum gibi hiicre hareketliliginde
rol oynayan yapilarla 6nemli bir iliski sergilemistir. Ayrica, bu molekiillerin metastatik
hiicre morfolojisinde rol oynayan fokal adezyon molekiilleri ve hiicre baglantilar1 gibi
baglarla korelasyonu oldugu tespit edilmistir. Bu testin ardindan, olas1 anti-metastatik
aktivitesini incelemek ve EMT siireciyle ilgili olas1 hiicresel morfolojik degisikliklerini
degerlendirmek i¢in in vitro morfoloji analizi yapilmistir.

Analiz sonucunda, kullanilan miRNA'larin MCF-7 hiicrelerini mezenkimal
hiicrelerin karakteristik uzun, ig seklindeki morfolojisinden epitelyal hiicrelere benzer

sekilde daha yuvarlak, kiiboidal bir morfolojiye doniistiirdiigii gézlemlenmistir. Ayrica,
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miRNA uygulamasinin ardindan MCF-7 hiicrelerinde lamellipodia varliginda belirgin
bir azalma, MET doniisiimiinii indiikledigi tespit edilmistir. Bu sonu¢ da ilgili
miRNA'larin  (InM dozu) anti-metastatik 6zelliklerini  gostermektedir. MCF-7
hiicrelerinin aksine, ¢alismada incelenen miRNA'lara maruz kalan HME]1 hiicrelerinde
herhangi bir morfolojik degisiklik gozlenmemistir. Literatiirde, bulgularimizi
destekleyen farkli miRNA'lar (miR-200 ailesi, miR-203 ve miR-205) kullanilarak EMT
donilistimiiniin ~ baskilanmasiyla  kanser hiicrelerinde epitelyal farklilasmanin
korundugunu ve metastazin Onlenebildigini gosteren ¢ok sayida yayin bulunmaktadir
(Brabletz ve Brabletz, 2010; Dykxhoorn, 2010; Greene ve Pisano, 2010; Xia vd., 2012;
Feng vd., 2022). Yumurtalik serdz adenokarsinom hiicre hatlar1 (HEY A8 ve SKOV-3)
lizerinde yapilan bir arastirmada Chen ve digerleri (2011) ile Jabbari ve digerleri (2014)
miR-429’un yumurtalik kanser hiicrelerini, morfolojik mezenkimal hiicre 6zelligi olan
uzun ig iplik seklinden epitelyal hiicre 6zelligi olan kiiboidal sekle doniistiirdiigiinii
bildirmistir. Benzer sekilde, cesitli miRNA'lar araciligiyla kanser hiicrelerinin
lamellipodia ve hiicre iskeletinin hedeflenmesi ve azaltilmasiyla metastazin
engellendigini gdsteren ¢alismalar bulunmaktadir (Nair vd., 2012; Bockhorn vd., 2013;
Tanaka vd., 2017). Bu sonuclar bulgularimizi giiglii bir sekilde desteklemektedir.
Analizlerimiz sonucunda ayrica PD-L1 inhibisyonunun EMT olusumunu engelledigini
sOyleyebiliriz. Burger ve digerleri (2022) tarafindan yapilan bir matematiksel
modelleme ¢aligmasinda da PD-L1 ifadesinin inhibisyonu EMT olusumunu potansiyel
olarak engelleyebilecegi bildirmislerdir. Ayrica, Muralidharan ve digerleri (2022)
tarafindan yapilan biyoinformatik ¢alismada PD-L1 ile EMT programi arasinda giiclii
bir pozitif korelasyon oldugunu ortaya koymuslardir (Muralidharan vd., 2022).
Yukarida sunulan literatiir verileri ¢alismamizin verilerini desteklemektedir.

miR-3670 ve miR-8078'in MCF-7 hiicreleri iizerindeki potansiyel anti-
metastatik etkisini aragtirmak ic¢in, metastaz ve hiicresel hareketlilikle baglantili bir
faktor olan ¢oziiniir e-kaderin analizi yapildi. Bulgularimiz, miR-3670 ve miR-8078’in
1 nM dozunun MCF-7 hiicrelerinde serbest e-kaderin antijen seviyelerini 6nemli 6l¢iide
(p<0.05 ) azalttigin1 gostermektedir.

E-kaderin membrana bagl bir adezyon glikoproteinidir. Metastazda e-kaderin ile
ilgili genel kani, e-kaderin eksikliginin kanser hiicrelerinde invazyon ve metastazi

kolaylastirdig1 yoniindedir (Maguire vd., 1997). Buna karsin, farkli kanser tiirlerinde
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yapilan bir dizi ¢alisma, yiiksek e-kaderin seviyelerine sahip kanser hiicrelerinin tam
EMT gecirmeden go¢ ve metastaz yapabildigini ortaya koymustur (Bukholm vd., 2000;
Lou vd., 2008; Yang ve Weinberg, 2008; Querzoli vd., 2010; Hollestelle vd., 2013;
Shamir vd., 2014). Ozellikle yumurtalik kanseri, glioblastoma ve prostat kanseri gibi
farkli invaziv ve metastatik kanserli hastalarda yiiksek diizeyde e-kaderin ekspresyonu
bulunmustur. Sonug¢ olarak, e-kaderinin tiimor ilerlemesini engellemek yerine belirli
kanser tiirlerinde metastazi tesvik ettigi gosterilmistir (Reddy vd., 2005; Lewis-Tuffin
vd., 2010; Putzke vd., 2011; David ve Rajasekaran, 2012). Park ve digerleri (2017)
mide kanseri hiicre hatt1 (AGS) iizerinde yaptiklar1 arastirmada, kanser hiicre
proliferasyonunun tesvik edilmesinin e-kaderin ekspresyonu ile indiiklendigini
gostermistir (Park vd., 2017). Alsaleem ve digerleri (2019), e-kaderin kaybinin invaziv
duktal karsinomda metastaz1 tesvik etmedigini bildirmislerdir. E-kaderin kaybinin
biiylik olasilikla karsinogenez sirasinda ortaya ¢ikan genomik instabilitenin bir sonucu
oldugunu one sitirmiislerdir. Caligmalar, e-kaderinin toplu hiicre gogii davraniglarini
tesvik ederek meme tiimor hiicrelerinin metastazin1 kolaylastirdigini  gdstermistir.
Ayrica, bu tiimor hiicreleri kanda yapisik kiimeler (kolektif) halinde dolastiklarinda, tek
tek tiimor hiicrelerine kiyasla daha yliksek metastatik yetenekler sergilerler (Cheung vd.,
2013; Cheung vd., 2016). Cesitli ¢alismalar e-kaderinin hiicre sagkalimini tesvik ederek
metastazi kolaylastirdigini bildirmistir (Shamir vd., 2014; Cai vd., 2014; Padmanaban
vd., 2019; Na vd., 2020). Kanser metastaz siirecinin dort temel asamasinda (yapisma,
ayrilma, go¢ ve invazyon), hiicre yiizeyindeki e-kaderin aktivitesinin metastazi farkl
sekilde diizenledigi 6ne siiriilmiistiir (Na vd., 2020). Venhuizen ve digerleri (2020)
¢Oziinlir e-kaderin iizerine bir ¢alisma ylriitmiis ve tiimorii tesvik edici etkilerini rapor
etmistir. Calismada, ¢oziiniir e-kaderinin cesitli kanser tilirlerinde yiiksek bir
ekspresyona sahip oldugu bulunmustur (Venhuizen vd., 2020). Ayrica Venhuizen ve
digerleri (2020), e-kaderinin kanser metastazi ile ilgili karsit islevlerinin hiicrelerde
bulundugu forma bagli oldugunu bildirmistir. Hiicre zarinda bulunan ¢6ziinmez e-
kaderin formu (E-cad) hiicre metastazin1 inhibe ederken, membrana bagli formun
proteolitik boliinmesiyle iiretilen ¢éziliniir hiicre dis1 sE-kaderin formu, ¢esitli onkojenik
fonksiyonel 6zellikler yoluyla metastaz1 tesvik eder (Venhuizen vd., 2020). Yapilan
caligmalarda sE-kaderinin, insan meme tiimor hiicrelerinin adeziv fonksiyonlarini inhibe

ederek ylizey baglantilarini bozabildigi gosterilmistir (Wheelock vd., 1987; Noé vd.,
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2001; Symowicz vd., 2007). Sunulan literatiir bilgileri de, ¢alisma bulgularimiz olan
miR-3670 ve miR-8078'in meme kanseri (MCF-7) hiicreleri tarafindan serbest e-kaderin
salgilanmasin1  azaltmalar1  yoluyla anti-metastatik  aktivitelerinin ~ oldugunu
desteklemektedir.

Yukarida sundugumuz literatiir verilerine dayanarak metastazin intravazasyon
(yapisma, ayrilma) sathasinda bagli e-kaderin artig1 metastazi onlerken ekstravazasyon
(goc ve istila) asamasinda ¢Oziiniir e-kaderin azalis1 metastazi baskiladigini s6ylemek
miimkiindiir. Ozellikle ekstravazasyon (gd¢ ve istila) asamasinda uyguladigimiz
miRNA’lar ile hiicrelerdeki ¢oziiniir e-kaderin azalis1 kanda dolagan tiimor hiicrelerinin
uzak dokulara ulastiginda dokuya tutunamamasina boylece hiicrede proliferasyon ve
cogalma sinyalleri olugsmamasina, morfogenetik hareketlerin inhibisyonuna yoluyla
metastatik kolonizasyonunu engelleyebilecegini kanisindayiz.

Arastirmamizda, PD-L1 ekspresyonunu inhibe eden miR-3670 ve miR-8078’in
(1 nM) MCF-7 hiicrelerinde serbest e-kaderin seviyesini asagi dogru diizenlemesi bu iki
faktor arasinda bir korelasyon oldugunu gostermistir. Suda ve digerleri da (2017)
yaptiklar1 caligmada akciger kanserinde shRNA ile tedaviden sonra e-kaderin ve PD-L1
ifadesi arasinda bir korelasyon bulmus ve her ikisinde de bir diisiis gézlemlemistir. Bu
veri, ¢alismamizin sonuglari i¢in saglam bir destek saglamaktadir.

miR-3670 ve miR-8078'in, 1 nM dozunda, HME]1 hiicrelerinde serbest e-kaderin
antijen seviyesini azalttigi gozlemlenmistir. Bu sonug, her iki miRNA'nin da mikro
cevredeki serbest e-kaderin antijeni miktarin1 baskilayarak yani, kanserli hiicrelerini
cevreleyen saglikli doku hiicrelerinde (HMET1) serbest e-kaderin ifadesini ve salinimini
sinirlayarak timor hiicresi metastazinin  dolayli olarak engellenmesine katkida
bulundugunu gdstermektedir. Tiimorlerde onemli bir anjiyojenik faktoér olan VEGEF,
meme karsinogenezinde (tiimdr gelisimi, ilerlemesi ve metastaz) kritik bir rol
oynamaktadir (Liu vd., 2011).

Bu calismada, miR-3670 ve miR-8078'in anjiyogenez ve metastaz inhibisyonu
ile ilgili potansiyel hedeflerini belirlemek i¢in yapilan biyoinformatik arastirmada
(KEEG ve GO) ilgili miRNA’larin VEGF-A ve VEGF-A ekspresyonu ile iligkili ¢oklu
onkojenik yolaklar1 (p38/MAPK, RAS/RAF/MEK/ERK ve PI3K/AKT), hipoksiyle
indiiklenebilir faktor-1 (HIF-1) hedef alma potansiyeline sahip oldugunu ortaya

koymustur. Bu sonucu in vitro olarak dogrulamak i¢cin MCF-7 ve HMEI1 hiicre
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hatlarinda yapilan analiz sonucunda, miR-3670 ve miR-8078'in (1 nM) MCF-7 ve
HMEI! hiicrelerinde serbest VEGF-A seviyelerinde diisiise neden oldugunu tespit
edilmistir.

Biyoinformatik ve VEGF-A analizlerinin sonuglari birlikte degerlendirildiginde,
miR-3670 ve miR-8078'in HIF-1a'y1 hedef alarak meme kanseri hiicrelerinde serbest
VEGF-A seviyesini diigiirdiigii sonucuna varilmistir. Literatiirdeki ¢ok sayida ¢alisma,
hedef olarak HIF-la'ya Ozellikle vurgu yaparak, cesitli miRNA'larin kullanilmasiyla
serbest VEGF-A seviyelerinin azaltildigini gostermektedir (Zou vd., 2012; Krutilina
vd., 2014; Ma vd., 2017; Sancho-Garnier ve Colonna, 2019; Tang vd., 2021; Laitinen
vd., 2022). Calismalar VEGF-A'nin p38/MAPK, RAS/RAF/MEK/ERK ve PI3K/AKT
yolaklarini aktive ederek proliferasyon ve metastazi indiikledigini gostermistir (Liu vd.,
2022).

Literatiir ve calisma bulgularimiz gézden gegirildiginde, miR-3670 ve miR-
8078'in VEGF-A seviyelerini azaltarak ve VEGF-A tarafindan aktive edilen cesitli
onkojenik yolaklar1 engelleyerek cok cesitli anti-proliferatif ve anti-metastatik etkilere
sahip oldugu sonucuna varilabilir. Benzer sonuclar Ellis ve Hicklin (2008) ve Barba ve
digerleri (2021) tarafindan da bildirilmistir (Ellis ve Hicklin, 2008; Barba ve digerleri,
2021). VEGF sinyal yolaginin timdér bagisikliginin baskilanmasi {izerinde 6énemli bir
etkisi oldugu bilinmektedir (Kim ve Chen, 2016; Geindreau vd., 2021). Arastirmamiz,
InM dozunda miR-3670 ve miR-8078 kullaniminin kanser immiinoterapisi i¢in giiglii
bir monoterapotik potansiyele sahip oldugunu gdstermistir. Bunun nedeni, hem ¢oziiniir
PD-L1 hem de ¢oziiniir VEGF-A seviyelerini diisiirme kabiliyetidir. Mevcut kanitlar,
anti-PD-L1 tedavilerinin VEGF-A yolagi inhibisyonu yoluyla daha etkili hale
getirilebilecegini gostermektedir (Reck vd., 2019; Finn vd., 2020; Zhao vd., 2021;
Ishikura vd., 2022). Tada ve digerleri, in vitro ¢alismalarinda VEGF'nin inhibisyonunun
bagisiklik tepkilerini artirdigini bulmuslardir (Tada vd., 2018). Calisma bulgularimiz ve
destekleyici literatiir verileri bu sonucu pekistirmektedir.

Tubulointerstisyel nefrit antijen benzeri-1 (TINAGL-1) bir hiicre dist matris
(ECM) proteini olarak kabul edilmistir. TINAGL-1, hiicre adezyonuna katilimi
nedeniyle hiicre proliferasyonu, gogii ve farklilagsmasinin modiilasyonunda temel bir
oyuncudur (Sun vd., 2019). TINAGL-1 hem yapisal matris proteinleri hem de hiicre

ylizeyi reseptorleri ile etkilesime girerek integrin aracili hiicre yapismasini tesvik eder
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(Li vd., 2007; Igarashi vd., 2009). TINAGL-1'in fizyolojik rolleri ve ifadesinin
diizenlenmesi yeterince aydinlatilamamstir (Igarashi vd., 2009). Ayrica, TINAGL-1'in
tiimor mikro ¢evresindeki islevi bliyiik Ol¢lide bilinmemektedir (Musetti ve Huang,
2021).

Bu tez calismasi kapsaminda, TINAGL-1 elisa analizini kullanarak miR-3670 ve
miR-8078'in (InM) meme kanseri hiicre hatlarinda serbest TINAGL-1 {izerindeki
etkinligi arastirllmistir. Sonug olarak, ilgili miRNA’larin MCF-7 ve HMEI hiicre
hatlarinda serbest TINAGL-1 antijen seviyesini azalttig1 belirlenmistir.

Calismamizda, MCF-7 hiicrelerinde yiiksek diizeyde TINAGL-1 {iretildigi tespit
edilmigstir. Literatiir incelendiginde, cok sayida c¢aligmada TINAGL-1'in metastatik
kanserlerde siklikla asir1 eksprese edildigini, VEGF ve matris metalopeptidazlarin
ekspresyonunu artirarak kanser hiicrelerinin ¢ogalmasini ve metastazi tesvik ettigini
bildirmistir (Brown vd., 2010; Sun vd., 2019; Shan vd., 2021; Sato vd., 2022). Zhou ve
digerleri (2023), akciger kanserli hastalarin kan dolasiminda TINAGL-1'in azalmasi ile
sagkalim siireleri arasinda bir korelasyon bulmustur (Zhou vd., 2023) ve bu literatiir
verileri ¢alisma bulgularimizi desteklemektedir. Fakat literatiire bakildiginda TINAGL-
I'in kanserde ¢ok yonlii bir rol oynadigi ve bazi calismalarda yiiksek TINAGL-1
ekspresyonunun hem {i¢lii negatif meme kanseri hem de belirli meme kanseri hiicre
tiplerinin metastazin1 ve bilylimesini azalttigin1 6ne siirmektedir (Durai vd., 2006;
Igarashi vd., 2009; Kang, 2014; Shen vd., 2019; Yang vd., 2020; Musetti ve Huang,
2021; Kato vd., 2022). Literatiirde bulunan bu ¢eliskili sonuglar ve tutarsizliklar, kanser
tirlerindeki farkliliklardan, kanser hiicresi alt tiirlerindeki farkliliklardan kaynaklaniyor
olabilir. Ayrica TINAGL-1 seviyeleri ile tiimoér mikro ¢evresi, PD-L1 ve diger immiin
kontrol noktalar1 arasinda dogrudan veya dolayli bir korelasyon olup olmadigi
belirsizligini korumaktadir. Calismamizin bulgulari, PD-L1 ekspresyonunu inhibe eden
miR-3670 ve miR-8078'in (1InM) MCF-7 hiicrelerindeki TINAGL-1 seviyelerinde bir
azalmaya yol agtigin1 gostermektedir. Bu sonuca dayanarak PD-L1 ve TINAGL-1
arasinda bir korelasyon oldugu kanisini tasimaktayiz. Sonu¢ olarak TINAGL-1'in
kanserdeki roliiniin daha kapsamli bir sekilde arastirllmasi ve tam olarak
tanimlanmasinin acilen gerekli oldugunu literatiir verileri ortaya koymaktadir.

Koloni olusumu analizi, tek bir kanser hiicresinin tiimoér olusturma kapasite

Olcen bir testidir (Franken vd., 2006; Brix vd., 2021). Koloni analizi, hiicrenin "sinirsiz"
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boliinme yetenegini dlcer. Bu test, farkli terapotik ajanlarin ve klinik uygulamalarin
ankraja bagl biiyiime, ¢ogalma, sitotoksisite veya genotoksisite iizerindeki etkilerini
Olcmek icin kanser ¢alismalarinda siklikla kullanilmaktadir (Ayoub vd., 2021; Brix vd.,
2021).

Calisma kapsaminda miR-3670 ve miR-8078'in meme kanseri hiicrelerinin
ankraj bagimli biiyiimesi tizerindeki etkisini degerlendirmek icin koloni analizi
gergeklestirilmistir. Analiz, MCF-7 hiicrelerinin miR-3670 ve miR-8078 (1 nM) mimik
miRNA'lara maruz kaldiklarinda 6nemli o6l¢lide daha az sayida koloni {irettigini
(swrastyla %17.7 ve %78.2) belirlenmistir. Lee ve digerleri (2019), miR-3670 ve miR-
8078 ile transfekte edilen akciger kanseri hiicrelerinde (NCI-H460) bu miRNA'larin
koloni olusturma kabiliyetini arastirmis ve her iki miRNA’nin da koloni olusumunu
yiiksek oranda baskiladigini ortaya koymustur. Bu bulgular kendi c¢alisma
sonug¢larimizla uyumludur.

Literatiirdeki ¢ok sayida calisma, c¢esitli miRNA'larin hiicre biiyiimesi ve
boliinmesi ile 1ilgili sinyal yollarim1 hedef alarak meme kanseri hiicrelerinde
kolonizasyonu engelledigini gostermektedir (lorio vd., 2009; Li vd., 2014; Luo vd.,
2014; Chen vd., 2023; Mani vd., 2023; Yao vd., 2023). Bu ¢alismanin biyoinformatik
analizleri, miR-3670 ve miR-8078'in hiicre biiyiimesi ve boliinmesiyle ilgili spesifik
genleri ve sinyal yolaklarimi hedefledigini ortaya koymaktadir. Literatiir ve koloni
olusum analizi g6z Onilinde bulunduruldugunda, miR-3670 ve miR-8078'in hiicre
biiylimesi ve boliinmesi i¢in 6nemli genleri ve sinyal yolaklarini hedef alarak MCF-7
hiicrelerinin ¢ogalmasini uzun bir siire boyunca etkili bir sekilde engelledigi sonucuna
varilabilir.

Meme kanseri yiiksek proliferasyon orani ile karakterize edilir. Kanitlar, PD-
L1'in ifade diizeyi ile meme kanseri hiicrelerindeki hiicre ¢ogalmasi arasinda yakin bir
iliski oldugunu gostermektedir (Ghebeh vd., 2007). Bu tez kapsaminda, MCF-7 hiicre
hattinda PD-L1'in miR-3670 ve miR-8078 ile baskilanmasmin koloni olusumunu
engelledigi tespit edilmistir. Bu inhibisyonun PD-L1 iiretimindeki kilit sinyal
yolaklarin1 (Akt, Erk, Ras/MAPK) inhibe ederek hem hiicre proliferasyonunu hem de
kolonizasyonunu engellemis olacagi kanisindayiz.

Mevcut literatiir incelendiginde, Alkaabi ve digerleri (2023) bir meme kanseri

hiicre hattinda (MDA-MB-231) PD-L1'in inhibe edilmesinin kolonizasyon kabiliyetinde
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azalmaya yol actigin1 bulmustur. Bu, siRNA veya CRISPR/Cas9 kullanilarak PD-L1'in
susturulmasi iizerine TNBC MDA-MB-231 hiicre hattinda hiicre biiylimesi ve koloni
olusumunda bir azalma gozlemleyen Chen ve digerleri (2021) tarafindan elde edilen
benzer sonuclarla iligkilidir (Chen vd., 2021). Ayrica, bir¢ok c¢alisma PD-LI
inhibisyonunun g¢esitli kanser hiicre hatlarinda kolonizasyonu azalttigin1 bildirmistir
(Clark vd., 2016; Chen vd., 2017; Yu vd., 2020; Lotfinejad vd., 2021; Geum vd., 2022;
Padmanabhan vd., 2022; Ma vd., 2022).

Sferoidler, diiz bir yiizeye yapismay1 engelleyen bir ortamda hiicrelerin bir araya
gelmesiyle olusan kiimeler olarak tanimlanmaktadir (Kitel vd., 2013; Sant ve Johnston,
2017). Giiniimiizde, 3D tiimor sferoidleri ilag etkinligini degerlendirmek ve yeni
antitimor bilesikleri gelistirmek icin yaygin olarak kullanilmaktadir (Nath ve Devi,
2016; Yeonhwa and Seo, 2016; Zanoni vd., 2019; Pinto vd., 2020). Benzer sekilde,
sferoidler invazyon, metastaz ile ilgili mekanizmalar1 incelemek ve metastazi
hedefleyen terapdtik ajanlarin etkinligini preklinik olarak degerlendirmek igin segilir.
Sonu¢ olarak, immiino-onkolojik arastirmalarda tlimoérlerin yapisini ve hiicresel
konfigiirasyonunu taklit eden 3D modellerin kullanilmasi esastir (Boucherit vd., 2020).

Bu tezde immiin kontrol noktas1 inhibitorleri olarak kullanmay1 amagladigimiz
miR-3670 ve miR-8078'in MCF-7 hiicre hattinda 3D sferoid olusumunu %90 oraninda
engelledigini tespit ettik. Biyoinformatik analizlerimiz bizi her iki miRNA'nin da hiicre
dongiisii, hiicre boliinmesi, biiylime, gelisme ve yiizeylerde bulunan baglanma unsurlar
(0rnegin e-kaderin, aktin filamentleri ve bosluk baglantilar1) ile ilgili yolaklar
etkilemeyi amagladig1r bulgusuna gotiirdii. Bu sonuglarla 3D sferoid analizi birlikte
degerlendirildiginde, miR-3670 ve miR-8078'in hiicre boliinmesi, biiylime ve gelisimin
yani sira ylizey baglantilarinin sinyal yollarini inhibe ettigini ve bdylece meme kanseri
hiicrelerinde 3D sferoid olusumunu engelledigini sdylemek miimkiindiir. Mevcut
literatiir incelendiginde, Han ve digerlerinin (2020) miR-34a'nin meme kanseri hiicre
hatlarina transfekte edildikten sonra hiicre dongiisiine bagli E2F1 ve E2F3 sinyal
yolaklarin1 inhibe ederek 3D sferoid olusumunu engelleyebilecegini kesfettigi
gorililmiistiir. Buna paralel olarak, Cagle ve digerleri (2019) miR-214'"lin prostat kanseri
hiicrelerine transfeksiyonunun, hiicre gocii ve metastazinda rol oynayan protein tirozin
kinaz 6'y1 (PTK6) hedefleyerek 3D sferoid gelisimini oOnleyebilecegini bulmustur.
Benzer sonuglar rapor edilmistir (Chaudhary vd., 2017; Liao vd., 2017; Xu vd., 2019;
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Egea vd., 2021). Bulgularimizi immiinoloji gerg¢evesinde degerlendirdigimizde miR-
3670 ve miR-8078’in PD-L1/PD-1 sinyal yolunu diizenleyerek, sitotoksik CD8 T
hiicrelerinin tiimdr mikro ortamina kolayca sizmasimi tesvik edecegini bu sekilde de
umut vadeden yeni bir immonoterapdtik ajan olacagini séylemek miimkiindiir. Actrcio
ve digerleri (2022), insan kat1 tiimdrlerinde yaptiklar: ¢alismada PD-L1 inhibisyonu ile
T lenfositlerin ii¢ boyutlu kat1 timor modellerine sizdigini ve sitotoksik T lenfositlerin
in vivo olarak tiimor mikro ortamina alinmasini saglayarak sferoidin kii¢lildiigiinti
bildirmislerdir (Acurcio vd., 2022). Bu literatiir bilgisi sdylemimizi desteklemektedir.
HMEI] hiicre hattinin hem kontrol hem de miRNA (miR-3670 ve miR-8078) uygulanan
gruplarinda 3D sferoid yapi gozlenmemistir. Onceki ¢alismalar doku mikrogevresinin
saglikli homeostatik kosullarda tiimoérlere karst baskilayici oldugunu bildirdiginden, bu
beklenen bir neticedir. Sonug¢ olarak, gelisen metastatik tiimorlerin  doku
mikrocevresinin saglikli dokulara kiyasla onemli Olclide degistigi ve bdylece 3D
sferoidlerin olusumunu destekledigi sonucuna varilabilir (Bhowmick ve Moses, 2005;
Egeblad vd., 2010; Bissell ve Hines., 2011; Lu vd., 2012; Bloch ve Harel, 2016; Martin
vd., 2016).

Kanser sferoidlerinin, hiicre morfogenezi nedeniyle boyut ve sekillerinde 6nemli
degisiklikler sergiledigi ve bunun sonucunda anti-kanser ilaglarina kars1 direncgle
sonuglandig1 iyi bilinen bir gergektir (Lovitt vd., 2014). Bununla birlikte, sferoidlerin
boyut ve seklinin ilag direncini nasil etkiledigi hala belirsizdir. Ayrica, sferoid seklinin
EMT ve metastaz lizerindeki etkisine iliskin mevcut veriler net degildir (Gunay vd.,
2020).

3D sferoid analizi ¢aligmamizda, miR-3670 ve miR-8078 uygulanan MCF-7
hiicrelerinde tipik elipsoid sekilli 3D sferoidlerin disinda amorf sferoidlerin gelistigini
tespit ettik. Bu amorf sferoidlerin %13'd miR-3670 uygulanan grupta, %22'si ise miR-
8078 uygulanan grupta olugmustur. Biyoinformatik analizimizin ardindan, her iki
miRNA'nin da hiicre yapisi ve iskelet sistemlerinin yani1 sira hiicre morfogenezi ve yapi
molekiilleriyle ilgili yolaklar1 hedef aldigmmi belirledik. Bu sonuglar birlikte
degerlendirildiginde, miR-3670 ve miR-8078'in bu yolaklar1 inhibe ederek amorf 3D
sferoid olusumuna katkida bulundugu sonucuna varilmistir. Sefidgar ve digerleri
(2014), timor sekli ve boyutunun tiimore ilag penetrasyonunu Onemli Olgiide

etkiledigini bildirmistir. Spesifik olarak, ig seklindeki prolate elipsoid tiimdrler, diger
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timor sekillerine kiyasla tiimoér merkezine daha fazla miktarda kemoterapétik ilag
tagimaktadir (Sefidgar vd., 2014). Thakuri ve digerleri (2019) da benzer bulgular
bildiren bir c¢alisma yiritmiistiir (Thakuri vd., 2019). Choi ve digerleri (2016)
yumurtalik kanserini arastirmis ve siRNA yoluyla e-kaderin ifadesinin gegici olarak
susturulmasinin metastazi engelledigini ve tiimor yapilarini bozdugunu bulmustur (Choi
vd., 2016).

Elipsoidal sekilli 3D sferoidler hiicresel katmanlardan olusur. Bu katmanh
yapinin bir sonucu olarak, sferoidin dis kismi besin ve oksijenin merkeze dogru
tasinmasit i¢in sinirlt difiizyon sunar. Warburg etkisinin varligi hipoksik bir ¢evre
olusturarak HIF-1a'y1 uyarir ve tiimor mikrogevresinde anjiyogenezi baslatir. Bu siireg
metastaz icin ¢ok 6nemlidir (Longati vd., 2013; Zhang vd., 2018; Protopsaltis vd., 2019;
Aung vd., 2020; Kashyap vd., 2020). Bu literatiir bilgisi g6z Oniinde
bulunduruldugunda, c¢esitli teknikler kullanilarak sferoidlerin seklinin degistirilmesinin
bir tedavi stratejisi olarak hizmet edebilecegi one siiriilebilir. Bu ¢alismada oldugu gibi,
miR-3670 ve miR-8078'in 3D sferoidlerin normal sferoid seklini kaybetmesine neden
olmasi, tiimor mikrogevresini manipiile ederek (hipoksik ortami ve HIF-la'y1 inhibe
ederek) kanser tedavisine katkida bulunabileceklerini gostermektedir.

3D sferoid analizi ¢alismamizda, olusan sferoidlerin boyutunu degerlendirdik.
Yapilan analiz sonucunda MCF-7 hiicrelerine miR-3670 ve miR-8078 transfeksiyonu
yapildiginda, olusan 3D sferoidlerin boyutunun 100 pum'nin altinda kaldig1 belirlendi.
Arastirmamizda, kontrol grubunda 6dnemli miktarda sferoid olusmasina ragmen, mikro
cevresel dengenin bozulmasina ragmen (besin ve oksijen eksikligi, artik tirtinlerin
birikmesi nedeniyle) gelisen sferoidlerin ¢ogunun 1srarla genisledigi ve capinin 100
um'yi astig1 kaydedilmistir.

miR-3670 ve miR-8078 uygulanan gruplarda biiylime i¢in elverisli bir tiimor
mikro ortamina ragmen, sferoidlerin sayisinin ve c¢aplarinin azaldigi ve ¢cogunun 100
pum altinda oldugu gézlenmistir. Bu durum, miRNA'larin uygun bir ortamda bile sinyal
yollar1 araciligiyla 3D sferoidlerin ¢ogalmasini ve farklilagmasimi belirgin sekilde
engelledigini gostermektedir. Bu argiimani biyoinformatik analiz ¢alismalarimizda da
tespit ettik ve her iki miRNA'min da hiicre biiylimesi ve bdliinmesi sinyal yollarini

kapsamli bir sekilde hedefledigini bulduk.
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Literatiir verileri bu c¢er¢evede incelendiginde Rezaei ve digerleri (2021),
miRNA-124"in kolorektal kanser hiicreleri lizerinde kullanilmasinin timér boyutunda
onemli bir azalmaya neden oldugunu bulmuslardir (Rezaei ve ark, 2021). Ji ve digerleri
(2016), miR-133a'nin hiicre biiylime ve boliinme yolaklarint dogrudan diizenledigini,
hiicre proliferasyonunu baskiladigini ve meme kanserinde timér boyutunu azalttigini
bildirmistir (Ji vd., 2016). Song ve digerleri (2015), miR-107'nin renal hiicreli
karsinomda tiimor baskilayici bir gen olarak islev gordiigiinii, hiicresel proliferasyonu
ve metastazi engelledigini ve timor boyutunu azalttigini géstermistir. Chen ve digerleri
(2010), gastrointestinal kanser {lizerine yaptiklar1 arastirmada, miR-148a ve miR-152
ekspresyonu azalmis hastalarda daha biiyiik tiimorler gortildiigiinii kesfetmistir.

Yazarlar buna dayanarak, miR-148a ve miR-152'nin mide kanserinde tiimor
baskilayici1 olarak islev gorebilecegini 6ne siirmiis ve proliferasyon ve invazyonu
engelleyerek kanser ilerlemesini kisitlamadaki rollerini tanimlamiglardir. Shinde ve
digerleri (2023) miR-155 uygulanan meme kanseri tiimor boyutunda bir azalma
oldugunu gostermistir (Shinde vd., 2023). Calismamizin sonuclari, yukarida 6zetlenen
literatlir  verileriyle biliylikk Olgiide desteklenmektedir. Anjiyogenez, kanserin
ilerlemesinde ¢ok onemli bir faktordiir. VEGF, tiimor gelisimi sirasinda gergeklesen
temel bir bilesen olan anjiyogenezin en etkili aracidir (Cayé-Thomasen vd., 2005). Bu
calismada, 3D Kkiiltiirde olusturulan sferoidlerin boyutu ile anjiyogenez arasindaki
korelasyonu inceledi. Analizlerimiz, kontrol grubunun 2 mm'lik anjiyojenik sinir1 agan
onemli sayida 3D sferoide sahip oldugunu, miR-3670 ve miR-8078 uygulanan MCF-7
hiicreleri tarafindan olusturulan ve nispeten az sayida 3D sferoidin esigi astigini ortaya
koydu. Bu sonu¢ sferoid boyut analiz sonucu ile birlikte ele alindiginda, sferoid
capindaki artis ile anjiyogenez siirin1 asan sferoid sayisi arasinda dogrudan bir iligki
oldugu tespit edilmistir. Bulgularimiz literatiirdeki ¢ok sayida mevcut caligmayla
tutarlidir (L1 vd., 2017; Rodriguez-Hernandez vd., 2020; Cheng vd., 2021).

Tiimo6r boyutunun c¢ap kullanilarak o6l¢iilmesi radyolojide yaygin olarak
kullanilan ve pratik bir yontemdir. Bununla birlikte, bu yontemin elipsoid hacme
uymayan diizensiz tiimorleri tespit etmede onemli bir dezavantaji vardir. Timor hacmi
prognozla giiclii bir sekilde iligkilidir (Mezei vd., 2021). Bu nedenle, tiimorlerin ii¢

boyutlu (3D) hacim o6l¢iimii, onkolojide 6nemli bir klinik potansiyele sahip olmasi
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acisindan hayati 6nem tagimaktadir (Lee vd., 2010). Tiimdr hacminin o6l¢iilmesi,
tedavinin basarisini1 degerlendirmek i¢in de etkili olabilir (Singh vd., 2008).
Arastirmamiz sirasinda, miR-3670 ve miR-8078'in meme kanseri hiicreleri
tarafindan olusturulan 3D sferoidlerin hacimsel dagilimini nasil etkiledigine dair bir
degerlendirme yaptik. Analizimiz, her iki miRNA'nin da meme kanseri (MCF-7)
hiicreleri tarafindan olusturulan 3D sferoidlerin hacimini 1 mm?1in altina sinirladigin
gosterdi. Bu bulgular, her iki miRNA'nin da 3D sferoidlerin biiylimesini ve olusumunu
diizenleyen sinyal yollarin1 engelleme ve sonugta boyutlarin1 azaltma yetenegine sahip
oldugunu gostermektedir. Biyoinformatik analizlerimizde bu ifadenin dogru oldugunu
gordiik ve her iki miRNA'nin da hiicresel biiylime ve boliinmeyi hedefleyen sinyal
yollarmi kullandigimi tespit ettik. Lang ve digerleri (2022), meme kanseri iizerine
yaptiklar arastirmada, miR-4731-5p uygulamasinin tiimoér hiicrelerinin ilerlemesine ve
boliinmesine neden olan PAICS giidiimlii FAK yolagini engelleyerek tiimdr hacmini
azalttigini bildirmislerdir (Lang vd., 2022). Benzer sekilde, Shi ve digerleri (2011) miR-
301 uygulamasinin meme kanseri tiimorlerinin biiyiimesini engelledigini ve hacimde
azalmaya yol actigimi bildirmistir (Shi vd., 2011). Guo ve digerleri (2013) meme
kanserinde miR-510 ekspresyonunun artmasinin hiicre biiyiimesini ve bdliinmesini
tesvik ettigini ve sonugta tiimor hacminde bir artisa neden oldugunu bulmustur. Bu
caligmalar 15181nda, literatiir kendi bulgularimizla uyumludur ve ¢alismamizdaki verileri

giiclii bir sekilde desteklemektedir.

Sonug olarak tez kapsaminda elde edilen tiim bulgular degerlendirildiginde;

v" Biyoinformatik analizimiz sonucunda miR-3670'in PD-L1 mRNA'nin iki farkli
bolgesine yliksek baglanma skorlariyla (82.15 ve 87.35) baglandigi ve meme
kanserinde PD-L1 ekspresyonunu etkili bir sekilde baskilayabildigi tespit
edilirken, miR-8078 ile PD-L1 mRNA arasinda dogrudan baglanma bdolgesi
tespit edilmemistir.

v Ikinci biyoinformatik analiz olan GO analizi sonucunda miR-3670 ve miR-
8078'in meme kanseri progresyonu i¢in c¢ok Onemli olan cesitli biyolojik
siireclerde (metastaz, proliferasyon, hiicresel gé¢ ve farklilagsma gibi) dnemli
olan integrinler, selektinler ve kaderinler gibi hiicre baglayict molekiillerin ve

ayrica PD-L1 ligandlarinin sentezinde rol alan temel diizenleyici sinyal yolaklari
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ile dogrudan iliskili oldugu ve siiregler {izerinde potansiyel aktiviteye sahip
oldugu belirlenmistir.

KEGG yol analizimizde, miR-3670 ve miR-8078'in PD-L1 ligand sentezi sinyal
yollarinin temel diizenleyicilerini 6nemli 6l¢iide hedefledigini belirlemistir.
miR-3670 ve miR-8078'in MCF-7 ve HMEI hiicre hatlarindaki sitotoksik
aktivitesi incelenmis ve her iki miRNA'nin 1nM dozunun MCF-7 hiicre hattinda
yuksek, HME1'de ise diisiik toksisiteye sahip oldugu bulunmustur.

Calismada gergeklestirilen total RNA analizleri, total RNA konsantrasyonlari ile
sitotoksisite seviyeleri arasinda anlamli bir korelasyon oldugunu ortaya
koymustur. Spesifik olarak, total RNA konsantrasyonlar1 yiiksek sitotoksik
dozlarda azalmis ve diisiik sitotoksik dozlarda artmustir.

RT-PCR analiz bulgularimiza gore, miRNA-3670'in 1 nM, 5 nM ve 10 nM
mimik dozajlar1 ve miRNA-8078'in 1 nM, 5 nM ve 100 nM mimik dozajlar
MCF-7 hiicrelerinde PD-L1 gen ekspresyonunu basartyla inhibe etmistir. Ancak,
PD-L1 ifadesi HMEI hiicrelerinde azalmamustir.

MCF-7 hiicrelerinde, serbest PD-L1 protein seviyeleri miR-3670'in 100nM dozu
hari¢ tiim dozlar1 ve miR-8078'in sadece 1nM ve 5nM dozlan ile azalirken,
HMET] hiicre hattinda, miRNA-3670 ve miRNA-8078'in tiim dozlar1 beklendigi
gibi sPD-L1 protein seviyesinde 6dnemli bir degisiklige neden olmamustir.
MCF-7 hiicrelerinde, miR-3670 ve miR-8078'in 1 nM dozu hiicre sagkalimini
azaltip apoptozu tetiklerken, HMET1 hiicrelerinde apoptozu artirmamis ve kontrol
grubundan 6nemli dlgiide farklilik géstermemistir.

Hiicre go¢ii analizinden elde edilen bulgulara gore, miR-3670 ve miR-8078,
MCF-7 hiicrelerinde hiicre gocilinii 6nemli Olgiide inhibe ederek (sirasiyla
%81.47 ve %99.8) anti-metastatik etkiler gostermis, ancak HME]1 hiicrelerinde
sinirlt hiicre gogii inhibisyonu gostermistir (sirasiyla %21 ve %6).

MCF-7 hiicrelerinde miR-3670 ve miR-8078'in hiicre morfolojisi ve
biyoinformatik analiz (KEGG ve GO) bulgularina dayanarak, her iki miRNA'nin
da metastazda rol oynayan EMT sinyal yolag: ile yakindan iligkili oldugu tespit
edilmistir.

Ayrica, kullanilan miRNA'larin MCF-7 hiicrelerini mezenkimal hiicrelerin

karakteristik uzun, ig seklindeki morfolojisinden epitelyal hiicrelere benzer

150



sekilde daha yuvarlak, kiiboidal bir morfolojiye doniistiirdiigii ve lamellipodlari
azalttigl, MET doniistimiinti indiikledigi tespit edilmisken HME1 hiicrelerinde
herhangi bir morfolojik degisiklik gézlenmemistir.

v' MCF-7 ve HMEI hiicre hatlar1 {izerinde gerceklestirilen in vitro ve
biyoinformatik analizlerin ardindan, miR-3670 ve miR-8078'in InM dozunun
MCF-7 ve HMEI hiicrelerinde serbest e-kaderin antijen seviyelerini dnemli
Olclide azalttig1 kaydedilmistir.

v" MCF-7 ve HMEI hiicre hatlar1 lizerinde yapilan (biyoinformatik ve in vitro)
analizler sayesinde arastirma, 1nM miR-3670 ve miR-8078 uygulamasinin
serbest VEGF-A seviyelerinde azalmaya yol actigini ortaya koymustur.

v" MCF-7 ve HMEI hiicre hatlarinda yapilan analizler sonucunda miR-3670 ve
miR-8078'in (InM) her iki hiicre hattinda da serbest TINAGL-1 antijen
seviyesini azalttig1 tespit edilmistir.

v" miR-3670 ve miR-8078'in MCF-7 hiicrelerinde koloni olusumunu énemli 6l¢iide
(swrastyla %17.7 ve %78.2) engelledigi belirlenmistir.

v" miR-3670 ve miR-8078'in MCF-7 hiicre hattinda 3D sferoid olusumunu %90
oraninda engelledigi ve HMEI1 hiicre hattinin hem kontrol hem de miRNA
uygulanan gruplarinda 3D sferoid yapinin gdzlenmedigi belirlenmistir.

v" 3D sferoidlerin analizi, miR-3670 ve miR-8078 uygulanan MCF-7 hiicrelerinin
normal eliptik sekilden farkli diizensiz sferoidler iirettigini gostermistir. Bu
amorf sferoidlerin %13'it miR-3670 uygulanan grupta, %22'si ise miR-8078
uygulanan grupta olusmustur.

v 3D sferoidlerin boyut analizi sonucunda, MCF-7 hiicrelerinde miR-3670 ve
miR-8078 transfeksiyonu yapildiginda olusan 3D sferoidlerin boyutunun 100
um'nin altinda kaldig1 ve hacimlerinin de 1 mm? sinirin1 asmadig1 belirlenmistir.
Bu sonuglar, calismamizda kullanilan miRNA’larin (miR-3670, miR-8078),

meme kanseri hiicrelerinde bagisiklik tepkilerinin yeniden yonlendirilmesi yoluyla
kanser immiinoterapisi i¢cin potansiyele sahip olabilecegini gdstermektedir. Ozellikle
mevcut kanser tedavisi yaklagimlarinda giderek daha 6nemli hale gelen kisisellestirilmis
kanser immiinoterapisi de dahil olmak {izere hedefe yonelik tedaviye iliskin gelecekteki
arastirmalar icin bir temel saglayabilir.

flerde yapilmasi diisiiniilen calismalar;
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v" Bu ¢alismadan elde edilen 6n bulgulara dayanarak, miR-3670 ve miR-8078'in
antikanser aktivitelerinin farkli kanser hatlarinda in vitro ve ardindan in vivo bir
modelde test edilmesi 6ngoriilmektedir.

v' PD-L1 ve TINAGL-1 arasindaki korelasyonun yani sira TINAGL-1'in
kanserdeki roliinii tam olarak tanimlamak i¢in daha fazla arastirmaya ihtiyag

vardir.
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