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MALATI1 VE B-MYB GENLERIN FARKLI KANSER HUCRE HATLARINDA GEN
EKSPRESYONLARIN VE APOPTOZiSIN ARASTIRILMASI

Yiiksek Lisans Tezi

Hasan DAGLI

OZET

MALATI1 (Metastasis-associated lung adenocarcinoma transcript 1) 8000 baz
uzunlugunda, tiimoér gelisimini destekleyen onkojen uzun kodlamayan RNA olarak
tanimlanmistir. MALATI1 c¢esitli biyolojik siireclerde gorev alir. Transkripsiyonel sonrasi
mRNA’y1 isler. Kanserde asir1 ifade olur. Onkojenik transkipsiyon faktorii olan B-MYB geni
diizenler. Bu tez ¢alismasinda ki amacimiz, MALATI InRNA’s1 ve B-MYB beni arasindaki
iliskiyi incelemektir. MALAT1’1 spesifik mikroRNA’larla inhibe ederek, akciger, meme ve
kemik kanseri hiicre hatlarinda gen ifade diizeyi, proliferasyona, apoptozise olan etkisinin

olup olmadigmi arastirmaktir.

Calismada ti¢ farkli kanser hiicre hatlar1 calisildi. Meme kanseri hiicre hatt1t MCF-7 ve
kontrol hiicresi hTERT-HME], akciger kanser hiicre hatti A549 ve kontrol hiicresi BEAS-2B
ve kemik kanseri hiicre hatti U20S ve kontrol hiicresi HUVEC hiicre hatlar1 calisildi.
MALATI’1 inhibe etmek i¢cin miR-503, miR150, miR-15a mikroRNA’lar1 kullanild.
Deneyde hiicreler ekilip mikroRNA transfer edildikten sonra 48 saat inkiibe edilip hiicreler
kaldirilmistir. Gen ifadesi i¢in total RNA eldesi edilip cDNA’ya cevrilmistir. RT-PCR ile gen
ifade diizeyine bakildi. Hiicre siispansiyonunda biyokimyasal parametreler; glutatyon
peroksidaz (GPx), katalaz (CAT), superoksit dismutaz (SOD), malondialdehit (MDA), nitrik
oksit (NO), Miyelin peroksidaz (MPO) ve Prolidaz aktiviteleri ¢alisildi. Hiicre hatlarinda
apoptozis diizeyleri belirlekmek icin Annexin V ve 7AAD igeren kiti, hiicre dongiisii i¢cin BD

Cycletest™ Plus DNA Reagent kiti kullanarak flov sitometride analiz edildi.

Gen ifadesi analiz edildiginde, MALATI1 ve B-MYB farkli kanser tiirlerinde farkli
seviyede eksprese oldu. Biyokimyasal incelemelerin sonucunda; kanser ve kontrol hiicre
hatlar1 arasinda tiim parametreler agisindan istatistiksel olarak anlamli farkliliklar saptandi
(p<0,05). Apoptozis ve hiicre dongiisii sevilerinde bakildiginda, akciger kanser hiicre hattinda

apoptozis artmis proliferasyon azalmis, meme kanseri hiicre hattinda apoptozis degismemis,
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proliferasyon artmustir. Kemik kanseri hiicre hattinda ise kanserli hiicreler hem apoptozise

gitmis hem de proliferasyon yapmustir.

Sonu¢ olarak MALATI1 farklh kanserlerde farkli roller iistlenmektedir. MALATI
akciger kanserinde giicli bir biyobelirte¢ olarak kullanabilirken, meme kanserinde
proliferasyon i¢in bir biyobelirte¢, kemik kanserinde apoptozis i¢in bir biyobelirte¢ olarak

kullanabilecegini diisiindiirmektedir.

Anahtar kelimeler: Apoptozis, B-MYB, Kanser, MALAT1, mikroRNA,
Sayfa Adedi: 81
Danisman: Prof. Dr. Metin KILINC
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INVESTIGATION OF GENE EXPRESSION AND APOPTOSIS IN
DIFFERENT CANCER CELL LINES OF MALAT1 AND B-MYB GENES

Master Thesis
Hasan DAGLI

ABSTRACT

MALATI (metastasis-linked lung adenocarcinoma transcript 1) is defined as an
oncogene long coding RNA having length of 8000 bp that promotes tumorigensis. MALATI
has role in various biological processes. It participates in the post transcriptional processing of
mRNA. MALATTI has been found to regulate B-MYB gene, an oncogenic transcrition factor.
In this thesis, we aim to investigate the possible relationship between the IncRNA MALAT1
and the B-MYB gene. MALAT1 inhibits several miRNAs and regulates gene expression of
genes in lung, breast and bone cancer cell lines and therefore its effect on proliferation and

apoptosis is being investigated.

In this study, three different cancer cell lines were studied. They were lung cancer cell
line (A549) andits control cell line BEAS-2B, breast cancer cell line(MCF-7) and its control
cell line hTERT-HMEI], bone cancer cell line (U20S) and its control cell line HUVEC. miR-
503, miR150 and miR-15a were used to inhibit MALAT1.In the experiment, the cells were
cultured and incubated for 48 hours after the transfection of respective miRNAs. For gene
expression analysis, total RNA was isolated and transformed to cDNA.The gene expression
was determined by RT-PCR.Biochemical parameters like glutathione peroxidase (GPx),
catalase (CAT), superoxide dismutase (SOD), malondialdehyde (MDA), nitric oxide (NO),
Myelin peroxidase (MPO) and Prolidase activities were also studied in the cell suspension.
Flow cytometry was used to determineapoptosis using the kit containing Annexin V for and

7AAD and cell cycle levels in cell lines using the kit BD Cycletest ™ Plus DN A Reagents.

Gene expression was analyzed. MALATI1 and B-MYB expressed at different levels in
different cancer types. As a result of biochemical studies, statistically significant differences
were found between respective cancer and control cell lines in terms of all parameters
(p<0.05).When we analysed cell proliferation and apoptosis, there was an increase in the
number of cells undergoing apoptosis while there was decrease in proliferation in lung cancer,

while in breast cancer, there was no change in apoptosis but there was an increased

v



proliferation. In bone cancer, there was an increase in the number of cells undergoing

apoptosis as well as there was increased proliferation.

As a result, MALATI plays different roles in different cancers.While MALAT]1 can
be used as a powerful biomarker in lung cancer, it can also be used as a biomarker for

proliferation in breast cancer and for apoptosis in bone cancer.

Key words: Apoptosis, B-MYB, Cancer, MALATI, microRNA,
Page Number: 81
Supervisor: Prof. Dr. Metin KILINC
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GIRIS VE AMAC

Kanser, viicudun herhangi bir yerinde gelisebilen, kontrolsiiz hiicre ¢ogalmasi,
normal hiicreleri istila ederek ve viicudun normal fonksiyonlarin yerine getirmesine engel
olan bir hastaliktir (1,2). Giiniimiizde kanser, ¢agimizin en biiyiilk problemi teskil
etmektedir. Diinyada kanser bagli 6lim nedenleri giderek artmaktadir(1,3,4). Kanser
Dernegi, Amerika Birlesik Devletleri'nde meydana gelecek yeni kanser vakalar1 ve 6liim
sayisin1 tahmin ederek ve kanser insidansi, mortalite ve hayatta kalma ile ilgili en son
verileri diizenli olarak gilincelleyip yayimlamaktadir (4). 2016 yilinda Amerika Birlesik
Devletleri'nde 1,685,210 yeni kanser vakasi ve 595,690 kanser 0liimiiniin gerceklesmesi
tahmin edilmistir. Diinya Saglk Orgiitii'ne (WHO) gore, oniimiizdeki 20 yil i¢inde yeni
kanser vakalarinin sayisinin yaklasik %70 artmasi beklenmektedir. Erkeklerde kanserin en
yaygin oldugu bolgeler akciger, prostat, kolon, rektum, karm ve karaciger iken, kadinlarda
gogiis, kolon, rektum, akciger, serviks ve mide kanserleri olarak siralanmaktadir. "Kanser",
bircok hastalik grubu ve hiicre tipine gore smiflandirmasina ragmen, en Onemli
karasteristik 6zeligi anormal hiicre biiyiimesidir (5-8).

Kanserli hiicreler birgok hayati biyolojik siireg¢lerde hiicre biiyitimesi, hiicre
boliinmesi gibi rol alan siireclerde gorev alan proto-onkogenler, timor siipresor genler ve
DNA tamir genlerin ifadesini diizenler (9). Kanserde terapatiye yonelik ¢aligmalar,
gecmiste alisageldigi gibi gliniimiizde ve gelecekte buna yonelik calismalar yapilmaya
devam edecektir (10,11). Son yillarda kanser ile ilgili yapilan son ¢alismalarda, sigara
kullanimi, g¢evresel karsinojenlere maruz kalma durumlarma karsm, uzun kodlamayan
RNA’larin kanser gelisiminde, ilerlemesinde rol aldigi goriilmektedir (11,12). Uzun
kodlamayan RNA'lar (IncRNA) hem kanser olusumunda hem de normal biyolojik
sireglerde Onemli molekiillerin fonksiyonlarin1 diizenlenmesinde gorev alan, 200
niikleotitten  biliyilk kodlamayan bir transkripttir. IncRNA‘lar:  X-kromozomu
etkinsizlestirlmesi  (inaktivasyonu), genomik damgalama (imprinting), kromatin
diizenlenmesi, gen yazilimi (transkripsiyonu) ve u¢ uca ekleme dahil ¢ok sayida biyolojik
siireclerde, onemli rollere sahiptir (13,14). Kisaca IncRNA‘lar kanser statik yapisini
denetlemek i¢in bir dizi mekanizma ile hareket eder. IncRNA’larin fonksiyonlar1 ve
molekiiler mekanizma hakkindaki bilgi artmasina ragmen, kanserlerde cogu IncRNA’larin

islevi gizemini hala korumaktadir (15,16).



Bu ¢alismadaki amacimiz bir IncRNA ailesi olan MALAT1’in farkli kanserlerde
fonksiyonlarmi arastirmak ve farkli kanserlerde bir biyomarkir olarak kullanilabilecegini
ortaya koymaktir (17). MALATT] hiicre ¢ekirdeginde bol miktarda bulunur ve ¢ekirdekte
alternatif u¢ uca ekleme faktorleri olan serin arjiinin (SR) komplekslerinin hiicre i¢indeki
dagilim1 ve aktivitesini modiile ederek pre-mRNA’yi diizenler (18,19). pre-mRNA ekleme
faktorleri, yapistirma faktorlerinin mekansal dagilimi, MALATI1 ile 6zel iliskisi analiz
edilmis ve elde edilen bulgular sonucunda, MALATI, SR ekleme faktorleri ile etkilesim
icinde oldugu tespit edilmistir. MALATI in vitro olarak kolaylikla retina endotelyal
hiicrelerde; hiicre c¢ogalmasma, migrasyonu diizenler (19,20). Ayrica MALATI,
transkripsiyon faktorii E2F1 aktivitesini diizenleyerek hiicre dongiisii ve tlimdrogenez
ilerlemesine neden olur. Tiim bu veriler bize MALAT1’in onciil hiicre ¢ogalmasinda islevi
oldugunu gostermektedir. Ayrica MALATI, p53 ve hedef genlerin etkinlesmesiyle DNA
hasar1 yanitini tetiklemektedir (21). MALAT], insan hiicrelerinde onkojenik transkripsiyon
faktorii olan BMYB gen ifadesini diizenler. Kanserli hiicrelerde B-MYB gen ifadesini
yeniden diizenleyerek hiicre dongiisiiniin G2/M sathasinda proliferasyonu arttirdigi
bilinmektedir (22). Bu bulgulara dayanarak MALAT1 hedefleyen miRNA’larla inhibe
ederek kanserde proliferasyonun oniine gegilebilir ve apoptozis tetikleyen faktorleri aktive

edebiliriz.



GENEL BIiLGILER

2.1. Kanser

Kanser, viicudun belirli bir bolimiindeki hiicrelerin kontrolsiiz olarak biiyiiylip
cogaldig1 bir durumdur (1,2). Kanserli hiicreler, organlar da dahil olmak {izere ¢evresindeki
sagliklt dokular1 istila edebilir ve yok edebilir. Genel olarak kanserler, tek bir hiicrede
mutasyonel olarak baslar ve daha sonra bircok farkli asamalardan gecerek bdliinmelere
devam eder (23,24). Mutasyona ugramis bu hiicre genetik yolla diger hiicre soylarina
gecerler ve bundan dolayr kanser, klonel bir hastaliktir. Diinyada kanser bagli 6lim
nedenleri giderek artmaktadir. Kanser Dernegi, Amerika Birlesik Devletleri'nde meydana
gelecek yeni kanser vakalar1 ve 6liim sayisini tahmin ederek ve kanser insidansi, mortalite
ve hayatta kalma ile ilgili en son verileri diizenli olarak giincelleyip yayimlamaktadir. 2016
yilinda Amerika Birlesik Devletleri'nde 1,685,210 yeni kanser vakasi ve 595,690 kanser
oliimiiniin gerceklesmesi tahmin edilmistir. Diinya Saghk Orgiiti'ne (WHO) gore,
onlimiizdeki 20 yil icinde yeni kanser vakalarinin sayisinin yaklasik %70 artmasi
beklenmektedir. Hiicre tiirii gézoniine alindiginda 200°den daha fazla kanser tiiriine
raslanir ancak meme, akciger, kolorektal ve prostat tiim kanser vakalarin yarisini teskil
etmektedir. Erkeklerde kanserin en yaygin oldugu bolgeler akciger, prostat, kolon, rektum,
karin ve karaciger iken, kadinlarda gogiis, kolon, rektum, akciger, serviks ve mide
kanserleri olarak siralanmaktadir. "Kanser", bircok hastalik grubu ve hiicre tipine gore

siniflandirmasina ragmen, en 6nemli karasteristik 6zeligi anormal hiicre bliytimesidir (5,6).

2.1. Kanserin Karekteristik Ozelikleri

Hanahan ve Weinberg, 2000 yilinda yayinladiklar1 makalede kanser olusumunun
temelini olusturan bazi ayirt edici 6zelligi 6ne siirdiiler. Bu ayirt edici 6zellikler su sekilde
siralanmaktadir:
(i) Cogalma uyarismin devamlihigi, (i) Biiyiime baskilayicilardan kagis, (iii) Oliimsiiz
¢ogalmaya olanak saglama, (iv) Invazyon ve metastazin aktiflesmesi, (v) Anjiogenezin
indiiklenmesi ve (vi) Hiicre Oliimiine kars1 diren¢ siralanmakla beraber, (vii)Genom
Istikrarsizigi  ve Mutasyon, (viii) Tumor-Promotor inflamasyonu, (ix) Enerji
metabolizmasini yeniden programlanmasi ve (x) Bagisiklik yikimindan kagis kanserin ayirt
edici Ozellikleri olarak tanimlanmustir (Sekil 2.1) (10). Sonyillarda kanserin karekteristik

ozellikleri iizerine yapilan ¢alismalar kayda deger onemli ilerlemeler kaydedildi (10,25).
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Sekil 2.1. Kanser Ozellikleri ve Ekstraseliiler kesecikler (EVs). Tiimdr ilerlemesini
yonlendiren belirleyici 6zellikler, EV'ler araciligiyla kanser hiicreleri ile timor mikrogevre
hiicreleri arasindaki iletisimi giiclendirmektedir (26).

2.1.1. Cogalma (prolifreatif) Sinyallerin Devamhihg

Kanser hiicrelerinin en temel 6zelligi, Kronik ¢cogalmay: siirdiirebilme becerisidir.
Normal dokular dikkatlice biiylimeyi tesvik eden sinyallerin Uretimini ve serbest
birakilmasmi kontrollii, genellikle uzak bolgelerde ekstraseliiler olarak ftiretilir ve daha
sonra kan dolagimi yoluyla taginir veya yakindaki hedef hiicrelere yayilir (27). Boylelikle
hiicre sayisinin homeostazi saglanir ve boylece normal doku yapis1 ve islevi korunmus olur
(28). Normalde biiytime faktorii endokrin veya parakrin uyar1 olarak alir. Ancak timor
hiicrelerinde kendi biiyiime faktorleri iireterek kendi biiyiime faktorii reseptorlerini
uyarabilir ve aktivitelerini artwrabilir. Bu durum, herhangi bir eksojen proliferatif sinyal
yoklugunda bile kendi iirettigi biiyiime faktorleri ile siirekli olarak tiimor hiicresinin
cogalmasini uyaranotokrin uyarilmaya sebep olmaktadir. Kanser hiicreleri proferalif sinyal
verme kapasitelerini artirma egilimdedirler (29,30). Biiyiime faktorii iiretebilirler, kendine
yanit verebilecekleri ligandlarin ekpresiyonunu artirabilir ve Ayni1 kdkenli reseptorlerin,

otokrin proliferatif uyarimi gibi birgok alternatif yollar kullanirlar (10,30).



2.1.2. Homeostazdan ve Biiyiimeyi Baskilayillardan Kacis

Hasar goren hiicrelerin ortadan kaldirilmasi, normal doku mimarisini ve
fonksiyonunu korumak i¢in dnemlidir. Biiylime uyarici sinyaller kanserli hiicrenin yasami
tesvik etme ve siirdiirme pozitif olarak diizenlerken, tomiir baskilayict genler negatif olarak
diizenler (31). TP53, PTEN veya RB gibi bir¢ok tiimdr baskilayic protein kodlayict genler
hiicrenin biiylimesini ve c¢ogalmasmi inhibe eder (32). Bu tiimdr baskilayici genlerin
harekete gecirilmesi bir¢ok uyaranlara bagli olup, hiicre dongiisiinii durmasi, hiicrelerde
yaslanmay1 ve hatta apoptozu indiikleyebilirler (33). Kanser hiicreleri hayatta kalabilmeler1
icin timor baskilayic1 genlerinden ka¢gmanmn bir yolunu bulmalidir. Bu genlerin
aktivitelerinin ya en aza indirgeyerek ya da tamamen aktivitelerini kaybederek basa
cikabilirler. Bunun i¢in genleri inaktif hale getiren mutasyon birikimi gibi mekanizmalari
ergiiman olarak kullanirlar. Insan tiimérlerinin %50'sinden fazlasi Tp53 geninde bir
mutasyon veya delesyon icermektedir (34). Tp53 geninin yalnizca bir islevsel kopyasini
tastyan insanlar yetiskinligin erken sathalarinda kansere yakalanmasi muhtemeldir ve bu
hastalik Li-Fraumeni sendromu olarak bilinmektedir.

Timor hiicreleri, komsu bolgelerden tiiretilen Ekstraseliiller kesecikler yoluyla

biiylime bastirmasini nasil kagtig1 biiyiik oranda bilinmiyor.

2.1.3. Hiicre Oliimiine Kars1 Diren¢ Gostermesi

Kontrollii hiicre 6liimiine yol agan ilk mekanizma apoptozdur. Apoptozis hiicre
Olimiinii programlayan ve kanser gelisimine dogal bir bariyer olusturan programli hiicre
Olimii mekanizmasidir. Apoptozis bircok i¢ ve dis uyaranlar tarafindan indiiklenebilir
(35,36). Son yapilan caligmalarda, Cesitli fizyolojik strese tepki olarak kanser hiicreleri
timor gelisim siirecinde apoptosiz mekanizmasini1 zayiflatabilecegi ve bunun sonucu
olarak tedaviye kars1 direngli olabilecegini gostermistir (36). DNA hasarmnin kemoterapotik
ajanlar (sisplatin, etoposid, vb.) ile indiiklenmesi, TP53 (p53) yolu ile apoptozu
tetiklemenin yollarindan biridir. Ornegin BCL2 proteini, apoptosizi baskilayici olarak islev
gordiigii cesitli in vitro ve in vivo deneylerde dogrulanmistir. BCL2 ifadesi, TP53'iin
ifadesi ile ters iliskili oldugu ve bu genin fonksiyonu, TP53’iin mutasyonlarmi artirarak
apoptozisi baskilayabilecegini gosterilmistir (37,38).

Antikanser tedavisine potansiyel yanit, tiimor hiicrelerinde DNA hasarina neden
olur. Hiicre tiiriine ve edinilen genetik mutasyonlara bagl olarak, belirli bir tiimdr hiicresi,

apoptoz, mitotik felaket, otofaji veya nekroz (nonapoptotik hiicre 6liimii) ile 6liir. Elbette



eliminasyon en olumlu sonuctur (39). Alternatif olarak, hiicre "kalic1" bir duruma girebilir,
hiicre dongiisii yaslanmis hiicreler biiyiimeyi ve boliinmeyi tesvik edip etmedigi bliyiime
faktorlerini salgilayarak komsu tiimor hiicrelerinin biiylimesi veya nihayetinde hiicrenin
icine tekrar girip girmeyecegine karar verir. En olumsuz sonug, acik hiicrelere apoptoz
geciremedigi icin terapatiye karsi direngli olmasidir (40).

Genel olarak apoptozun diizenlenmesinde kalsiyum, seramid, Bcl-2 ailesi gibi
molekiiller, p53, kaspazlar, sitokrom-c gibi proteinler ve mitokondriler rol alirlar.
Apoptotik siire¢ boyunca hiicre i¢ine siirekli kalsiyum girisi olur. Kalsiyum iyonlari;
endoniikleaz, proteaz ve trans glutaminaz aktivasyonunda, gen diizenlenmesinde ve hiicre
iskeleti organizasyonunda rol alir. Apoptoz, Olim reseptor aracili (veya digsal) ve
mitokondriye bagimli (veya igsel) iki ana alternatif yolla ¢alisir. ilk yol, spesifik &liim
reseptorlerinin ligandlar1 ile ligasyonu ile baglatilir. Ana 6liim reseptorleri-Fas ve timor
nekroz faktorii- (TNF-) ile iliskili apoptozu indiikleyen ligand (TRAIL) reseptorleri DR4
ve DRS sirasiyla Fas ligandi (FasL) veya TRAIL ile baglandiktan sonra hiicre 6liimiinii
indiikler ve bunu takiben prokaspaz 8'i toplar. Bu islem kaspaz 8 aktivasyonuna neden
olur. Sonuncusu, kaspaz 3'li direkt olarak aktive ederek veya mitokondriyal disfonksiyon
ve daha sonra sitokrom C'nin salinmasi ve kaspaz 9 ve 3'lin aktivasyonuyla sonuglanan
teklifi (BH3 etkilesen alan 6liim agonisti) pargalayarak apoptozu indiikler. Kaspaz 3, DNA
parcalanmas1 da dahil olmak tizere tipik apoptoz 6zelliklerini tesvik eder ve birka¢ dokuda
hiicre dliimii gergeklesir. Mitokondriyal yol kismen bax ve bcl-2'yi igceren mitokondriyal
membrana baglanan bcl aile {iyelerinden etkilenir ki bunlar sirasiyla pro veya antiapoptotik
diizenleyici proteinlerdir. Bcl-2 ile iliskili X proteini (bax), bcl-2 homolog antagonist / katil
(bak) ve tiim proapoptotik proteinler, anti-apoptotik proteinler bcl-2 ve bel-XL, sitokrom ¢
salmimini inhibe ederken mitokondriyondan salmmasini destekler. Sitokrom C ve
deoksiadenosin trifosfat (dAATP) apoptoz proteaz aktive edici faktore (APAF-1) baglar ve
boylece apoptoz aracili bir uygulama proteazi olan prokaspaz 9u goérevlendiren ve
aktiflestiren bir multimerik kompleks olusturur ve bu da kaspaz 3'ii aktive eder ve hiicre

apoptozu ile sonuglanir (Sekil2.2) (41).
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Sekil 2.2. Apoptozise yol agan ana molekiiler yollarin sematik gosterimi. Spesifik
reseptorlere ligand baglanmas: iizerine ekstrinsik yolda DISC kompleksi olusur ve kaspaz
8 aktive olur. Mitokondriadan sit c¢'nin serbest yolda salinmasi, apoptozomun olusumuna
ve kaspaz 9'un aktivasyonuna neden olur. Kaspaz 8 ve 9, daha sonra kaspaz 3 hiicre
Oliimiine neden olur (42).

2.1.4. Oliimsiiz Cogalmaya Olanak Saglanmasi

Normal hiicreler sinirli sayida boliinme gecirir. Yasam ve bliylime sinyalleri
inaktive olur. Hiicre yaslanarak fonksiyonlarini kaybeder ve apoptozise girer. Tiimor
hiicreleri normal hiicrelerin aksine neredeyse sinirsiz replikasyon gecirir (42,43). Normal
hiicrelerde replikasyon potansiyeli yaslanmanin veya krizin ortaya ¢ikmasi nedeniyle
sinirhidir ve kriz durumu genellikle hiicre 6limii ile sonu¢lanir. Kromozom uglarinda yer
alan telomerler, hiicrenin yaslanmasi i¢in ¢ok 6nemlidir (44). Omurgalilarda bulunan bu
kisa tekrar dizileri, "TTAGGG" birden fazla tekrarindan olusur ve kromozomlarm ugtan
uca baglanmalarina engel olur. Normal hiicrelerde her boliinme sonrasi bu kisa tekrar
dizileri kisalir ve hiicre yaslanir (45). Timor hiicreleri kromozum ucundaki telomer
kaybmi 6nlemenin iki yolunu bulmuslardir. Birincisi Tiim insan kanserlerinin yaklasik
%901 telomeraz olarak adlandirilan ve kromozomlarin sonunatelomerik tekrarlar
ekleyebilen 6zel bir enzimi ifade etmektedir, bu enzim kromozumun ucuna bu tekrar

dizileri ekleyerek hiicrenin dmriinii uzatir (46,47). ikincisi; geri kalan %10, kardes
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kromatidler arasinda telomer ardisik tekrarlarinin transferini igeren, konservatif 11
olmayan bir telomer uzatma yOntemi olan telomerlerin alternatif uzamasi (ALT)

mekanizmasini kullanmaktadir (48).

2.1.5. Anjiyogenezesin Uyarilmasi

Coklu sinyal yollarmnin sik1 diizenlenmesini iceren bir siire¢ olan anjiyogenez, yeni
kan damarlarinmm mevcut olustugu fizyolojik siirectir (49). Kanser hiicreleri yasam
sinyallerin devamliligi, antibiiylime faktorlerin baskilanmasi, apoptosize karsi direng
gostermesi ve smirsiz boliinmelerin yaninda eger kanser hiicreleri anjiyogenezi uyarma
ozelligini kazanmazlarsa bu biiylime siireci oksijen ve besinlerin dogal diflizyon limiti ile
sinirlanacaktir (50). Boyle bir sonug¢ kanser hiicrelerin i¢in istenmeyen bir durum teskil
eder (50). Tiimdr hiicreleri bunu saglamak i¢in pro-anjiyogenik etmenleri uyarir veya anti-
anjiyogenik uyarilar1 baskilar. Vaskiiler endotelyal biiylime faktorii (VEGF) ve kognat
reseptor (VEGF reseptor 2 [VEGFR-2]) anjiyogenezin en baskin regiilatorleri olduguna
dair evrensel bir goriis vardir (51,52). VEGF sinyali, yeni tiimor kan damarlarmin
olusumuna ve dallanmasma yol acan, hizli tiimor gelisimini tesvik eden ve metastatik
potensiyumu kolaylastiran hiicresel yollari uyarir. Yeni kan damarlarinin olugmasi yalnizca
besin maddeleri ve oksijen alimini degil ayn1 zamanda tiimorlerin metabolik atiklarmin
atmasma ve hematojen metastatik siirece girmesine izin verir. Anjiyogenik anahtar

“angiogenic switch” tiimor ilerlemesinde de aktiftir (10).

2.1.6. invazyon ve Metastazin Aktive Edilmesi

Kanser hiicrelerinin diger karekteristik 6zelliklerinden bir tanesi de dogrudan istila
ve metastaz yapma yetenekleridir (53,54). Tiimor hiicreleri istila ve metastaz yaparken
beden zayiflig1 ile birlikte bagisiklik sistemini baskiladigi icin ¢ogu insan kanserinin
Olimciil olmasina neden olur (55). Genellikle kanser hiicreleri morfolojik degisiklikler
gecirir ve hiicre-hiicre veya hiicre-matrik etkilesimlerini degistirir. Biitiin bunlar, invazyon
ve metastazin ¢ok basamakl siirecinin ilk adimlarmni basariyla gegmesini saglar. Tiimorler
ilerledikce, i¢indeki tiimorler gelisir ¢cevresindeki normal dokulara girme kabiliyeti artar ve
yeni doku olusturmak i¢in doku sinirlar1 boyunca primer tiimoérden farkli bolgelerdeki

biiylime gosterirler (56).

Epitelyal dokulardan kaynaklanan karsinomlarin, patolojik derecedeki malignite

derecesine ilerledigi i¢in, lokal istila ve uzak metastazlara yansiyan, en iyi karakterize



edilmis alterasyon Onemli bir hiicre-hiicre yapisma molekiili olan E-cadherin'in
molekiiliidiir. E-cadherin, epitelin toplanmasina yardimei1 olur. Hiicrelerin bir tabaka gibi
bir arada tutarak ve hiicrelerin arada kalmalarmi saglar. E-cadherin ifadesinin artmasi,
invazyon ve metaztazi ilerlemesini durdururken, bu molekiiliiniin ifadesinin baskilanmasi,
invazyon ve metastazi artmasina neden olur. Karsinom kiicreler, hiicre-hiicre yapismasini
kodlayan genlerin ve hiicre-ECM adhezyon molekiilleri belirgin sekilde ifadesi degisir.
Cogunlukla bu genlerin ifadesi baskilanir (Sekil2.3)(57,58).

Son yillarda invazyon ve metastazin aktive edilmesi "epitelyal mezenkimal gecis"
(EMT) olarak bilinen gelisimsel diizenleyici program tarafindan istilanin diizenlenmesi
gibi ilging bir program Onerilmistir. Epitelyal-mezenkimal gecis (EMT), polarize bir epitel
hiicresinin, artmis go¢ kapasitesi, artmis invazyon kapasitesi, apoptoza karsi artmis direng
ve biiyiik 6l¢iide artmig ECM (hiicredisi matris) bilesenlerini iceren ve hiicrelerin epitelyal
Ozelliklerini kaybederek mezenkimal hiicre fenotipi elde etmesini saglayan c¢oklu

biyokimyasal degisikliklere izin veren biyolojik bir siirectir (59).

Benign Metastatic
tumour cells  Tumour Malignant tumour cells
tumour cells

Benign Loss of Malignant
epithelial tumaour E-cadhernn-mediated invasive tumour Metastasis
(adenoma) cell-cell adhesion (carcinoma)

Sekil 2.3. E-cadherin aracili hiicre hiicre yapigsmasmin kaybi, benign, invaziv olmayan
timorlerden (adenom) malign, invaziv tiimorlere (karsinom) gecis yapmaya katkida
bulunur (60).

Epitelyal-mezenkimal ge¢is (EMT), transkipsiyon faktorleri tarafindan
indiiklenir.Bir primer kanser hiicrelerinde invaziv biiyiimeyi indiikkleme baglamsal
sinyallerin rolii kapasitesi (genellikle bir EMT araciligiyla), geri doniisiim olasiligina

sahiptir. Primer timor uzaktaki doku ve organlara metastaz yapildiktan sonra stroma ve



invazyon / EMT indiikleyici sinyaller aktivasoyonu azalir. Tiimdr hiicresi yeni istala ettigi

dokuda noninvaziv davranis gosterir.

Boylece, karsinoma hiicreleri ilk istila ve metastatik donemde EMT gecirirken
dagitim ters islemden gegebilir, mezenkimal epitelyal ge¢is (MET) olarak adlandirilir. Bu

esneklikyeni tiimdr kolonilerinin olusumuna neden olabilir (10).

2.1.7. Genom lstikrarsizhg ve Mutasyon

Timor gelisimi ve basarilt koloni olusturmasi bir¢ok basamakta gerceklesir. DNA
metilasyonu ve histon modifikasyonlar1 gibi epigenik mekanizmalar, tomiir baskilayici
genlerin mutant genotipinin degismesi sonucu fenotipi de kalitsal olarak degisir (61).
Bazen genom iizerinde mutasyona yol agmayan gen ifadesinin diizenlenmesini etkileyen
degisiklikler genom kararsizligina yol acabilir. Genomdaki tamir mekanizmalari
olaganiistii yetenekleri sayesinde DNA'daki kusurlar1 algilar ve ¢dzer; spontan mutasyon
her hiicrede genellikle ¢ok distiktiir. Mutant genler, tomiiriigezin gelismesi ve kanser
hiicrelerinde mutasyon oranimni artirarak, DNA kiriklarinin onarilmamasi sonucu mutajenik
ajanlara duyarl hale getirir. Bu da genomdaki tamir mekanizmalarin ¢alismasini etkiler ve
mutasyon birikimini hizlandirir (62). Genomdaki kararsizlik hasar gérmiis ve yaslanmig
hiicreleri apoptozise gelmesini inhibe eder (63). Son on yilda yapilan ¢alismalarda, timor
ile iligkili genomik kararsizligin dnemli bir kaynagi ortaya ¢ikarildi: daha 6nce agiklandigi
gibi telomerik kaybi bir¢cok tiimérde DNA, karyotipik kararsizlik hale getirir ve bunlarla
iliskili kromozomal kesitlerin biiyiitiilmesi ve silinmesine neden olur. Bu acidan
bakildiginda, telomeraz bu 6zelligin saglanmasindan daha fazlasidir. Genomu korumaktan

sorumlu kritik gorevler tislenir (64).

2.1.8. Tiimér-Promotor inflamasyonu

Inflamasyon dokularin ve hiicrelerin yaralanmaya karsi; agri, 1s1, sisme ve
kizariklik verdigi tepkidir. Akut enflamasyon yaniti normal olarak lokalizedir ve
koruyucudir. Bununla birlikte, eger iltthaplanmaya neden olan madde uzun siire devam
ediyorsa, viicuda verdigi tepki kronik bir enflamasyon haline gelir. Bu, enfeksiyon, ¢evre
kirleticileri, inflamatuvar proteinlerin siirekli aktivasyonu veya otoimmiin reaksiyonlar
nedeniyle olabilir. En 6nemlisi, kronik inflamasyon kanser riskini arttirir (65). Kanserli bir
timor ile yara iyilesmesi stireci arasinda pek cok benzerlik vardir. Her ikisi de hiicrelerin

biiylimesi, hayatta kalmas1 ve gociinii icerir, yeni kan damarlarmin biiyiimesini gerektirir
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(66). Onemli olan, tiim bu siirecler bilyiime faktdrleri ve sinyal molekiilleri tarafindan
kontrol edilmesidir. Tipki bagisiklik hiicreleri doku tamirine baslamak ic¢in biiylime
faktorleri salgilamak i¢in yaralanma yerinin yakininda toplanirlarken, tiimorler ayni
zamanda kendilerini kontrol edilemeyen hiicre biiylimelerini tesvik etmek igin ayni
bliylime faktorlerini salgilayan bagisiklik hiicreleri ile sarabilir. Tiimér mikrogevre de
gorev alan Tiumor ile iliskili makrofajlar (TAM), malign tiimorlerde bulunur ve bazi
durumlarda hiicre tiimori kitlesinin yiizde 50'sini olusturabilir. TAM’lar kanserin ayirt
edici 6zeliginde gorev alan sinyallerin aktif halde kalmasini saglayarak kanser hiicrelerin
kontrolsiiz biiyiime ¢ilgmligiyla sonuglanan bir evrilme donemi gecirmesine neden olur

(67).

2.1.9. Enerji Metabolizmasim1 Yeniden Programlanmasi

Kanser hiicreleri bliylimesi ve bdliinmesi i¢in enerji metabolizmasmin ayarlamalari
gerekir. Aerobik kosullar altinda, normal hiicreler, dnce sitozolde glikoliz vasitasiyla
piruvata kadar ve daha sonra mitokondride karbon dioksitte kadar parcalanarak hiicre i¢in
gerekli enerjiyi iretirler. Anaerobik olarak kosullar altinda, glikoliz tercih edilir ve
nispeten az piruvat oksijen tiikketen mitokondriye gonderilir (68). Otto Warburg, kanserde
ilk hiicre enerji metabolizmasindaki anormal bir 6zelligini gérdii. Kanser hiicreleri oksijen
varliginda enerji metabolizmasini glikoliz ile sinirlandirarak "Aerobik glikoliz" olarak
adlandiran yeni bir diizenleme 1ile kendi enerji metabolizmasmi yeniden
programlayabilir(69). Kanser hiicreleri normal hiicrelere gore enerji ihtiyacini 18 kat daha
diisiik bir etkinlikle karsilar. ATP iiretimi i¢in sadece glikoliz yolagini kullanarak elde
eder. Bunu, kismen glikoz tasiyicilari, 6zellikle de GLUTI, aktivasyonunu artirarak 6nemli

Olciide sitoplazmada glikoz alimini arttirir (70).

2.1.10. Bagisikhik Yikimindan Kagis

Bagisiklik sistemi, hastalik gelisiminin tiim agsamasinda ve metastaza ilerleme
boyunca tiimorlerle yakindan etkilesime girer. Bagisiklik ile kanser hiicreleri arasindaki bu
karmasik capraz etkilesim, hem tiimor biliylimesini inhibe edebilir hem de g¢ogaltabilir.
Bagisiklik ile kanser hiicreleri arasindaki bu etkilesim nihai sonucu belirlemektedir. Klinik
acidan bakildiginda, kanserde tiimorler bagisiklik yikimima neden olan biitiin unsurlardan
kacmasindan kaynaklanir. Tiimor gelisimi ve hayatta kalma, kanser hiicreleri, normal
stromal hiicreler ve konak savunma mekanizmalar1 arasindaki etkilesimi iceren kaotik

olarak yonetilen bir siirectir. Enfeksiyona bagh hiicresel degisiklikler veya hastaliga bagl
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stres gibi baska bir¢ok faktor de tiimor biiyliimesine veya tiimor supresyonuna katkida
bulunabilir. Genel olarak, CD8 + sitotoksik T hiicreleri (CTL) ve CD4 + yardimc1 T (Th) 1
hiicreleri, interferon (IFN) -y ve sitotoksinlerin {iretimini yaygin olarak igeren
mekanizmalar yoluyla kanser gelisimini engeller.fakat kronik inflamasyon gibi diger

faktorler kanser gelisimini tesvik eder (71).

umor growth and immune responses

Interaction Tumor progression Immune evasion by
between tumor and immunity cancer

formation and

immune responses

< Infection, stress, < Immunocediting — < Tregs
inflammation — Tumor T % MDSCs

Tumor growth T, < Cytokines
Survival T,
Angiogenesis T < M2 macrophages

< Defective Ag
«» Autoimmune presentation
diseases — < Immune
Tumor growth T suppressive
mediators (VEGF,
RCAS1, tumor
gangliosides, IDO,
arginase, IKK2

< Tolerance and
immune deviation

o Apoptosis

Sekil 2.4. Timor biiylimesi ve bagisiklik karsiligi. Timoér olusumu, ilerlemesi ve
bagisiklik kaginma yoneten farkli anahtar faktorlere genel bir bakis (72).

Timor olusumunun en erken asamalardan timor mikrogevrenin bulunan bagisiklik
baskilayici faktorler g6z oniine alindiginda, bagisiklik bastirict faktorleri kontrol eden veya
ortadan kaldiran toksik olmayan maddeler kanser tedavisi i¢in kullanilabilir veya kanser

kontrolii i¢in, kimyasal 6nleyici maddeler kullanilabilir (73).

2.2. Kanser Mikrocevresi
Son yillarda tiimorler yapisi giderek daha fazla tanimlamaktadir. Bir tiimoriin

biyolojisi anlayabilmek i¢in i¢indeki 6zel uzmanlasmis hiicre tiplerini inceleyerek "timor
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mikrogevre" olarak tanimli bdlgede ¢ok basamakli tiimorigenez siirecinde rollerini

incelememiz gerekir (Sekil 2.5).

Cancer Stem Cell (CSC)

Immune
Inflammatory Cells
(ICs)

Pericyte (PC)

© Local & Bone marrow-
© derived Stromal Stem
& Progenitor Cells

@ nvasive Cancer Cell

Core of Primary Tumor Invasive Tumor Metastatic Tumor
microenvironment microenvironment microenvironment

Sekil 2.5. Kati tiimorlerde farkli hiicre tiplerinin birlesimi, Parankim ve stroma tiimorler
farkli hiicre tipleri ve alt tipleri igerir. Toplu olarak tiimor biiylimesini ve ilerlemesini
saglar. Immiinflamatuvar hiicreler ve altsiniflari hem tiimér tesvik edici hem de timér
oldlirmeyi igerebilir (10).

Kanserli yaralarda miyofibroblastik fenotipi olan fibroblastlarin  bir alt
popiilasyonuolan kansere iliskili fibroblastlar (CAF'ler) olarak ayirt edilir. Aktivasyon
sonrasinda fibroblastlar, CAF'ler veya miyofibroblastlar olarak bilinir. Dogal yara onarimi1
sirasinda miyofibroblastlar gecici olarak bulunur (74).Timor bolgesindeki CAF'ler, yara
iyilesmesinin aksine, doku fibrozunda oldugu gibi siirekli olarak aktive kalir. Fibroblast
aktivasyonu, doku lezyonlarinda biiyiime faktorleri, direkt hiicre-hiicre iletisimi,

lokositlerle temas eden adezyon molekiilleri, reaktif oksijen tiirleri ve mikroRNA'y1 i¢eren
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mekanizmalar: indiikleyebilir. Bu CAF'lar, ECM'yi yeniden sekillendirerek, anjiyogenez
indiikler. CAF'lar, Inflamatuar hiicreleri kullanarak, bagisiklik baskilayici sitokinler ve
mezenkimal-epitel hiicre etkilesimi yoluyla kanser hiicre ¢ogalmasini dogrudan uyaran ve

kanser ilerlemesinde belirgin bir etkiye sahiptir (75-76).

Immiin inflamatuar hiicreler, fibroz, anormal anjiogenez ve neoplazi de dahil olmak
iizere cesitli doku patolojilerine bagl kronik enflamasyon bdlgelerinde gorev alir. Kanser

hiicrelerin tam temizlenmedigi bolgelerde tlimorii tesvik eden yolaklarm uyarir.

Adipoz dokusu, beyaz yag dokusunu (WAT) ve adipositleri olmak {izere iki hiicre
tiirli vardir. Adipoz dokusu bazi 6zelliklerinin kanserle baglantili oldugunu kanitlamistir.
obez adipoz doku hipoksisi, tiimor iretmek i¢in muhtemelen yiiksek derece bir
proenflamatuar mikrogevre olusturur. Ayni zamanda 50'den fazla farkli sitokin, kemokin

ve hormon benzeri faktorleri salgilarlar (10).

Kanserle miicadelede, radyolojik miidahale, kemoterapi ve semptomlar: kontrol
altina almaya yoOnelik terapatik calimalar 6nemli stratejilerdir. Bununla birlikte, tiimor
hiicreleri son derece esnektir ve tedavilere ve ¢evresel degisikliklere hizli bir sekilde uyum

saglayabilirler.

2.3. Kodlamayan RNA Diinyasi ve Kanser

Molekiiler biyolojinin merkezi dogmasinin Onerisinden bu yana RNA, DNA ve
protein arasindaki ara madde olarak kabul edildi Genetik bilginin biyolojik siirecin
cesitliligine nasil doniistiirtildiigii daha sonra, bu ara RNA'lar (mRNA'lar) sadece kiiciik
toplam RNA popiilasyonunun kii¢iik bir fraksiyonu, olusturdugu kodlamayan RNA’larin
bulunmas1 bilim insanlarin dikkatlerini buraya ¢ekmistir. Transkriptlerin sadece kiiglik bir
kism1 proteini kodlar. Ancak son biiyiik Olcekli tamamlayict DNA klonlama projeleri
sonucunda, memeli genomunun biiyiik bir kismi transkribe edildigi belirlendi. Bu
transkriplerin cogunun fonksiyonlar1 heniiz bilinmemektedir. Genomda ‘‘karanlik madde’’
oldugu diisiiniilen kodlamayan RNA’lar ( ncRNA ) memeli transiptomunda ayrilmaz bir
parcasi olarak ortaya ¢ikmistir. Bu RNA’lar protein kodlamayan dizi olarak tanimlanmustir,

ancak bu diziler biyolojik siireglerde hem yapisal hem de islevsel rol aldig1 goriilmiistiir.

ncRNA’lar genetik ve epigenetik olarak iglev goriir. Tanimlanan ve fonksiyonu
bilinen ncRNA’larin sayis1 her gegen giin artmaktadir (77). Kodlamayan RNA’lar yaygin

olarak uzunluklarma gore smiflandirilir. ncRNA’lar tanimlanirken niikleotit sayis1 baz
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almir. Uzun kodlamayan RNA (IncRNA) ise; 200 niiktleotitten biiyiik ve hiicre
dongiisiinde, apoptoz, hiicre ¢ogalmasi, genetik ve epigenetik gibi birgok biyolojik siirecte

rol alan dizilerdir (78).

2.3.1. Kisa Kodlamayan RNA’lar

ncRNA’larin biiyiik bir kismi kisa diizenleyici RNA’lardan olugmaktadir. Bu
RNA’lar, RNA enterferans (RNA interference-RNAi) mekanizmasi ile gen ya inhibe veya
degrede ederek susturulur. Bu mekanizma, milyarlarca yil once, hiicrelere saldiran
virlislere kars1t gelistirilmis bir savunma mekanizmasi olarak kesfedilmistir (77).
Gilinitimiizde artik, RNAi mekanizmasinin gelisim, farklilagma, hiicre cogalmasi ve apoptoz
gibi Onemli siireclerin diizenlenmesinde rol aldigi bilinmektedir. Kisa diizenleyici
RNA’larin uzunluklar1 15-40 baz cifti arasinda degisir. siRNA (small interfering RNA),
mikro RNA (miRNA) ve PIWI (P-element induced wimpy testis) proteini ile etkilesimi
olan RNA (piRNA) kisa diizenleyici RNA’lara 6rnek verilebilir (79).

2.3.1.1. Mikro RNA’lar

Ik defa C.elegans’mn gelisimini ¢alisan Lee ve arkadaslar1 tarafindan 1993 yilinda
tanimlanmistir. mikro RNA (miRNA)’lar, genellikle 18-22 baz uzunlugunda, protein
kodlayict olmayan, hiicreler tarafindan dogal olarak iiretilen RNA’lar olarak bilinir (80).
miRNA’lar hedef mRNA’nm translasyonel etkinligi ya da kararliligmi diizenleyerek gen
inhibe ederler (80). miRNA’nin uygun dizi hedeflemesi, hedef dizi iizerindeki miRNA ve
mesajct RNA (mRNA) arasindaki baz eslesmesine baghdir. Eger dizilerde eslesme %100
olarak gerceklesmiyorsa miRNA mRNA’nin okunmasini baskilar. Tam baz eslesmesinin
oldugu durumlarda ise miRNA, mRNA’y1r yikima gotiirlir. miRNA genelde baz
eslesmesini mRNA’nin translasyona ugramayan bolgesinde (3’ UTR) gergeklestirir (80).

miRNA mekanizmasi su sekilde gergeklesir. Hiicre ¢ekirdegi iginde RNA Polimeraz
IT (RNA Pol II) veya RNA polimeraz III (RNA Pol III) ile pri-miRNA'lar olusturulur.
RNaz III endoniikleaz "Drosha" enzimi ve ¢ift iplik¢ikli RNA baglayict protein "Pasha
kompleksi” tarafindan islenerek Pre-miRNA dontstiiriiliir (81). Pre-miRNA'lar ¢ekirdek
zar proteini "exportin-5" araciligiyla sitozole aktarilir. Sitozole aktarilan pre-miRNA’lar
dogrudan RNaz III endoniikleaz "Dicer" kompeksine baglanir (81). Dicer, pre-miRNA sap-
ilmigini kestikten sonra, iki tamamlayic1 kisa RNA molekiilii meydana gelir. Dicer ayni

zamanda RNA-indiiklenmis susturma kompleksi (RNA-induced silencing complex)
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RISC’nin olusumunu baslatir. Bu iki kisa RNA’dan sadece biri RISC’e dahil olur (Sekil
2.6)(82).

RISC

/ Mature miRNA

/ RISC 3'UTR
=
Target mRNA

mRNA delay
. ortranslational repression

Sekil 2.6. MikroRNA biyosentezi (83).

miRNA ‘lar mesajc1 RNA’lar1 hedefleyerek ya da islevsel 6zeliklerini baskilayarak
gen ifadesini diizenler, mRNA g¢evirisini bloke ederek protein sentezini durdurur. Boylece

hiicre ¢ogalmasi, hiicre farklilasmasi apaptoz gibi 6nemli olaylarda kritik rol oynarlar.

Calismamizda miRNA ve miRNA-IncRNA data veri tabanlarmi arastirarak
MALAT1’1 hedefleyen veya hedefleyebilecek bu potensiyele sahip miRNA’lar secildi.

16



L=
Ly

<o

miR-150-5p

Sekil 2.7. Calismamizda kullanilan mikro RNA’lar.

2.3.2. Uzun Kodlamayan RNA’lar

Son yillarda IncRNA'lar, potansiyel olarak yeni ve 6nemli bir biyolojik diizenleme
dongiistinde yaygin ilgi gormiistiir. LncRNA'lar genis bir hastaliklar yelpazesinde
gelisimsel silireglerde yer alirlar, ancak bunlarin hareket ettirdikleri mekanizmalar hala
sasirtict derecede sinirlidir ve memeli genomunun tamami, tartismali olmaya devam eden
fonksiyonel kodlamayan transkriptlere doniistiiriiliir. Cekirdek proteinlerin katalitik ve
yapisal fonksiyonlar1 diizenlemesini arastiran merkezlerin sayilar1 giderek artmaktadir.
LncRNA’lar biiyiik Olgtide biyoinformatikle belirlenir. Yiiksek verimli sekanslama ve
biyoinformatik yontemler, IncRNA'larin biiyiik 6l¢cekli tanimlanmasinda muazzam ilerleme
saglamistir. Bununla birlikte, klasik bir molekiiler biyoloji teknikleri kullanilarak
IncRNA'larm ampirik gegerliligi hala gereklidir. Kiiresel yaklasimlar1 kullanarak

potansiyel bir IncRNA transkriptinin yaklasik konumunu 6grendikten sonra, cDNA ucunun
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(RACE) 5'- ve 3'-hizli amplifikasyonu, tam transkripsiyon bagslatma ve sonlandirma
yerlerini belirlemek ve mevcut ya da sonlanmay1 incelemek icin yapilabilir 5'-kapleyip ve

3'-poliadenosin kuyruklar: takilir.

Genellikle protein kodlama potansiyeli olmayan, 200 niikletidden biiyilk RNA
molekiillii olarak tanimlanir (84). Ayrica IncRNA, islevsel 6zelliklerine gore makroRNA
veya uzun intergenik kodlamayan RNA (lincRNA) gibi isimlerle de ifade edilir.
LncRNA’lar sik sik Ortiisen protein kodlayan ve kodlamayan transkriptler arasina

serpistirilmistir.

IncRNA’larin uzunluklari, farenin cDNA kiitliphanesinin biiyiik 6l¢ekli dizilemesi
sonucunda kesfedilmistir. Son yillarda IncRNA‘nin farkli kanser tiirleri iizerinde etkisi
arastirilmig fakat giiclii deliller ortaya konulamamisti. Ancak daha sonra IncRNA
dizilerinin belirlenmesi ve fonksiyonel ozeliklerin aciga c¢ikmasiyla, doku, organ ve

hastaliklar lizerindeki etkilerinin belirlenmesi zamanla artmistir (84).

Bu IncRNA’lar birgok belirli dokularda farkli zamanlarda, ifade seviye de ifade
olur. Ornegin kanserin gelisim siireclerinde, ndrodejaneratif alzaimer hastaliklarinda farkls
zamanda farkli seviyede ifade edilir (85). Ilk IncRNA yaklasik 20 yil dnce DNA’daki
bilgileri mRNA’ya aktaran, mRNA’yi baskilayan H19 geninin bulunmasi, ozellikle
mesane kanserinde emriyonik ve tiimor biliylimesini diizenlemesi ile IncRNA varligi
kesfedilmistir. Kisa bir siire sonra X kromozomun in aktif hale getiren 6zel inaktif
transkirip ( XIST’in) tanimlanmasi ile ncRNA i¢in diizenleyici ve yapisal fonksiyonlar
onerilmeye baslanmustir. Ilerleyen zamanlarda Protein kodlamayan gen bolgelerindeki
tiimor baskilayict GASS, kiigiik niikleolar RNA (snoRNA)birkag transkriptin keyfedilmesi
saglandi. Prostat kanser antijen 3 IncRNA PCA3 DD3 malignant prostat kanserinde asir1
ifade edilmesi ile IncRNA’larin kansere 6zgii ifade edildigi algis1 giiclendirmistir (86).

Insan genomunun ayrintih agiklanmas: ile kodlayan bolgelerde birgok transkriptin
sessiz olmasi bu transkriptin ger¢ek anlamda bir IncRNA olduguna isaret eder. Son 6 yillik
siirecte tespit edilen IncRNA’larm %15 nin fonksiyonlarinin agiklanmasi beklenmektedir.
Son yillarda 6000 IncRNA’dan 14000 IncRNA’ya yeni transkriptlerin bulunacagi tahmin
edilmektedir. Heniiz keysfedilmeyi bekleyen binlerce belki milyonlarca IncRNA dizileri
bulunuyor. Protein kodlayan bdlgeleri ile Ortiisen IncRNA’larin analizleri hala

yapilmamuistir (86).
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2.3.2.1. Uzun Kodlamayan RNA’larin Ozellikleri

IncRNA’lar ortak bir hareket modu ile tanimlanamamistir. Bu diziler gen ifadesinin
yan1 sira protein sentezini de diizenler. Baz1 IncRNA’lar kromatin diizenlemesi ve yapisini
yaninda dogrudan yazilimi diizenleme islevleri deneysel olarak tanimlanmstir.
LncRNA’lar transkript sonrasi yapistirma, diizenleme, lokalizasyon, ¢eviri ya da yikma

gibi RNA islenmesini diizenler (87).

2.3.2.1.1. Sinyal modeli
Molekiil sinyal ya da yazilim aktivitesinin bir gostergesi olarak islev goriir. Bu

model IncRNA'lar, islevsel olarak 6nemli biyolojik olaylari belirtecleri gibi davranabilir.

2.3.2.1.2. Yalanci (decoy) Modeli

Uzaktaki diger diizenleyici RNA’lar1 ya da proteinleri titre ederek baglar veya

uzaklastirir, ama bagka hicbir ek islev gdstermez.

2.3.2.1.3. Rehber (Guide ) modeli

Belirli hedeflere riboniikleoprotein karmasimlarini (kompleksleri) lokalizasyonunu
yonlendirir.Bu model IncRNA rehber RNA’dir ve proteinlere baglanarak IncRNA

riboniikleoprotein karmasimimin 6zgiil hedeflere lokalizasyonunu yonlendirir.

2.3.2.1.4. Iskele (Scaffold) modeli

ilgili molekiiler bilesenler (proteinler ve veya RNA) monte edilebilecegi bir
platform gibi yapisal bir role sahiptir. LncRNA'lar, riboniikleoprotein karmasimlarini

olusturmak icin bir¢ok proteini bir araya getirebilir.

2.4. MALAT1

IncRNA MALATI, basta akciger kanseri olmak iizere bir¢ok kanserde Onemli
roller tslenir. MALATI1 yiiksek oranda korunmus ve 8000 bazuzunlugundadir.
MALATI1'in kanser metastazi ve rekiirrensi icerdigini ve akciger kanseri, uterus sarkomlari
ve hepatoselliiler karsinomalar da dahil olmak iizere bir¢ok solid tiimorde asir1 ifade
oldugu tespit edilmistir (88). Bu uzun transkript kolonikal poly(A)kuyrugu olmamasina
ragmen 3’lii sarmal yapisi ile kararli hale gelir. Bu transkript riboniikleoprotein
koplekslerinin molekiiler yapisint diizenledigi i¢in cekirdekte g¢ekirdekte bulunuyor. Bu

IncRNA onkogen genlerin ifadesini diizenleyerek hiicre mortalitesi, invazyon ve metastaz

yapar.
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LncRNA’lar bir¢ok hastalikla ve kanserle iliskilendirilmistir. Kodlamayan niikleer
zenginlestirilmis transkirpt2 (noncoding nuclear-enriched abundant transcript 2)
[NEAT2]); PRO2853; 1inc00047; ncRNA0iq0047 olarak bilinen IncRNA’lar; akciger
kanserinde, metastazin tespitinde biyobelirte¢ olarak kullanilir. MALATI1, bobrek, beyin,
kalp, troid, meme, adipoz, yumurtalik, kolon, pankreatik, akciger, kolon ve karaciger gibi

bir¢cok organda yliksek oranda ifade edilir (89).

MALAT!’in ifadesi mesane iiroteryal karsinomunda normale gore yiiksek oranda
ifade edildigi belirlenmistir. Bu IncRNA inhibe edildiginde mesane kanserinde hiicre
biiylimesi, apoptozis ve hiicre hiicre motalitesi azaltmistir (89). Bu IncRNA akciger kanseri
metastazinda etkindir. ncRNA’larla susturuldugunda akciger kanser hiicrelerinde hiicre
migrasyonunu engeller ve post transkriptsiyonel degisiklikleri diizenler. Yine Short hairpin
RNA ile susturuldugunda boyun kanseri hiicre hatlarinda proliferesyon ve invazyonu

azaltir.

MALATI, Serin /Arjinin proteinlerin aktif seviyelerini diizenleyerek (alternatif
splicing) u¢ uca eklemeyi diizenler (90). Onciil mesajc1 RNA’nin splicing faktorleri ile
transkripsiyon bolgesi diizenlenmesinde ve post-transkipsiyonel gen ifadesini diizenler
(91). MALATI memelilerde ifadesi yiiksek oranda korunmustur. Bir¢ok kanserde islevi
tartismasizdir. Birka¢ farkli mekanizmada Onemli rol oynar. Stoplazmada iiretilen
mascRNA (yeni tRNA- ncRNA gibi) MALAT!’ in 3 ucu) RNase P ve RNase Z
tarafindan ayrilabilir, sonra serin /arjinin proteinlerin aktif seviyelerini kontrol ederek ug
uca eklemeyi diizenleyebilir. Dahasi MALATI CBX4’a (Chromobox homolog 4)
baglanabilir. Hem Pc2 (Polycomb 2), sevk edilir hemde Polycomb Repressive Complex 1
(PRC1) ile birlesir (92). Tiim bu etkilesim kontrolleri, interkromatin graniillerin yeniden
yerlesmesi ve gen ifadesinin susmasi ve aktivitenin artmasi ile agiklanabilir. Boylece
MALAT]1 bilinen belirli genleri, birkag¢ hiicre dongii kontrol genleri (p21, p27 ve B-MYB)
ve metastazla iligkili genleri (MIA2, ROBO1,CTHRCI ve CCT4) diizenleyerek kanser
hiicre hatlarinda, hiicre gogiine, hiicre yayilimma ve hiicre cogalmasima dolayli olarak etki
eder (92).

Daha 6nce yapilan ¢alismalarda, MALATI in hiicre dongiisii sirasinda ki rolii ve
insan hiicrelerinde MALAT1’in gen ifade diizeyi, hiicre boliinmesi sirasinda diizenlendigi
aciklanmistir (11). Ayrica MALATI-depleted (tilkenmis) hiicrelerde hiicre dongiisiinde
kesfedilen hasarlarda p53 seviyesine duyarli olmast MALATI’ in 6nemli bir efektordiir.
Sonu¢ olarak MALATI, onkojenik transkripsiyon faktorleri ve hiicre dongiisii isleyisini
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ozellikle mitotik ilerlemeleri sirasinda onciil mRNA islenmesi veya ifade seviyesi,
diizenlemelerinde rol oynar (93).

MALAT1’ in hiicresel seviyeleri G1/S ve M esnasinda esnasinda yiiksektir. Hiicre
dongiistinde DNA eslenmesi fazina girmesi ve/veya hiicre boliinmesi ge¢irmesi (M) gibi
iki onemli evre vardr. MALATI1, hiicre dongiisii ilerleyisinde GI1/S ve mitotik
evredeanlaml iliski tespit edilmistir. Hiicre dongiisii kontrol fonksiyonu olarak bilinen B-
MYB transkiripsiyon faktoriidir. B-MYB farkli belirli kanser tiplerin de yiiksek oranda
ifade edilir. Transkripsiyon faktorlerinden biri olan B-MYB ailesi hiicre dongiisiinde rol
oynayan niikleer bir proteindir. Bu kodlanan protein, S fazinda hiicre dongiisii ve ilerleyisi
sirasindasiklinA / siklin-bagimli kinaz 2 ile fosforile ederek hem aktivator hem de represor
aktivitesini artirir. B-MYB kendi transkipsiyonel o6zeliklerine ek olarak cok birgok
basamakta gorev alan bir proteindir. Hiicre dongiisiinde diger diizenleyicilerle dogrudan
etkilesim halindedir (94). Yakin zamanda yapilan son arastrmalar S fazinda B-MYB,
MuvB (complex) ile iliskili coklu proteindir ve mitosiz sirasinda asir1 ifade olur (94).

Sonu¢ olarak MALAT!’in ifade edilmedigi hiicrelerde B-MYB c¢ogu mitotik
genlerin ifadesini gostermektedir. MALAT1’in ifade edilmedigi hiicrelerde B-MYB
anormal genlerin ifadesinden sorumludur. Yakin zamanda chip-seq veri tabanma goére B-
MYB, MALAT!’in promotor bolgesine baglanmaktadir ve MALATI1 ‘in ifadesini
diizenlemektedir. Bu da B-MYB ve MALAT1 olumlu diizenleyici déngiiniin bir parcasi
olabilecegini gostermektedir (93). MALATI ile yapilan ¢alismalar gosteriyor ki, insan
hiicrelerinde B-MYB onkojenik yazilim faktoriinii pozitif olarak diizenler. Ayrica farkli
kanser tilirlerinde MALATI1‘in anormal ifadesinin dikkat cekici derecede arttigi tespit
edilmistir. Her ne sebepten olursa olsun MALATI in ifadesi karsinogenezdeki etkisinin
arastirilmasi gerekmektedir. Tim bu arastirmalara dayanarak hiicre dongiisii ilerlemesinde
veya hiicre 6liimiinde rol alan genlerin, belirli hiicrelerdeki veya dokulardaki anormal
ifadesi, anormal alternatif eklemeler, tiimoriin ilerlemesinde onemli katki yapmaktadir

(95).

2.5. Serbest Reaktif Tiirler ve Kanser

Reaktif oksijen tiirleri (ROS), kanser de dahil olmak iizere bir¢ok hastalikta 6nemli
bir etken oldugu bilinmektedir. ROS'un neden oldugu oksidatif hasar, transkripsiyonel
inhibisyon veya indiiksiyona neden olan DNA mutasyonlarma, sinyal iletim yollarmin
gelistirilmesi veya yeniden diizenlenmesi, proliferasyon kaynakli hatalarin neden oldugu

genomik anormalliklere neden olabilir (96).
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ROS, endojen antioksidanlarla birlikte her yerde bulunan heterojen bir molekiil
grubu olarak tanimlanabilir. Genellikle aerobik hiicrelerde {iretilirler. Olgun myeloid
hiicreler dogustan gelen bagisiklik tepkileri sirasinda ROS olustururlar. Diisiik ROS
seviyeleri, normal hiicre proliferasyonunu ve ayrica hiicre i¢i sinyallerini diizenler. Bu
nedenle, molekiilleri isaret eden ikincil bir haberci gibi davranmaya egilimlidirler.
Oksijenin zararli etkisi, oksidatif stres adi verilen bir siiregte ROS ile antioksidanlar
arasindaki siki diizenlemenin bozulmasiyla ortaya ¢ikar. Bu bozukluk ROS'un asiri
birikimi, antioksidan kiiclik molekiil iiretiminin yetersizligi, antioksidan enzim

sistemlerinin bozulmasi veya redoks dengesine bagh transkripsiyonel faktorlerin degismesi

nedeniyle olusabilir (97).

Oksidatif stres malign transformasyonlar ve birgokcesitli klinik komplikasyonlarla
iligkili oldugu gosterilmistir. ROS, DNA ve protein oksidatif hasar, timor siipresor genlere
somatik mutasyonlar (P53 gibi) neden olabilir. ROS ayrica proto-onkogenlerin

ekspresyonunu indiikleyebilir (Sekil 2.8) (98).

ROS Impaired
excessive production of
accumulation antioxidants

N\ 4

Oxidative stress

ij\/[?
Damage to DNA, Protein, lipids and
other macromolecules

5 \

‘ cancer

Sekil 2.8. Reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) asir1 birikimi, antioksidan enzimlerin bozulmusg
iretimi ve / veya antiepoksidan savunma sistemi, DNA, protein ve diger intraseliiler
makromolekiiller hasarina neden olabilir, bu da son zamanlarda malign transformasyona
neden olur (99).
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3. MATERYAL METOD

3.1. Hiicre Kiiltiirii Oncesi Sterilizasyon

Hiicre kiiltiirtinde kullanilan tiim plastik malzemeler ve hazir olarak bulunan steril
medyumlar ticari firmalardan saglandi. Cam malzemeler 160°C’de 60-90 dakika sterilize
edildi (otoklavlandi). 0,22 pum delik biiytikliigiindeki mikrobiyolojik filtreler kullanilarak
tim s1vi maddeler siiziildii ve steril edildi. 20 dakika ultraviyole 151k agilarak ve bunu
takiben 15 dakika havalandirilarak Steril kabin (SafeMate 1.2, BioAir, LAF Technologies
Pty Ltd, Victoria, Avusturalya) steril edildi. Sterilize edilen kabine alimacak malzemeler ise

%70 alkolle silinerek steril alindi.

3.2. Hiicre Soylan ve Kiiltiir Asamasi

Calismada kullanilacak olan hiicre soylar1 A549, BEAS-2B, MCF-7, hTERT-
HMEI1, U20S ve HUVEC ATCC (LGC Standards GmbH, Wesel, Almanya) firmasindan
temin edilmistir. Bu hiicre soylarinin ATCC adlari, kanser durumlari, morfolojisi ve

histopatolojileri Tablo 3.1’ de gosterilmistir.

Tablo 3.1. Kullanilan hiicre soyunun 6zellikleri

Hiicre soyu ATCC ad1 Kanser Morfolo | Histopatoloji
jisi
A549 Karsinom Epiteyal | Kiigiik hiicreli olmayan
(ATCC® CCL185 karsinom
TM)
BEAS-2B (ATCC® CRL-9609™) | Normal Epiteyal | Akciger, brons
MCF-7 (ATCC* HTB-22™) Adenokarsinom | Epiteyal | Praveral efizyon
hTERT- ATCC® CRL4010 | Normal Epiteyal | Meme bezi
HME1
U208 (ATCC® HTB-96™) Osteosarkoma Epiteyal | Kemik
HUVEC (ATCC” PCS-100- Normal Endotel | Insan Umbilikal Damar
010™
) Endotel Hiicreler1
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Bu hiicre hatlar1 25 cm?’lik flaskta, 100 ml besiyeri i¢inde, 10 ml Fetal Sigir Serum
(FCS) (Sigma, Deisenhofen, Almanya), 1 ml Penisilin/streptomisin soliisyonu (Sigma,
Deisenhofen, Almanya) destekli 5 ml 10x DMEM soliisyonu (Sigma, Deisenhofen,
Almanya) olacak sekilde % 5 karbondioksitli ortamda ¢ogaltildi. Hiicre soylari ilk
geldikleri giin, 37°C karbondioksitli etiivde 24 saatligine dinlendirmeye birakildi1.48 saat
sonra flasktaki tiim besiyeri steril pipet yardimiyla ¢ekildi. Besiyeri ¢ekilmis flasklara 37°C
su banyosunda 1sitilan 1X’lik Tripsin’den 1-2 ml eklendi. Flasklar 5-7 dakika 37°C CO2
etlivde bekletildi. Daha sonra flasklara 5 ml FCS’li DMEM eklenerek Tripsin’in
aktivitesini durduruldu. Kalkan hiicreler, 50 ml’lik flakonlara alind1. Flakonlara alinan 5 ml
FCS’li DMEM ortamindaki hiicreler 75 cm?’lik flasklara aktarildi ve 10 ml FCS’li DMEM
eklenerek % 5 karbondioksitli 37°C ortamda yetistirildi. Hiicre soyu karbondioksitli etiivde
24 saatligine dinlendirmeye birakildi.

24 saat sonra flasktaki tiim besiyeri steril pipet yardimiyla c¢ekildi. Besiyeri ¢ekilmis
flasklara 37°C su banyosunda isitilan 1X’lik Tripsin’den 1-2 ml eklendi. Flasklar 5-7
dakika 37°C CO2 etiivde bekletildi. Flask tabanma tutunmus hiicrelerin birbirlerinden
ayrilmalar1 inverted mikroskop ile kontrol edildi. Daha sonra flasklara Tripsin’in
aktivitesini durdurmak i¢in 5 ml FCS’li DMEM eklendi. Kalkan hiicreler, 50 ml’lik
flakonlara alind1 ve oda 1sisinda 3000 devir ile 4 dakika boyunca santrifiij edildi. Ustte
kalan siipernatan atildi. Dipte kalan hiicreler hafifce ¢ozdiiriildii ve yaklasik 0,5 ml sivi
icerisindeki hiicreler steril pipet yardimiyla alinarak, onceden iglerine 4 ml besi yeri

konmus flakona aktarild1.

3.3. Mimik RNA’larin Besi Ortamindaki Hiicrelere Aktarilmasi

1. nmol mimik miRNA (QIAGEN) (miR-503-5p, miR-150-5p, miR-15a-5p) 50 pl
RNase saf su (RNase free water) ile ¢ozdiiriildii. Hiicre sayimi yapildiktan sonra 12’lik
well plateki her kuyucuga 1ml FCS’li DMEM ortaminda 200.0000-300.000 hiicre olacak
sekilde complete medium ekildi. 0,5 lik ependorf tiiplere 200 ul DMEM konuldu. Uzerine
RNase saf su ile ¢ozdiiriilmiis 0,3 pl mimik RNA ve 6 pl transfection reagent konulup
kisaca vortekslendi. 5-10 dakika inkiibe edildi. Hazilanan karigim damla damla hiicrelerin
iizerine damlatild1 ve karisiminda emin olmak i¢in well plate hafif¢e ¢alkalandi. Hiicreler

37°C karbondioksitli etiivde 48 saatligine dinlendirmeye birakildi.
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3.4. Hiicre Soylarindan Total RNA Eldesi
Hiicre soylarindan total RNA izole etmek i¢cin miRNeasy Mini Kit (Qiagen GmbH,
Hilden, Almanya) kullanilmistir.

Kitin ¢aligma presedorii baz alinarak RNA elde edilmistir. Prosedor asagidaki

gibidir:

e (ogaltilan hiicre soylar1 kaldirildi, santrifiij yardimiyla ¢oktiiriiliip, siipernatant
atild1 ve tizerine 700 pl QIAzol Lysis Reagent eklendi.

e 2. Elde edilen homejenat oda sicakliginda (15-25°C) 5 dakika boyunca inkiibe
edildi. Uzerine 140 pl kloroform eklendi vel5 sn boyunca ¢alkalandi. 2-3 dakika
boyunca oda sicakliginda tutuldu.

e 15 dakika boyunca 4°C’de 12.000 g’de santriflij yapild1 ve iist faz temiz bir tiipe
aldu.

e Tiipteki miktarin 1,5 kat1 (yaklasik 600 pl) 100% etanol eklendi ve pipet ile iyice
karistirildi.

e En fazla 700 pl 6rnek 2 ml toplama tiipii igerisindeki RNeasy® Mini kolona
yiiklendi ve oda sicakliginda 20 sn boyunca 8000 g’de santifuj edildi. Toplama
tiiptinde biriken kalint1 atildi. Kalan 6rnek oldugunda islem tekrarlandi.

e Temiz bir toplama tiipiine alinan RNeasy Mini kolona 700 pl Buffer RWT
cozeltisi eklendi ve oda sicakliginda 20 saniye boyunca 8000 g’de santifuj yapildi.
Toplama tiiplinde biriken kalint1 atild1.

e Temiz bir toplama tiipline alinan RNeasy Mini kolona bu sefer 500 ul Buffer RPE
cozeltisi eklendi ve yine oda sicakliginda 15 saniye boyunca 8000 g’de santifuj
yapildi. (Not: Kullanmadan 6nce Buffer RWT ve RPE c¢ozeltilerine %96-100
etanol eklendi.) Toplama tiipiinde biriken kalint1 atild1.

e Temiz bir toplama tiipiine alinan RNeasy Mini kolona tekrar 500 pl Buffer RPE
cozeltisi eklendi ve bu sefer oda sicakliginda 2 dakika boyunca 8000 g’de santifuj
yapildi. Toplama tiiplinde biriken kalint1 atild1.

e 1,5 ml’lik toplama tiipiine alinan RNeasy Mini kolona 30-50 pl RNase icermeyen
su eklendi ve oda sicakliginda 1 dakika bekletildi. Daha sonra 1 dakika boyunca
8000g’de santifuj yapildi. Toplama tiipiindeki birikinti total RN A’y1 icermekteydi.
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3.5. RNA Orneklerinden Revers Transkriptaz PCR (RT-PCR) Yontemi ile
cDNA Eldesi

3.5.1. mRNA’dan cDNA eldesi
Elde edilen total RNA i¢cindeki mRNA’y1 cDNA’ya c¢evirmek icin Ipsogen RT Kit

(Qiagen, GmbH, Hilden, Almanya) kullanildi.

Test edilecek (10 pl) her bir RNA 6rneginin 1 pg'1 65°C'de 5 dakika siireyle inkiibe
edildi. Hemen 5 dakika buzda bekleterek sogutuldu. Tiipiin altindaki siviy1 toplamak igin
kisa siireli santrifiij edildi. Revers Transkriptaz 6n karigimi buzda hazirland1 ve buzda

tutuldu.

Tablo 3.2. mRNA’dan cDNA elde etmek i¢in uygulanan Revers Transkriptaz PCR
reaksiyon karisiminin igerikleri

Bilesenler Ornek basina hacim (ub)
5x Revers Transkriptaz tamponu 5

dNTP 2

Random primer (100 uM) 5,25

RNaz Inhibitorii (40 U/ul) 0,5

Ters transkriptaz (200 U/pul) 1

DTT 1,25

RNaz icermeyen su 0,5

Ornek basina RT 6n karisim hacmi 15,5

On karigim titizlikle karistirildi, kisa siireli santrifiij yapildi ve her bir RNA 6rneginin
iizerine On karisimdan 15 pl eklendi. Her bir tiip dikkatlice karistirildi ve kisa stireli
santrifiij edildi. Veriti™ Dx 96-Well Thermal Cycler (Applied Biosystem, Foster City, CA,
USA) cihazindaki kayitli revers transkripsiyon programi calistirildi (Tablo 3.3 ). Tiipiin
altindaki cDNA'y1 toplamak i¢in kisa siireli santrifiij edildi ve qPCR gerceklestirene kadar
-20°C'de saklandu.
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Tablo 3.3. mRNA’dan cDNA eldesinde revers transkripsiyon i¢in termal dongtileyici
ayarlari

Stire (dakika) Sicaklik (°C)
10 25

60 50

5 85

0 4

Tepkime tamamlandiktan sonra elde edilen tek sarmal cDNA Orneklerinin
dondurulup ¢oziilerek olusan kaybi 6nlemek i¢in 0.2 ml’lik PCR tiiplerine 2 pl esit
miktarlarda dagitildi. Esit miktarlarda bélme islemi yapildiktan sonra cDNA’larin kullanim

omriinii uzatmak i¢in -80°C’de muhafaza edildi.

3.5.2. Elde edilen cDNA’lardan kalite ve miktar tayini

Ifade analizi deneyleri oncesi elde edilen cDNA orneklerinin miktarlarin1 ve
kalitesini belirlenmek amaciyla ve tiim 6rnekleri ayn1 yogunlukta reaksiyona tabi tutmak
amaciyla spektrofotometrik yontem kullanildi. Kalite ve miktar tayini Epoch Micro-
Volume Spectrophotometer System (BioTek, Winooski, United States) kullanilarak
yapildi. Ifade analizi deneyleri oncesi 6rneklerden elde edilen cDNA miktarlart mRNA

cDNA’s1 i¢in 50 ng/ul’e ¢ekildi.

3.6. MALATI1 ve B-MYB ifade Diizeyleri Ol¢iimii icin Es Zamanlh PCR (qRT-
PCR) Yontemi

Es zamanli PCR reaksiyonu DNA baglayan boyalarin kullanimi ile
amplifikasyonun es zamanli olarak takibine olanak saglar. SYBR Green bu amacla siklikla
kullanilan boyalardan biridir. SYBR Green c¢ift iplikli DNA molekiiliine baglanarak
floresan 1s1ma verir. Primerin baglanmasmi takiben gerceklestirilen uzama asamasinda,
hedef DNA’nin c¢ift sarmal hale gelmesiyle DNA’ya baglanan SYBR Green miktar1 ve
buna bagli olarak yayilan floresans miktarinda artis goézlenmektedir. SYBR Green
boyasindan alinan 1gimanin smir degeri astigi noktaya Ct ya da Cp degeri adi
verilmektedir. Bu noktada DNA amplifiye olmus ve DNA’ya baglanan boyanin verdigi
1s1ma smir degeri agsmistir. Isimanin sinir degeri astig1 anda amplifikasyondan emin olunur

ancak dogru amplikonun takibinin yapildigmin belirlenebilmesi i¢in erime egrisinin
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incelenmesi gerekmektedir. Ciinkii SYBR Green belirli bir DNA molekiiliine baglanan
0zgiil bir boya degil, tiim ¢ift iplikli DNA molekiillerine baglanan bir boyadir.

3.6.1. Primer Secimi

MALATI1 ve B-MYB primerleri, NCBI veritabaninda yer alan “Gene” arayiizi
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primerblast/)  kullanilarak  tasarlandi.  Kullanilan
primerlerin ileri ve geri primer dizilimleri Tablo 3.4’te gosterilmistir. Biitiin genlerle ifade

olan housekeeping gen olarak GAPDH kullanildi.

Tablo 3.4. MALAT1 ve B-MYBL2 geninin ifade seviyelerinin belirlenmesi i¢in kullanilan
primer dizilimleri.

Primer Adi ileri Dizi (F) Geri Dizi (R)
MALATI GAGTGTACCGCTGTGCTGTT | GCTGCACTGTGCTGTACTTT
B-MYBL2 ACTTGATCGAGTCGGACCCT | GCTGCACTAGGCTGTTGTTG

3.6.2. PCR bilesenleri

Es zamanli PCR reaksiyonu Rotor Gene 6000 Real-Time PCR Machine (Qiagen
GmbH, Hilden, Almanya) cihazi kullanilmistir. MALATI1 ve B-MYBL2 ifade analizi i¢in
hazilanan 6n karisimda RT? SYBR Green ROX FAST Mastermix (Qiagen GmbH, Hilden,

Almanya) kullanilmistir.

3.6.2.1. MALATI1 ve B-MYB ifade diizevyi 6lciimii icin PCR bilesenleri

Tablo 3.5’te gore es zamanlt PCR 6n karisim1 buz blogunda hazirlandi. Es zamanli
PCR 06n karistmi ¢cDNA haricinde ifade analizi reaksiyonu i¢in gerekli olan her

bilesenkarisimda mevcuttu.
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Tablo 3.6. MALAT1 ve B-MYBL2 ifade diizeyinin 6l¢iildiigii es zamanh PCR reaksiyon
karisimmin igerikleri

Bilesenler Hacim (pl)
RT? SYBR Green ROX FAST Mastermix 6,25

F Primer (10 uM) 0,25

R Primer (10 uM) 0,25
Rnaz/Dnaz igermeyen su 5,25

cDNA (50 ng) 0,5

Total 12,5

Her 6rnege ait cDNA, es zamanli PCR 6n karisimi igeren her tiipe eklendi ve
pepetaj yapildi, kisa bir sekilde santrifiij edildi ve buza tekrar konuldu.

Rotor Gene 6000 Real-Time PCR Machine (Qiagen GmbH, Hilden, Almanya)
cthazindaki kayitli programu ¢alistirildi (Tablo 3.6).

Tablo 3.6. MALATI1 ve B-BMBL2 ifade diizeyinin 6l¢iildiigii es zamanli PCR ayarlar1

Sicaklik (°C) Siire(sn)
Enzim aktivasyonu 95 10 dakika
Denaturasyon 95 15
Primer baglanmasi/uzama 60 60 45 dongti
Erime egrisi 65 1
95 devamli

3.6.3. istatistiksel Analiz

Hiicre soylarindan MALATI1 ve B-MYB ifade diizeyleri qRT-PCR ydnteminde Cp
(Crossing points) degerleri elde edilmistir. qRT-PCR sonuglarinda, hiicre soylar1 arasi
istatistiksel analiz yapilirken 22" formiilii kullanilmistir (Sekil 3.1). Bu deger bize ilgili
genin bir hiicre hattindaki ifade diizeyinin, kontrol baz alinarak diger hiicre hattindakine

gore kiyaslanmasini saglar; yani, katsayi bilgisi edinilir.
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2-'_".-_‘1.[21 - 7-[Omek ACt(Gen-Referans) —-Kontrol ACt (Gen-Referans)]

Sekil 3.1. 2*“ gore hesaplama formiilii
qRT-PCR sonuglarinda ilgili genin referans gene gore kiyaslamasi igin 2
formulii kullanilmistir(Sekil 3.2). Bu deger bize o genin referans gene gore hangi oranda

ifade diizeyinin degistigini gosterir; yani, goreceli ifade bilgisi edinilir.

5 -ACt — - A(Gen Ct-Referans Ct)

Sekil 3.2. 2 gore hesaplama formiilii
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3.7. Akim (flow) sitometride apoptoz seviyelerine bakilmasi

Hiicre apoptozu Annexin V ve 7AAD iceren kit kullanilarak {iretici firmanin
(Becton Dickinson, Pharmingen, UK) tavsiyeleri dogrultusunda calisildi. Apoptotik
hiicrelerle nekrotik hiicreleri ayirmak i¢in, hiicreler Annexin V (yesil floresan) ve 7AAD

(kirmiz1 floresan) ile ayn1 anda boyatildi.
Well platelere total hiicre 1.000.000 olacak sekilde ekildi.
Kitin ¢aligma prasediirii soyledir:

e 12’lik well plate ekilmis olan hiicreler 300 ml tripsin, 1ml DMEM ile kaldirildi.

e kaldirilan hiicreler 1500 rpm de 5 dakika santrifiij edildi, iist faz atild1.

e Hiicre siispansiyonlarinin iizerine 1ml PBS eklendi, kisaca vortekslendi, 1500 rpm
de 5 dakika sanrifiij edildi, tist faz dokiildii. Boylece hiicreler PBS ile yikanmig
oldu.

e Hiicre siispansiyonlarmin {lizerine binding buffer eklendi. ( 1ml binding buffer + 9
ml distile su ile seyreltildi) 1500 rpm de 5 dakika santrifiij edildi. Ust faz atildu.

e Hiicre siispansiyonlarin lizerine 500 pl binding buffer eklendi. Kisaca vortekslendi
ve yeni tiiplere 100 pl aktarild.

e Aktarilan yeni tiiplere 5 pl Annexin, 5 ul 7AAD eklendi ve 15 dakika boyunca
inkiibe edildi. (Karanlik ortamda)

e Hiicreler 1500 rpm de 5 dakika santrifiij edildi. Ust faz dokiildii.

e Hiicre siispansiyonlarinin tizerine 500 pl binding buffer eklendi.

Hiicre siispansiyonlar1 daha sonra Becton coulter NAVIOUS tipi akim (flow)
sitometre ile degerlendirildi. Kaluza analysis programi kullanilarak her numune i¢in

hiicreler sayilip analiz edildi.
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3.8. Akim (flow) sitometride hiicre dongiisii analizi

Hiicre dongiisii i¢cin BD Cycletest™ Plus DNA Reagent kiti ( biosciences, Almanya)
kullanilda.

Kitin ¢aligma prosedorii soyledir:

Hiicreler 1X 10° olacak sekilde sayildi.

12°1ik well plate ekilmis olan hiicreler 300 ml tripsin, Iml DMEM ile kaldirildi.

Kaldirilan hiicreler 1500 rpm de 5 dakika santrifiij edildi, {ist faz atild1.

e Hiicre siispansiyonlarmnin iizerine buffer solution eklendi. ( Iml buffer solution + 9
ml destile su ile seyreltildi) 1500 rpm de 5 dakika santrifiij edildi. Ust faz atilds.

e Once ki Adim tekrar edildi.

e Hiicre siispansiyonunun tizerine 250 pl solution A eklendi. Tiiplerin dibine hafifge
vurularak karigsmasi saglandi. Hassas oldugundan vorteks yapilmadi. 10 dakika
karanlik ortamda inkiibe edildi.

e Hiicre siispansiyonun iizerine 200 pl solution B eklendi. Yine tiiplerin dibine
hafif¢e vurularak karistirilmasi saglandi. 10 dakika karanlik ortamda inkiibe edildi.

e Hiicre siispansiyonunun iizerine 200 pl solution C eklendi ve yine tiiplerin dibine

hafif¢e vurularak karistirilmasi saglandi. 10 dakika karanlik ortamda inkiibe edildi.

Hiicre siispansiyonlar1 daha sonra Becton coulter NAVIOUS tipi akim (flow)
sitometre ile degerlendirildi. Kaluza analysis programi kullanilarak her numune ig¢in

hiicreler sayilip analiz edildi.

3.9.1. Hiicre hatlarinda MDA Diizeylerinin Olgiilmesi ( Lipid Peroksidasyonu
Degerlendirilmesi)

MDA diizeyleri, Ohkawa yontemi ile tespit edilmistir. MDA’ nin asidik PH ve
sicak ortamda tiyobarbitiirik asitle (TBA) olusturdugu bilesigin pembe-kirmizi renginin
532 nm dalga boyunda absorbansinin spektrofotometrik olarak élgiilmesi esasina dayanan
Ohkawa ve arkadaslarmnin yontemi kullanilarak 6lgiildii. Yontemin uygulamasinda ise; 0,1
ml homojenat iizerine 0,2 ml %8,1’lik sodyum dodesil siilfat, 1,5 ml %20*lik asetik asit,
1,5 ml %0,8lik TBA ve 0,7 ml saf su konularak 95 °C’de 30 dakika su banyosunda
kaynatildi. Sogutulduktan sonra 1 ml saf su ve 5 ml butanol/piridin (1:14 oraninda) eklendi

ve sonra tiipler 4000 rpm’de 10 dakika santrifiij edildi. Santrifiij sonras1 iistteki organik faz
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almarak 532 nm dalga boyunda absorbans okunarak standart egriden degerlendirildi.

Sonuglar nmol/mL protein olarak tanimlandi.

3.9.2. Hiicre hatlarinda MPO Aktivitesinin Olciilmesi

MPO aktivitesi Lowry'nin yontemi ile tespit edilmistir. Deney karisimi, 1 cm yol
uzunlugunda bir kiivet i¢inde, 0.3 mL 0.1 M fosfat tamponu (pH 6.0), 0.3 mL 0.01 M
H202, deiyonize su i¢inde taze hazirlanmig 0.5 mL 0.02M o-dianisidin ve 10 uLL serum
ilave edilerek son serumda 3 ml'lik bir nihai hacim elde edilerek gergeklestirildi. Serum en
sonunda ilave edilerek 460 nm absorbans degisikligi, 10 dakika boyunca takip edilmistir.
Tim oOl¢timler iki kez yapildi. MPO’m 1 {initesi dakikada 0.001 absorbans artig1 olarak
tanimlandi. Miligram protein basina diisen MPO aktivitesi hesaplanarak sonuclar spesifik

aktivite olarak degerledirildi. Enzim aktivite sonuglar1 u/ml olarak verildi.

3.9.3. Hiicre hatlarinda NO Aktivitesinin Olciilmesi

Serum NO diizeyleri Griess reaktifi kullanilarak 06l¢lilme esasina dayanan
yontemdir. 5 ul nitrat rediiktaz ve 2 mmol / | NADH’a 10 ul numune ilave edildi ve nitriti
tiim nitrata doniistiirmek igin 20 dakika oda sicakliginda inkiibe edilmistir. Ornekler
deproteinize edildi, ve sonra Griess reaktifi (stilfanilamid ve N-1-Naphthylethylendiamine
dihidroklortir) ilave edildi. Oda sicakliginda, renk gelisimi sonras1 absorbans degerleri, 540
nm'lik bir dalga boyunda 06lgiildii. Her bir numune, iki kopya halinde test edildi. Serum
nitriti, potasyum nitratin nitrite enzimatik dontisiimii ile elde edilen standart bir egri ile

hesaplandi. Sonuclar litre basma nmol/ml protein olarak NO olarak rapor edildi.

3.9.4. Hiicre hatlarinda GPx Diizeyinin Olgiilmesi

GPx aktivite Olclimii icin Beutler metodu kullamilmistir. GPx, H,O, vasitasiyla
rediikte glutatyon (GSH)’nun okside glutatyon (GSSG)’a oksidasyonunu katalize eder.
H,0O; t-biitil hidroperoksitin bulundugu ortamda GPx’in olusturdugu GSSG, glutatyon
rediiktaz ve NADPH yardimiyla GSH’a indirgenir. GPx aktivitesi NADPH’in NADP’ye
yiikseltgenmesi sirasindaki absorbans farkinin 340 nm’de spektrofotometrik olarak

okunmasiyla tayin edilir. Enzim aktivite sonuglar1 u/ml olarak verildi.
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3.9.5. Hiicre hatlarinda SOD Aktivitesinin Olgiilmesi

SOD aktivitesi, hemolizatta Fridovich yontemiyle belirlenmistir. Bunun i¢in serum
hiicre stipernand1 1:20 oraninda 0,01 M fosfat tampon ile diliie edilerek, bu diliisyonda
aktivite tayini yapildi. Reaksiyon karisimi 1 ml“lik total voliimde 25 pl enzim igeren hiicre
siipernandi, 850 pl ksantin ve INT (p-iyodonitrotetrazoliyum viyolet) iceren miks substrat
ve 125 pul 80 U/L ksantin oksidaz icermektedir. Kor de tipki numune gibi hazirland1 fakat
ornek yerine fosfat tamponu kondu. Ksantin oksidazin etkisiyle ksantinin olusturdugu
siiperoksid radikali; (O2-), 2-(4-iodofenil)-3-(4-nitrofenol)-5-feniltetrazolium (INT) boyas1
ile kirmizi renk meydana getirir. SOD, siiperoksid radikalini hidrojen perokside
doniistiirtir. SOD'un bu reaksiyonu inhibe etme derecesine bagli SOD aktivitesi
belirlenmistir. SOD aktivitesi ile renk miktar1 arasinda ters iliski vardir. Tepkimede, 37
°C’de 151k yolu 1 cm olan kiivetlerde 505 nm dalga boyunda havaya karsi ilk 30 saniyedeki
baslangic absorbanslar1 standart egriden degerlendirildi. Enzim aktivite sonuglari

U/mikrolitre olarak verildi.

3.9.6. Hiicre hatlarinda Prolidaz Aktivitesinin Olgiilmesi

Asama: preinkiibasyon; 2ml 2,5 mmolar MnCl,, 1,9 ml tampon, 100ul serum, 1/40
sulandirilmis bu karisim iyice vortekslenip agzi kapali bir sekilde 37 °C da 2 saat
preinkiibe edildi.

2.Asama
0 zaman tiipii Inkiibasyon tiipii
Tampon 400 pl 400 pl
Substrat 300 ul 300 ul
Distile su 200 pl 200 pl
Preinkiibe edilmis 6rnek 100 pl 100ul

Inkiibasyon tiiplerinin agz1 iyice kapatilip, vortekslendi ve 30 dakika 37 °C da
benmaride inkiibe edildi. Inkiibasyon siiresi sonunda inkiibasyon tiiplerine 500 pl TCA
ilave edildi ve reaksiyon durduruldu. Daha sonra 0 zaman ve inkiibasyon tiiplerinin her
ikiside 5 dakika 2000 rpm’de santrifiij edildi. Olusan siipernatan prolin Olglimii igin

kullanmaya hazir hale geldi.
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3.Asama: Prolinin spektrofotometrik 6l¢timii:

Ayiraglar Kér Standart 0 zaman Inkiibasyon
Glasiyel  asetik | 2,5 ml 2,5 ml 2,5 ml 2,5 ml

asit

Stipernatan - - I ml 1 ml
Standart - 1 ml - -

Distile su Iml - - -

Ninhidrin 0,5 ml 0,5 ml 0,5 ml 0,5 ml

Bu tiipler agz1 kapatilarak vortekslendi, 20 dakika kaynar su banyosunda tutuldu.

Bu zaman sonunda tiipler buzlu su banyosunda sogutularak spektrofotometrede kore karsi

515 nm’de &l¢iiliip Prolidaz aktivite diizeyi: (Ink. tiip abs. — 0 zaman tiip abs.) x standart
kon. x 40x 15/ Standart abs. 30° mmol /L dakika olarak hesaplandi
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4.BULGULAR

MALAT1’in farkl kanserlerdeki roliinii anlamak icin MALAT1’ inhibe eden mikro
RNA’larla calisilmistir. Bu amagla tedaviye yonelik yeni yaklagimlari gelistirmesi igin
miR-503, miR-150 ve miR-15a’larla MALAT1’in ifadesi inhibe edilmis, farkli kanser
hiicre hatlarinda (A549, MCF7 ve U20S) ve normal hiicre hatlarinda (BEAS-2B, HTERT-
HME1 ve HUVEC) gen ifadesinin analizleri yapilmis, apoptozis ve hiicre dongiisi

seviyelerine bakilmistir.

4.1. Hiicre soylarinda MALAT1’in gen ifade analiz Sonuclar

Hiicre soyuna mimik miRNA‘lar aktarilip 48 saat sonra hiicreler kaldirilip total
RNA izolasyonu gerceklestirilmistir. Elde edilen RNA’lardan ¢cDNA’ya elde edilmis,
kalite ve miktar tayini yapilmistir. Daha sonra bu yogunluklar ifade analizi 6ncesi 50

ng/ul’ye ¢ekilmistir.

Bu hiicre hatlarinda miR-150-5p, miR-15a-5p ve miR-503-5p ifade sonuglar:
gercek zamanli PCR yontemiyle 6l¢iilmiistiir. miR-150-5p, miR-15a-5p ve miR-503-5p

ifadelerinin normalizasyonu yapilirken hamarat gen olarak GAPDH kullanilmistir.

4.1.1. A549 ve BEAS-2B hiicre soylarnnda MALAT?’in kath degisim ifade
sonuclari
Sekil 4.1 de MALAT]1 IncRNA’smin ifade diizeyi, A549 hiicre hatt1 ile BEAS-2B
hattinda birbirine gore kiyaslanmasi gosterilmistir. Grafikte 2% formiiline gore
hesaplanan kath degisim miktarlar1 soyledir: miR-15a igin A549 hiicre hattinda 4,19 iken,
BEAS-2B hiicre hattinda 0,41, miR-150 i¢cin A549 hiicre hattinda 38,85 iken BEAS-2B
hiicre hattinda 0,13, miR-503 i¢in A549 hiicre hattinda 5,16 iken BEAS-2B hiicre hattinda

18,25 olarak bulunmustur.
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Sekil 4.1. MALAT’in ifadesel degeri A459 hiicre soyu ile BEAS-2B hiicre soyu miR-
503-5p, miR-150-5p ve miR-15a-5p’nin hesaplanan katli oran degisim grafiksel olarak
gosterilmistir.

4.1.2. MCF-7 ve HTERT-HMEI1 hiicre soylarinda MALAT!’in kath degisim
ifade sonuclar

Sekil 4.2 de MALAT1 IncRNA’sinin ifade diizeyi, MCF-7 hiicre hatt1 ile HTERT-
HME]1 hattinda birbirine gére kiyaslanmasi gosterilmistir. Grafikte 2" formiiliine gore
hesaplanan katl degisim miktarlar1 soyledir: MiR-15a icin MCF-7 hiicre hattinda 0,08 iken,
HTERT-HMEI1 hiicre hattinda 0,62, miR-150 i¢in MCF-7 hiicre hattinda 0,57 iken,
HTERT-HME]1 hiicre hattinda 1,38, miR-503 MCF-7 hiicre hattinda 0,07 iken, HTERT-
HMEI hiicre hattinda 0,43 olarak bulunmustur.
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Sekil 4.2. MALAT’in ifadesel degeri MCF-7 hiicre soyu ile HTERT-HMEI1 hiicre soyu
miR-503-5p, miR-150-5p ve miR-15a-5p’nin hesaplanan katli oran degisim grafiksel
olarak gosterilmistir.
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4.1.3. U20S ve HUVEC hiicre soylarnnda MALAT!’in kath degisim ifade
sonuclari

Sekil 4.3’ te MALAT1 IncRNA’smin ifade diizeyi, U20S hiicre hatt1 ile HUVEC
hattinda birbirine gore kiyaslanmasi gosterilmistir. Grafikte 2" formiiline gore
hesaplanan katli degisim miktarlar1 soyledir: MiR-15a i¢in U20S hiicre hattinda 0,59 iken,
HUVEC hiicre hattinda 0,14, miR-150 i¢in U20S hiicre hattinda 0,34 iken, HUVEC hiicre
hattinda 3,01, miR-503 U20S hiicre hattinda 0,51 iken, HUVEC hiicre hattinda 0,37 olarak

bulunmustur.
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Sekil 4.3. MALAT1’in ifadesel degeri U20S hiicre soyu ile HUVEC hiicre soyu miR-503-
5p, miR-150-5p ve miR-15a-5p’nin hesaplanan katli oran degisim grafiksel olarak
gosterilmistir.
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4.2. Hiicre soylarinda MYB geninin ifade analiz Sonuclan

Hiicre soyuna mimik miRNA‘lar aktarilip 48 saat sonra hiicreler kaldirilip total RNA
izolasyonu gerceklestirilmistir. Elde edilen RNA’lardan cDNA’ya elde edilmis, kalite ve
miktar tayini yapilmistir. Daha sonra bu yogunluklar ifade analizi 6ncesi 50 ng/ul’ye

cekilmistir.

Bu hiicre hatlarinda miR-150-5p, miR-15a-5p ve miR-503-5p ifade sonuglar1 gergcek
zamanlt PCR yoOntemiyle oOl¢iilmiistiir. miR-150-5p, miR-15a-5p ve miR-503-5p

ifadelerinin normalizasyonu yapilirken hamarat gen olarak GAPDH kullanilmistir.

4.2.1. A549 ve BEAS-2B hiicre soylarinda B-MYB genin kath degisim ifade
sonuclari

Sekil 4.4’ de B-MYB genin ifade diizeyi, A549 hiicre hatt1 ile BEAS-2B hattinda
birbirine gére kiyaslanmasi gosterilmistir. Grafikte 2" formiiliine gore hesaplanan katl
degisim miktarlar1 sdyledir: MiR-15a i¢in A549 hiicre hattinda 0,6 iken, BEAS-2B hiicre
hattinda 0,6, miR-150 i¢in A549 hiicre hattinda 4,14 iken BEAS-2B hiicre hattinda 0,6,
miR-503 i¢in AS549 hiicre hattinda 0,13 iken BEAS-2B hiicre hattinda 19,8 olarak

bulunmustur.
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Sekil 4.4. B-MYB genin ifadesel degeri A459 hiicre soyu ile BEAS-2B hiicre soyu miR-
503-5p, miR-150-5p ve miR-15a-5p’nin hesaplanan katli oran degisim grafiksel olarak
gosterilmistir.

4.2.2. MCF-7 ve HTERT-HMEL1 hiicre soylarinda B-MYB genin kath degisim
ifade sonuclar

Sekil 4.5° de B-MYB genin ifade diizeyi, MCF-7 hiicre hatt1 ile HTERT-HMEI

hattinda birbirine gore kiyaslanmasi gosterilmistir. Grafikte 2" formiiline gore
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hesaplanan kath degisim miktarlar1 soyledir: MiR-15a i¢in MCF-7 hiicre hattinda 0,15 iken,
HTERT-HMEI1 hiicre hattinda 0,50, miR-150 i¢cin MCF-7 hiicre hattinda 0,95 iken,
HTERT-HMEI hiicre hattinda 0,43, miR-503 MCF-7 hiicre hattinda 0,06 iken, HTERT-
HMEI1 hiicre hattinda 3,48 olarak bulunmustur.
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Sekil 4.5. B-MYB genin ifadesel degeri MCF-7 hiicre soyu ile HTERT-HMEI] hiicre soyu
miR-503-5p, miR-150-5p ve miR-15a-5p’nin hesaplanan katli oran degisim grafiksel
olarak gosterilmistir.

4.2.3. U20S ve HUVEC hiicre soylarinda B-MYB genin kath degisim ifade
sonuclari

Sekil 4.6° da B-MYB genin ifade diizeyi, U20S hiicre hatt1 ile HUVEC hattinda
birbirine gére kiyaslanmasi gosterilmistir. Grafikte 2" formiiliilne gore hesaplanan katl
degisim miktarlar1 soyledir: MiR-15a i¢in U20S hiicre hattinda 0,93 iken, HUVEC hiicre
hattinda 0,27, miR-150 i¢in U20S hiicre hattinda 0,45 iken, HUVEC hiicre hattinda 5,46,
miR-503 U20S hiicre hattinda 54,5 iken, HUVEC hiicre hattinda 0,49 olarak bulunmustur.
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Sekil 4.6. B-MYB genin ifadesel degeri U20S hiicre soyu ile HUVEC hiicre soyu miR-
503-5p, miR-150-5p ve miR-15a-5p’nin hesaplanan katli oran degisim grafiksel olarak
gosterilmistir.
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4.3. Akim (Flow) Sitometride Apaptozis ve Hiice Dongiisii Analiz Sonuclar

Kanser ve normal hiicre hatlarma mimik miRNA’lar aktarilip 48 saat sonra hiicreler
kaldirildi. Hiicre apoptozisi Annexin V ve 7AAD igeren kit kullanilarak iiretici firmanin
(Becton Dickinson, Pharmingen, UK) presedorii esas alinarak ¢alisildi. Apoptotik
hiicrelerle nekrotik hiicreleri ayirmak i¢in, hiicreler Annexin V (yesil floresan) ve 7AAD

(kirmizi floresan) ile ayn1 anda boyanma islemi yapildi.

Hiicre dongiisii icin BD Cycletest™ Plus DNA Reagent kiti ( biosciences, Almanya)
kullanmildi. Kitin ¢aligma proseddrii baz alinarak hiicreler flow sitometri de okutmak i¢in

hazir hale getirildi.

Hiicre siispansiyonlar1 karanlikta buz tstiinde 15 dk inkiibe edilecek, daha sonra
Becton-Coulter tipi akim (flow) sitometre ile degerlendirildi. Hiicreler Navious Software

programu ile okutuldu, kaluza (analysis) analiz programi ile degerlendirildi.

4.3.1. A549 ve BEAS-2B hiicre soylarina negatif kontrol mimik (nc) verildiginde
elde edilen verilerin apoptozis analiz sonuclari

Sekil 4.7’de A549 ve BEAS -2B hiicre soylarmma negatif kontrol mimik (NC)
verildiginde elde edilen apoptozis analiz sonuclar1 grafiksel olarak gosterilmistir. Kaluza
analiz programma gore elde edilen verilerin degisim oranlar1 soyledir: BEAS-2B hiicre
hattinda canli hiicreler % 37,94, erken apoptosiz %11,06, ge¢ apoptozise giden hiicreler
%32,96, A549 hiicre hattinda canli hiicreler % 27,82 erken apoptosiz %12,11, ge¢

apoptozise giden hiicreler %45,88 oraninda hesaplanmaistir.

BEAS-2B AS49
[A] ANNEXIN V PE / T AAD PerCP [A] ANMEXIM V PE / T AAD PerCP
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Sekil 4.7. A549 ve BEAS-2B hiicre soylarma negatif kontrol (NC) mimik verildiginde;
Apoptozise giden ve canli hiicrelerin yiizde grafiksel gosterimi.

41



4.3.2. A549 ve BEAS-2B hiicre hatlarina miR-503-5p mimik (miR-503)
verildiginde elde edilen verilerin Apoptozis analiz sonuclar

Sekil 4.8°de A549 ve BEAS -2B hiicre soylarina miR-503-5p mimik verildiginde
elde edilen apoptozis analiz sonuglar1 grafiksel olarak gosterilmistir. Kaluza analiz
programina gore elde edilen verilerin degisim oranlar1 sdyledir: BEAS-2B hiicre hattinda
canli hiicreler % 52.23, erken apoptosiz % 6,15, ge¢ apoptozise giden hiicreler %30,10,
A549 hiicre hattinda canli hiicreler % 20,95 erken apoptosiz %13,77 ge¢ apoptozise giden
hiicreler % 55,18 oraninda hesaplanmstir.

BEAS-2B AS49
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Sekil 4.8. A549 ve BEAS-2B hiicre soylarina miR-503-5p verildiginde; Apoptozise giden
ve canli hiicrelerin ylizde grafiksel gdsterimi.

4.3.3. A549 ve BEAS-2B hiicre hatlarina miR-150-5p mimik (miR-150)
verildiginde elde edilen verilerin Apoptozis analiz sonu¢lar

Sekil 4.9’ da A549 ve BEAS -2B hiicre soylarina miR-150-5p mimik verildiginde
elde edilen apoptozis analiz sonuglar1 grafiksel olarak gosterilmistir. Kaluza analiz
programina gore elde edilen verilerin degisim oranlar1 soyledir: BEAS-2B hiicre hattinda
canli hiicreler % 31,92, erken apoptosiz % 13,07, gec¢ apoptozise giden hiicreler % 35,37,
A549 hiicre hattinda canli hiicreler % 23,83 erken apoptosiz %11.23 ge¢ apoptozise giden

hiicreler % 55,12 oraninda hesaplanmaistir.
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Sekil 4.9. A549 ve BEAS-2B hiicre soylarina miR-150-5p verildiginde; Apoptozise giden
ve canli hiicrelerin ylizde grafiksel gdsterimi.

4.3.4. A549 ve BEAS-2B hiicre hatlarina miR-15a-5p mimik (miR-15a)
verildiginde elde edilen verilerin Apoptozis analiz sonuclan

Sekil 4.10°da A549 ve BEAS -2B hiicre soylarina miR-15a-5p mimik verildiginde

elde edilen apoptozis analiz sonuglar1 grafiksel olarak gosterilmistir. Kaluza analiz

programina gore elde edilen verilerin degisim oranlar1 sdyledir: BEAS-2B hiicre hattinda

canli hiicreler % 37,94, erken apoptosiz % 11,06, ge¢ apoptozise giden hiicreler % 32,96,

A549 hiicre hattinda canli hiicreler % 27,82 erken apoptosiz % 12,11 gec apoptozise giden

hiicreler % 45,88 oraninda hesaplanmustir.
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Sekil 4.10. A549 ve BEAS-2B hiicre soylaria miR-15a-5p verildiginde; Apoptozise giden
ve canli hiicrelerin ylizde grafiksel gosterimi.
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4.3.5. MCF-7 ve HTERT-HMEI1 hiicre soylarina negatif kontrol mimik (nc)
verildiginde elde edilen verilerin apoptozis analiz sonu¢larn

Sekil 4.11°de MCF-7 ve HTERT-HMEI hiicre soylarina negatif kontrol mimik (NC)
verildiginde elde edilen apoptozis analiz sonuclar1 grafiksel olarak gosterilmistir. Kaluza
analiz programma gore elde edilen verilerin degisim oranlar1 soyledir HTERT-HMEI
hiicre hattinda canli hiicreler % 39,59, erken apoptosiz % 0,98, ge¢ apoptozise giden
hiicreler % 4,42, MCF-7 hiicre hattinda canli hiicreler % 90,34 erken apoptosiz % 0,80, ge¢
apoptozise giden hiicreler % 1,74 oraninda hesaplanmistir
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Sekil 4.11. MCF-7 ve HTERT-HMEI1 hiicre soylarmna negatif kontrol mimik verildiginde;
Apoptozise giden ve canli hiicrelerin ylizde grafiksel gosterimi.

4.3.6. MCF-7 ve HTERT-HMET1 hiicre soylarina miR-503-5p mimik verildiginde
elde edilen verilerin apoptozis analiz sonuclar

Sekil 4.12°de MCF-7 ve HTERT-HMEI hiicre soylarma miR-503-5p mimik
verildiginde elde edilen apoptozis analiz sonuclar1 grafiksel olarak gosterilmistir. Kaluza
analiz programma gore elde edilen verilerin degisim oranlar1 soyledir HTERT-HMEI
hiicre hattinda canli hiicreler % 39,59, erken apoptosiz % 0,98, ge¢ apoptozise giden
hiicreler % 4,42, MCF-7 hiicre hattinda canli hiicreler % 90,34 erken apoptosiz % 0,80, gec
apoptozise giden hiicreler % 1,74 oraninda hesaplanmistir.
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Sekil 4.12. MCF-7 ve HTERT-HMEI hiicre soylarma miR-503-5p verildiginde;
Apoptozise giden ve canli hiicrelerin yiizde grafiksel gosterimi.

4.3.7. MCF-7 ve HTERT-HME]1 hiicre soylarina miR-150-5p mimik verildiginde
elde edilen verilerin apoptozis analiz sonuclar

Sekil 4.13’te MCF-7 ve HTERT-HMEI hiicre soylarina miR-150-5p mimik
verildiginde elde edilen apoptozis analiz sonuclar1 grafiksel olarak gosterilmistir. Kaluza
analiz programina gore elde edilen verilerin degisim oranlar1 soyledir HTERT-HME1
hiicre hattinda canli hiicreler % 55,80, erken apoptosiz % 1,83, ge¢ apoptozise giden
hiicreler % 2,5, MCF-7 hiicre hattinda canli hiicreler % 93,20 erken apoptosiz % 0,41, gec
apoptozise giden hiicreler % 0,41 oraninda hesaplanmistir.
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Sekil 4.13. MCF-7 ve HTERT-HMEI hiicre soylarma miR-150-5p verildiginde;
Apoptozise giden ve canli hiicrelerin yilizde grafiksel gosterimi.
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4.3.8. MCF-7 ve HTERT-HMET1 hiicre soylarina miR-15a-5p mimik verildiginde
elde edilen verilerin apoptozis analiz sonuclar

Sekil 4.14’te MCF-7 ve HTERT-HMEI hiicre soylarma miR-15a-5p mimik
verildiginde elde edilen apoptozis analiz sonuclar1 grafiksel olarak gosterilmistir. Kaluza
analiz programma gore elde edilen verilerin degisim oranlar1 soyledir HTERT-HMEI
hiicre hattinda canli hiicreler % 50,86, erken apoptosiz % 1,31, ge¢ apoptozise giden
hiicreler % 1,91, MCF-7 hiicre hattinda canli hiicreler % 92,49 erken apoptosiz % 0,12, gec
apoptozise giden hiicreler % 0,46 oraninda hesaplanmistir.
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Sekil 4.14. MCF-7 ve HTERT-HMEI1 hiicre soylarina miR-15a-5p verildiginde;
Apoptozise giden ve canli hiicrelerin ylizde grafiksel gosterimi.

4.3.9. U20S ve HUVEC hiicre soylarina negatif kontrol mimik (nc) verildiginde
elde edilen verilerin apoptozis analiz sonuclar

Sekil 4.15’te U20S ve HUVEChiicre soylarina negatif kontrol mimik (NC)
verildiginde elde edilen apoptozis analiz sonuclar1 grafiksel olarak gosterilmistir. Kaluza
analiz programima gore elde edilen verilerin degisim oranlar1 sdoyledir HUVEC hiicre
hattinda canli hiicreler % 61,27, erken apoptosiz % 0,86, ge¢ apoptozise giden hiicreler %
0,21, U20S hiicre hattinda canli hiicreler % 48,81 erken apoptosiz % 0,35, ge¢ apoptozise
giden hiicreler % 1,13 oraninda hesaplanmistir.
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Sekil 4.15. U20S ve HUVEC hiicre soylarma negatif kontrol mimik verildiginde;
Apoptozise giden ve canli hiicrelerin yilizde grafiksel gosterimi.

4.3.10. U20S ve HUVEC hiicre soylarina miR-503-5p mimik verildiginde elde
edilen verilerin apoptozis analiz sonuc¢lar

Sekil 4.16> da U20S ve HUVEC hiicre soylarina miR-503-5pmimik verildiginde
elde edilen apoptozis analiz sonuglar1 grafiksel olarak gosterilmistir. Kaluza analiz
programina gore elde edilen verilerin degisim oranlar1 soyledir HUVEC hiicre hattinda
canl hiicreler % 89,79, erken apoptosiz % 0,66, gec apoptozise giden hiicreler % 0,67,
U20S hiicre hattinda canli hiicreler % 45,37 erken apoptosiz % 0,86, ge¢ apoptozise giden
hiicreler % 1,29 oraninda hesaplanmustir.
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Sekil 4.16. U20S ve HUVEC hiicre soylarina miR-503-5pmimik verildiginde; Apoptozise

giden ve canli hiicrelerin yiizde grafiksel gosterimi.

4.3.11. U20S ve HUVEC hiicre soylarina miR-150-5p mimik verildiginde elde
edilen verilerin apoptozis analiz sonuc¢lar

Sekil 4.17°de U20S ve HUVEChiicre soylarina miR-150-5pmimik verildiginde elde
edilen apoptozis analiz sonuglar1 grafiksel olarak gosterilmistir. Kaluza analiz programina
gore elde edilen verilerin degisim oranlar1 soyledir HUVEC hiicre hattinda canli hiicreler
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% 81,47, erken apoptosiz % 3,42, gec apoptozise giden hiicreler % 0,75, U20S hiicre
hattinda canli hiicreler % 57,64 erken apoptosiz % 4,56, ge¢ apoptozise giden hiicreler %

3,92 oraninda hesaplanmistir.
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Sekil 4.17. U20S ve HUVEC hiicre soylarina miR-150-5pmimik verildiginde; Apoptozise
giden ve canli hiicrelerin yiizde grafiksel gosterimi.

4.3.12. U20S ve HUVEC hiicre soylarina miR-15a-5p mimik verildiginde elde

edilen verilerin apoptozis analiz sonug¢lar

Sekil 4.18’de U20S ve HUVEC hiicre soylarma miR-15a-5pmimik verildiginde elde
edilen apoptozis analiz sonuglar1 grafiksel olarak gosterilmistir. Kaluza analiz programina
gore elde edilen verilerin degisim oranlar1 soyledir HUVEC hiicre hattinda canli hiicreler
% 77,87, erken apoptosiz % 3,87, gec apoptozise giden hiicreler % 0,86, U20S hiicre
hattinda canli hiicreler % 55,53 erken apoptosiz % 6,05, ge¢ apoptozise giden hiicreler %

4,72 oraninda hesaplanmistir.
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Sekil 4.18. U20S ve HUVEC hiicre soylarma miR-15a-5pmimik verildiginde; Apoptozise
giden ve canli hiicrelerin yiizde grafiksel gdsterimi.
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4.4.1. A549 ve BEAS-2B hiicre hatlarina serum fizyolojik, negatif kontrol, miR-
503-5p, miR-150-5p ve miR-15a-5p mimikleri verildiginde elde edilen verilerin hiicre

dongiisii analiz sonuclarn

Sekil 4.19°da A549 ve BEAS-2B hiicre hatlarina serum fizyolojik, negatif kontrol,

miR-503-5p, miR-150-5p ve miR-15a-5p mimikleri verildiginde elde edilen verilerin hiicre

dongiisii analiz sonuglarigrafiksel olarak gosterilmistir. Kaluza analiz programina gore elde

edilen veriler Tablo 4.1° de gdsterilmistir.
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Sekil 4.19. A549 ve BEAS-2B hiicre hatlarina serum fizyolojik, negatif kontrol, miR-503-
5p, miR-150-5p ve miR-15a-5p mimikleri verildiginde elde edilen verilerin hiicre dongiisii

analiz sonuglar1 grafiksel gosterimi.
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Tablo 4.1. A549 ve BEAS-2B hiicre hatlarina serum fizyolojik, negatif kontrol, miR-503-
5p, miR-150-5p ve miR-15a-5p mimikleri verildiginde G1/S, G2/M seviyeleri

A549-SF 77,79 10,38
A549-NC 70,55 11,33
A549-miR-503 78,47 13,33
A549- miR-150 72,35 14,17
A549- miR-150a 77,94 11,95
BEAS-2B-SF 54,00 23,76
BEAS-2B -NC 52,89 27,43
BEAS-2B -miR-503 51,60 25,25
BEAS-2B - miR-150 52,56 26,86
BEAS-2B - miR-150a 49,99 30,45

4.4.2. MCF-7 ve HTERT-HME1 hiicre hatlarina serum fizyolojik, negatif
kontrol, miR-503-5p, miR-150-5p ve miR-15a-5p mimikleri verildiginde elde edilen
verilerin hiicre dongiisii analiz sonuc¢lari

Sekil 4.20°de MCF-7 ve HTERT-HME lhiicre hatlarina serum fizyolojik, negatif
kontrol, miR-503-5p, miR-150-5p ve miR-15a-5p mimikleri verildiginde elde edilen
verilerin hiicre dongiisii analiz sonuglar1 grafiksel olarak gosterilmistir. Kaluza analiz

programina gore elde edilen veriler Tablo 4.2” de gosterilmistir.
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Sekil 4.20. MCF-7 ve HTERT-HMEI hiicre hatlarma serum fizyolojik, negatif kontrol,
miR-503-5p, miR-150-5p ve miR-15a-5p mimikleri verildiginde elde edilen verilerin hiicre
dongiisli analiz sonuglar1 grafiksel gosterimi.

Tablo 4.1. MCF-7 ve HTERT-HMEI hiicre hatlarina serum fizyolojik, negatif kontrol,
miR-503-5p, miR-150-5p ve miR-15a-5p mimikleri verildiginde G1/S, G2/M seviyeleri

MCF-7-SF 63,36 15,05
MCEF-7-NC 63,33 16,57
MCF-7-miR-503 53,91 11,87
MCF-7- miR-150 53,35 17,12
MCF-7- miR-150a 60,83 13,19
HTERT-HME]1-SF 67,15 20,62
HTERT-HME1-NC 64,81 22,44
HTERT-HME1-miR-503 66,23 20,56
HTERT-HMEI1- miR-150 73,62 23,05
HTERT-HME1- miR-150a 67,89 21,14
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4.4.3. U20S ve HUVEC hiicre hatlarina serum fizyolojik, negatif kontrol, miR-
503-5p, miR-150-5p ve miR-15a-5p mimikleri verildiginde elde edilen verilerin hiicre

dongiisii analiz sonuclarn
Sekil 4.21°de U20S ve HUVEC hiicre hatlarina serum fizyolojik, negatif kontrol,
miR-503-5p, miR-150-5p ve miR-15a-5p mimikleri verildiginde elde edilen verilerin hiicre

dongiisii analiz sonuglarigrafiksel olarak gosterilmistir. Kaluza analiz programina gore elde

edilen veriler Tablo 4.3’ te gosterilmistir.
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Sekil 4.21. U20S ve HUVEC hiicre hatlarina serum fizyolojik, negatif kontrol, miR-503-

5p, miR-150-5p ve miR-15a-5p mimikleri verildiginde elde edilen verilerin hiicre dongiisii
analiz sonuglar1 grafiksel gosterimi.
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Tablo 4.3. MCF-7 ve HTERT-HMEI hiicre hatlarina serum fizyolojik, negatif kontrol,
miR-503-5p, miR-150-5p ve miR-15a-5p mimikleri verildiginde G1/S, G2/M seviyeleri

U20S-SF 76,67 12,71
U20S -NC 66,60 18,16
U20S -miR-503 71,40 17,30
U20S - miR-150 66,48 22,62
U20S - miR-150a 68,27 18,88
HUVEC-SF 74,55 17,49
HUVEC -NC 67,31 17,94
HUVEC -miR-503 83,38 7,03

HUVEC - miR-150 81,90 6,81

HUVEC - miR-150a 82,92 8,13

4.5.1. A549 ve BEAS-2B hiicre hatlarinda gruplar aras1 GPx aktiviteleri

Negatif kontrol mimik ve serum fizyolojik kontrol amacl kullanilmigtir. Diger
gruplar arasindaki anlamli fark bulunmustur. MiR-503 i¢in p=0,003, miR-150 ig¢in
p=0,002 ve miR-150 i¢in p=0,003 bulunmustur. Her test i¢in P<0,05 istatistiksel olarak
anlamli kabul edildi.
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Sekil 4.22. A549 ve BEAS-2B hiicre hatlarinda gruplar aras1t GPx diizeyleri

4.5.2. MCF-7 ve HTERT-HMET1 hiicre hatlarinda gruplar aras1 GPx aktiviteleri

Negatif kontrol mimik ve serum fizyolojik kontrol amacli kullanilmistir. Diger
gruplar arasidaki anlamli fark bulunmusgtur. MiR-503 i¢in p=0,001, miR-150 i¢in p=0,001
ve miR-150 i¢in p=0,001 bulunmustur. Her test i¢in P<0,05 istatistiksel olarak anlamli
kabul edildi.
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Sekil 4.23. MCF-7 ve HTERT-HMEI hiicre hatlarinda gruplar aras1 GPx diizeyleri

4.5.3. U20S ve HUVEC hiicre hatlarinda gruplar aras1 GPx aktiviteleri

Negatif kontrol mimik ve serum fizyolojik kontrol amacgli kullanilmistir. Diger
gruplar arasindaki anlamli fark bulunurken MiR-503 i¢in anlamli fark bulunmamuistir.
MiR-503 i¢in p=0,31, miR-150 i¢in p=0,001 ve miR-150 i¢in p=0,001 bulunmustur. Her
test i¢cin P<0,05 istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.
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Sekil 4.24. U20S ve HUVEC hiicre hatlarinda gruplar aras1 GPx aktiviteleri diizeyleri

4.5.4. A549 ve BEAS-2B hiicre hatlarinda gruplar aras1 SOD aktiviteleri

Negatif kontrol mimik ve serum fizyolojik kontrol amacli kullanilmistir. Diger
gruplar arasindaki anlamli fark bulunmusgtur. MiR-503 i¢in p=0,001, miR-150 i¢in p=0,001
ve miR-150 i¢in p=0,001 bulunmustur. Her test i¢in P<0,05 istatistiksel olarak anlamli
kabul edildi.

54



SOD w'ml
12 1
1011
10
.32
; 786
B 544
e 5.20 H BEAS-2B
H AS49
4 o =
241
2 -
D . .
& R e
NC SF o8 N &
g & &

Sekil 4.25. A549 ve BEAS-2B hiicre hatlarinda gruplar aras1 SOD diizeyleri

4.5.5. MCF-7 ve HTERT-HMEL1 hiicre hatlarinda gruplar aras1 SOD aktiviteleri

Negatif kontrol mimik ve serum fizyolojik kontrol amacgli kullanilmistir. Diger
gruplar arasindaki anlamli fark bulunmustur. MiR-503 i¢in p=0,002, miR-150 i¢in p=0,002
ve miR-150 i¢in p=0,002 bulunmustur. Her test i¢in P<0,05 istatistiksel olarak anlamli
kabul edildi.
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Sekil 4.26. MCF-7 ve HTERT-HMEI1 hiicre hatlarinda gruplar aras1t SOD diizeyleri

4.5.6. U20S ve HUVEC hiicre hatlarinda gruplar aras1 SOD aktiviteleri

Negatif kontrol mimik ve serum fizyolojik kontrol amacli kullanilmistir. Diger
gruplar arasindaki anlamli fark bulunmustur. MiR-503 i¢in p=0,002, miR-150 i¢in p=0,002

ve miR-150 i¢in p=0,002 bulunmustur. Her test i¢in P<0,05 istatistiksel olarak anlamli
kabul edildi.
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Sekil 4.27.U20S ve HUVEC hiicre hatlarinda gruplar arasi1 SOD diizeyleri

4.5.7. A549 ve BEAS-2B hiicre hatlarinda gruplar aras1 CAT aktiviteleri

Negatif kontrol mimik ve serum fizyolojik kontrol amac¢li kullanilmistir. Diger
gruplar arasindaki anlamli fark bulunurken miR-503 i¢in anlamli fark bulunmamaistir. MiR-
503 i¢in p=1, miR-150 i¢in p=0,001 ve miR-15a i¢in p=0,001 bulunmustur. Her test i¢in
P<0,05 istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.
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Sekil 4.28. A549 ve BEAS-2B hiicre hatlarinda gruplar arasi CAT diizeyleri

4.5.8. MCF-7 ve HTERT-HMEI] hiicre hatlarinda gruplar aras1 CAT aktiviteleri

Negatif kontrol mimik ve serum fizyolojik kontrol amacgli kullanilmistir. Diger
gruplar arasindaki anlamli fark bulunmustur. MiR-503 i¢in p=0,003, miR-150 i¢in p=0,003
ve miR-150 i¢in p=0,003 bulunmustur. Her test icin P<0,05 istatistiksel olarak anlamli
kabul edildi.

56



CAT u'ml

B CRL-4010
B MCF-7

Sekil 4.29. MCF-7 ve HTERT-HMEI hiicre hatlarinda gruplar aras1t CAT diizeyleri

4.5.9. U20S ve HUVEC hiicre hatlarinda gruplar aras1 CAT aktiviteleri

Negatif kontrol mimik ve serum fizyolojik kontrol amac¢l kullanilmistir. Diger
gruplar arasindaki anlamli fark bulunmustur. MiR-503 i¢in p=0,003, miR-150 i¢in p=0,003
ve miR-150 i¢in p=0,003 bulunmustur. Her test i¢in P<0,05 istatistiksel olarak anlamli
kabul edildi.
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Sekil 4.30.U20S ve HUVEC hiicre hatlarinda gruplar arasi CAT diizeyleri

4.5.10. A549 ve BEAS-2B hiicre hatlarinda gruplar aras1t MDA aktiviteleri

Negatif kontrol mimik ve serum fizyolojik kontrol amacgli kullanilmistir. Diger
gruplar arasindaki anlamli fark bulunurken miR-15a i¢in anlamli fark bulunmamaistir. MiR-
503 i¢in p=0,003, miR-150 i¢in p=0,003 ve miR-15a i¢in p=0,083 bulunmustur. Her test
icin P<0,05 istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.
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Sekil 4.31.A549 ve BEAS-2B hiicre hatlarinda gruplar aras1t MDA diizeyleri

4.5.11. MCF-7 ve HTERT-HMEI1 hiicre hatlarinda gruplar arasi MDA

aktiviteleri

Negatif kontrol mimik ve serum fizyolojik kontrol amac¢li kullanilmistir. Diger
gruplar arasindaki anlamli fark bulunmustur. MiR-503 i¢in p=0,003, miR-150 i¢in p=0,003
ve miR-150 i¢in p=0,003 bulunmustur. Her test i¢in P<0,05 istatistiksel olarak anlamli

kabul edildi.
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Sekil 4.32. MCF-7 ve HTERT-HMEI hiicre hatlarinda gruplar arast MDA diizeyleri

4.5.12. U20S ve HUVEC hiicre hatlarinda gruplar aras1t MDA aktiviteleri

Negatif kontrol mimik ve serum fizyolojik kontrol amacli kullanilmistir. Diger
gruplar arasindaki anlamli fark bulunmustur. MiR-503 i¢in p=0,003, miR-150 i¢in p=0,003
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ve miR-150 i¢in p=0,003 bulunmustur. Her test i¢in P<0,05 istatistiksel olarak anlamli

kabul edildi.
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Sekil 4.33. U20S ve HUVEC hiicre hatlarinda gruplar aras1t MDA diizeyleri

4.5.13. A549 ve BEAS-2B hiicre hatlarinda gruplar aras1t MPO aktiviteleri

Negatif kontrol mimik ve serum fizyolojik kontrol amacli kullanilmistir. Diger
gruplar arasindaki anlamli fark bulunurken miR-150 i¢in anlamli fark bulunmamaistir. MiR-
503 i¢in p=0,003, miR-150 i¢gin p=1 ve miR-15a i¢in p=0,003 bulunmustur. Her test i¢in

P<0,05 istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.
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Sekil 4.34. A549 ve BEAS-2B hiicre hatlarinda gruplar aras1t MPO diizeyleri

4.5.14. MCF-7 ve HTERT-HME1 hiicre hatlarinda gruplar arasi MPO

aktiviteleri

Negatif kontrol mimik ve serum fizyolojik kontrol amacli kullanilmistir. Diger
gruplar arasindaki anlamli fark bulunurken miR-150 i¢in anlamli fark bulunmamaistir. MiR-
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503 i¢in p=0,003, miR-150 i¢in p=1 ve miR-15a i¢in p=0,003 bulunmustur. Her test i¢in
P<0,05 istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.
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Sekil 4.35. MCF-7 ve HTERT-HMEI hiicre hatlarinda gruplar aras1 MPO diizeyleri

4.5.15. U20S ve HUVEC hiicre hatlarinda gruplar aras1 MPO aktiviteleri

Negatif kontrol mimik ve serum fizyolojik kontrol amac¢li kullanilmistir. Diger
gruplar arasindaki anlamli fark bulunmustur. MiR-503 i¢in p=0,003, miR-150 i¢in p=0,003
ve miR-150 i¢in p=0,003 bulunmustur. Her test i¢in P<0,05 istatistiksel olarak anlamli

kabul edildi.
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Sekil 4.36. U20S ve HUVEC hiicre hatlarinda gruplar aras1t MPO diizeyleri

4.5.16. A549 ve BEAS-2B hiicre hatlarinda gruplar arasi NO aktiviteleri

Negatif kontrol mimik ve serum fizyolojik kontrol amac¢li kullanilmistir. Diger
gruplar arasindaki anlamli fark bulunmustur. MiR-503 i¢in p=0,003, miR-150 i¢in p=0,003
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ve miR-150 i¢in p=0,003 bulunmustur. Her test i¢in P<0,05 istatistiksel olarak anlamli
kabul edildi.
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Sekil 4.37. A549 ve BEAS-2B hiicre hatlarinda gruplar aras1 NO diizeyleri

4.5.17. MCF-7 ve HTERT-HMET1 hiicre hatlarinda gruplar aras1 NO aktiviteleri

Negatif kontrol mimik ve serum fizyolojik kontrol amacli kullanilmistir. Diger
gruplar arasindaki anlamli fark bulunmustur. MiR-503 i¢in p=0,003, miR-150 i¢in p=0,003
ve miR-150 i¢in p=0,003 bulunmustur. Her test i¢in P<0,05 istatistiksel olarak anlamli
kabul edildi.
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Sekil 4.38. MCF-7 ve HTERT-HMEI hiicre hatlarinda gruplar aras1 NO diizeyleri
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4.5.18. U20S ve HUVEC hiicre hatlarinda gruplar aras1 NO aktiviteleri

Negatif kontrol mimik ve serum fizyolojik kontrol amacli kullanilmistir. Diger
gruplar arasindaki anlamli fark bulunmustur. MiR-503 i¢in p=0,003, miR-150 i¢in p=0,003
ve miR-150 i¢in p=0,003 bulunmustur. Her test i¢in P<0,05 istatistiksel olarak anlamli
kabul edildi.
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Sekil 4.39. U20S ve HUVEC hiicre hatlarinda gruplar arasi NO diizeyleri

4.5.19. A549 ve BEAS-2B hiicre hatlarinda gruplar arasi Prolidaz aktiviteleri

Negatif kontrol mimik ve serum fizyolojik kontrol amagli kullanilmistir. Diger
gruplar arasindaki anlamli fark bulunmustur. MiR-503 i¢in p=0,003, miR-150 i¢in p=0,003
ve miR-150 i¢in p=0,003 bulunmustur. Her test i¢in P<0,05 istatistiksel olarak anlamli
kabul edildi.
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Sekil 4.40. A549 ve BEAS-2B hiicre hatlarinda gruplar arasi Prolidaz diizeyleri
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5.TARTISMA

Son onbes yilda da kisa bir siirede genomda kodlamayan uzun kodlamayan
RNA’larmn transkript ekspresiyonlarin profil analizleri yapilmaya baslandi.(1) GENCODE,
insan genomunda 15.000 ile 60.000 IncRNA varoldugu ve bunlarin ¢ogunun kotii bir
bi¢imde korunduguna dair agiklamalar yapmistir. XIST, PVTI1, MIAT, NEAT1, MALAT1
ve OIP5- AS gibi IncRNA genleri, rasgele secilen genomik bdlgelere kiyasla daha yiiksek
dizi korumas: sergilemektedir; bu, konumlandirilmis koruma ve ayni zamanda promotor
bolgelerinin  korunmasi, ekleme yerleri veya transkripsiyon hareketinin kendisini
icermektedir (2.3). IncRNA'larin biyolojik ©6nemi, birkag¢ IncRNA'nin silinmesiyle
gelisimsel kusurlarin ve Olimlerin meydana geldigi bir fare knockout calismasinda

kanitlanmastir (1).

Solid tiimorlerde, IncRNA’lar hayatta kalma, go¢ etme, 6liime direng gostermesi,
anjiyogenez yapmasi ve proliferasyon gibi gibi kanser tiin karakteristik oOzelliklerine
katkida bulundugu tespit edilmistir. Lnc MALATI dogrudan veya dolayli olarak gen
ekspresiyonun diizenlenmesi miikemmel bir 6rnegi temsil eder. MALATI1 her yerde
bulunan ve yiiksek miktarda ifade edilen 8000 nt uzunlugunda IncRNA’dir. MALATI1
akciger kanserinde metastazik ve bir¢ok tiimoriin diizenlemesinde prognostik biyobelirteg
olarak kesfedilmistir. Ancak tiimorlerde transkripsiyonel diizenleme mekanizmasi hala
acikliga kavusturulamamistir (91). MALATI1 alternatif u¢ uca ekleme faktorlerini
diizenleyerek B-MYB ile dogrudan etkilesime girerek hiicre dongilisiinde G2/M’de
proliferasyonu diizenler. MiRNA’lar, 6zgiil genleri, protein kodlayan genleri ve uzun
kodlamayan genleri dogrudan hedefleyerek gen ifadesini degistirebilirler. Buna bagh

olarak gen ifadesinde meydana gelen degisiklik fenotipide yansir.

Yaptigimiz calismada, MALAT1 hedefleyen miRNA’lar1 se¢ildi MiRNA’lar, 6zgiil
genleri, protein kodlayan genleri ve uzun kodlamayan genleri hedefleylebilir farkli kanser
hiicre hatlarinda ve bu kanser hiicre hatlarin konntrol amagli olarak normal hiicre
hatlarinda, proliferasyona, hiicre 6liimiine olan potansiyel etkisini inceledik. Literatiir ve
miRNA-IncRNA data veri tabam taranarak miR-150, miR-15a ve miR-503’larla MALAT1
hedefleyen uygun mikro RNA’lar oldugu i¢in ¢alismada bu mikro RNA’lar kullanilmistir.

Yaptigimiz ¢alismada miR-150, miR-15a ve miR-503’larla MALATI1’1

hedefleyerek akciger kanseri, meme kanseri ve kemik kanser hiicre hatlarinda MALAT1’in
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ve B-MYB geninin ekspresiyonu, proliferasyonu apoptozis ve oksidan-antioksidan, nitrik

oksit ve prolidaz seviyelerine bakild1.

A549 ve BEAS-2B hiicre hatlarinda MALAT 1 in ifadesi en iyi baskilayan miR-503
oldugu, diger iki mikro RNA ise MALAT1 in ifadesini artirmistir. B-MYB genin ifadesine
bakildiginda, benzer sonuglar elde edildigi ve bu sonug¢lar MALATI1’in B-MYB geni
Akciger kanserinde ayni yonde iligkili oldugunu gosterir. Bu hiicre hatlarinda apoptosiz
sevilerine bakildiginda, A549 hiicre hattinin BEAS-2B hiicre hattina gore daha fazla
apoptozise gitmistir. En fazla degisim miR-503 mikro RNA’nin verildigi hiicrelerde
olmustur. Proliferasiyona seviyelerine bakildiginda, BEAS-2B hiicre hattinin A549 hiicre
hattina gore daha fazla proliferasyona girdigi, kanserli hiicrelerin daha az ¢ogaldig: tespit
edilmistir. En fazla degisim miR-503 mikro RNA’nin verildigi hiicrelerde olmustur. Diger
biyokimyasal parametreler incelediginde kanserli hiicre hatlarin kontrol hiicresine gore

kiyaslanmasi Tablo 5.1°de gosterilmistir.

Tablo 5.1. A549 hiicre hattinin kontrol hiicre hattina gére kiyaslandiginda elde edilen
degisimin biyokimyasal parametreleri

SF NC MIR-503 MIR-150 MIR-15a
CAT Degisim yok | Azalmis Degisim yok | Artmig Artmis
SOD Artmis Artmis Artmis Artmis Artmis
GPx Artmis Artmis Artmis Azalmis Artmis
MPO Artmis Azalmis Azalmis Degisim yok | Artmig
MDA Artmis Artmis Artmis Artmis Artmis
NO Artmis Artmis Artmis Artmis Artmis
Prolidaz - Azalmis Azalmis Azalmis Artmis

MCF-7 ve HTERT-HME] hiicre hatlarinda MALAT1’in ifadesi baskilayamadigi
gibi MALAT1 in ifadesi arttrmistir. B-MYB genin ifadesine bakildiginda, miR-150 maruz
birakilan hiicrelerde gen ifadesi artarken diger mikro RNA’lara maruz birakilan hiicrelerde
gen ifadesi azalmistir. Bu sonuglar MALAT1’in B-MYB geninin meme kanserinde miR-
150 maruz birakilan hiicrelerde ayni1 yonde iligkili iken miR-15a ve miR-503’e maruz
birakilan hiicrelerde aralarinda ters iliskili oldugunu gésterir. Bu hiicre hatlarinda apoptosiz
sevilerine bakildiginda, MCF-7 hiicre hattinin, HTERT-HMEI] hiicre hattina gore daha az
apoptozise gitmistir. Meme kanserinde MALATI’in ifadesini baskilayamadigi ig¢in

64




kanserli hiicreler kontrol hiicreye gore daha az apoptozise gitmistir. Proliferasiyona
seviyelerine bakildiginda, HTERT-HME1 hiicre hattinin MCF-7 hiicre hattina goére daha
fazla proliferasyona girdigi, kanserli hiicrelerin daha az ¢ogaldig tespit edilmistir. Meme
kanserinde apoptozis ve proliferasyon incelendiginde kanserli hiicrelerde ¢ogalamadigi
gibi 6lim yolagina gitmemistir. Diger biyokimyasal parametreler incelediginde kanserli

hiicre hatlarm kontrol hiicresine gore kiyaslanmasi Tablo 5.2°de gosterilmistir.

Tablo 5.2. MCF-7 hiicre hattinin kontrol hiicre hattina gore kiyaslandiginda elde edilen
degisimin biyokimyasal parametreleri

SF NC MIR-503 MIR-150 MIR-15a
CAT Azalmis Azalmis Azalmis Artmis Artmis
SOD Azalmisg Azalmis Azalmis Azalmis Azalmis
GPx Azalmis Azalmis Azalmisg Artmis Artmis
MPO Artmig Degisim yok | Artmig Degisim Azalmis
yok
MDA Degisim yok | Degisim yok | Azalmis Artmis Artmis
NO Azalmis Azalmis Artmis Artmis Artmis

U20S ve HUVEC hiicre hatlarinda MALAT 1 in ifadesi en 1yi baskilayan miR-150
oldugu, diger iki mikro RNA ise MALAT1 in ifadesini baskilayamadigi gibi gen ifadesini
artrmistir. B-MYB genin ifadesine bakildiginda, benzer sonuglar elde edildigi ve bu
sonuglar MALAT1’in B-MYB geni kemik kanserinde ayni yonde iliskili oldugunu
gosteriyor. Bu hiicre hatlarinda apoptosiz sevilerine bakildiginda, U20S hiicre hattinin
HUVEC hiicre hattina gore daha fazla apoptozise gitmistir. En fazla degisim miR-150’ye
maruz kalan hiicrelerde olmustur. Proliferasiyona seviyelerine bakildiginda, HUVEC hiicre
hattinin U20S hiicre hattina gore daha fazla proliferasyona girdigi, kanserli hiicrelerin
daha az cogaldig1 tespit edilmistir. Proliferasyona en giren miR-15a’ya maruz kalan
hiicrelerde meydana gelmistir. Oksidan antioksidan ve diger biyokimyasal parametreler
incelediginde kanserli hiicre hatlarin kontrol hiicresine gore kiyaslanmasi Tablo 5.3’te

gosterilmistir.
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Tablo 5.3. U20S hiicre hattmin kontrol hiicre hattina gore kiyaslandiginda elde edilen
degisimin biyokimyasal parametreleri

SF NC MIR-503 MIR-150 MIR-15a
CAT Artmis Azalmis Artmis Artmis Azalmis
SOD Degisim yok | Azalmis Azalmis Azalmis Azalmis
GPx Azalmis Azalmis Azalmis Azalmis Azalmis
MPO Degisim yok | Azalmis Artmis Azalmis Azalmis
MDA Artmis Artmis Azalmis Azalmis Azalmis
NO Artmis Artmis Azalmis Azalmis Azalmis

Akciger kanserinde miR-503 mikroRNA’nm bir biyobelirtec kullanilabilecegini
disinmekteyiz. miR-503’¢ maruz kalan hiicrelerde MALATI1’in ifadesi baskilanmis
dolayli olarak B-MYB geninin de ifadesi baskilanmistir. Dolayisiyla B-MYB geni daha az
eksprese oldugu i¢in G2/M proliferasyon gozlenmemistir. Cogalamayan hiicreler 6liim
mekanizmasina girerek yok olmuslardir ( Sekil 4.8). Diger mikroRNA’lara maruz kalan
akciger kanseri hiicre hatlarinda benzer sonuclar elde edilmistir (Sekil 4.9 ve Sekil 4.10).
Yine antioksidan sevilerine bakildiginda akciger kanserinde antioksidan seviyeri
yiikselmis, ancak oksidan sevilerinin de yiikseldigi gozlenmistir. Nitrik oksit sevilerine
bakildiginda artma, Prolidaz sevilerinde ise azalma go6zlenmistir. Hiicreler Olim
mekanizmasina giderken oksidan/antioksidan dengesi gozlenirken, hiicre de nitrik oksit
sevilerin artis gézlenmesi kanser hiicrelerin hayatta kalma isteginin hala etkin oldugu ve
bunun sonucu olarak anjiogenezesin yaptigi, fakat prolidaz sevilerinde azalma gozlenmesi,
kanserli hiicrelerin canligmin azaldigii bunun sonucu olarak ta diger uyaranlarla beraber

kanserli hiicreler 6liim yolagma gotiirtilmiistiir.

Meme kanseri hiicre hatlarina bakildiginda miR-150’e maruz kalan hiicrelerde
MALAT1’in ifadesi baskilanmis dolayli olarak B-MYB geninin de ifadesi baskilandigi
gozlenmistir. Meme kanserinde, hiicreler ne apoptozise gitmis ne de proliferasyon
yapmustir (Sekil 4.12, Sekil 4.13 ve sekil 4.14). Meme kanseri hiicre hatlarinda
oksidan/antioksidan dengesi gozlenirken, hiicre de nitrik oksit sevilerin artis gdzlenmesi
kanser hiicrelerin hayatta kalma isteginin hala etkin oldugu ve bunun sonucu olarak
anjiogenezesin yaptigini gosterir. Bu verilerimize gére meme kanserinde, kanserli hiicreler

durdurulmus fakat 6liim mekanizmasma gotiiriilmemistir.
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Kemik kanseri hiicre hatlarina bakildiginda miR-150’e maruz kalan hiicrelerde
MALAT1’in ifadesi baskilanmis dolayli olarak B-MYB geninin de ifadesi baskilandigi
gozlenmistir. Kemik kanserinde, hiicreler hem apoptozise gitmis hem de proliferasyon
yapmustir (Sekil 4.15, Sekil 4.16, Sekil 4.17 ve Sekil 4.21). Kemik kanseri hiicre hatlarinda
oksidan/antioksidan seviyerinin diistligii gozlenirken, hiicrede nitrik oksit sevilerin azalma
gozlenmesi kanser hiicrelerini anjiogenezesin uyaranlarin inhibe ettigini dolayisiyla hayatta
kalmak 1i¢in gerekli besin ve oksijeni alamayan hiicrelerin apoptozise gittigini
disiiniiyoruz. Bu verilerimize gore kemik kanserinde, kanserli hiicreler, o6lim

mekanizmasina giderken diger yandan proliferasyon yapmistir.
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6. SONUC VE ONERILER

Sonug¢ olarak MALATI farkli kanserlerde farkli roller tstlenmektedir. Akciger
kanserinde MALATI1 ifadesi baskilanirken hiicreler hem apoptozise gitmis hem de
proliferasyon yapmamistir. Meme kanserinde kanserli hiicreler proliferasyonu
baskilanirken, apoptozis hiicreler 6liim yolagma gotiiriilmemistir. Kemik kanserinde ise
kanserli hiicreler hem apoptozise gitmis hemde proliferasyon yapmistir. MALAT1 akciger
kanserinde giiclii bir biyobelirte¢ olarak kullanabilirken, meme kanserinde proliferasyon
icin bir biyobelirteg, kemik kanserinde apoptozis icin bir biyobelirteg olarak

kullanabilecegini diisiintiyoruz.

Calismamizda elde ettigimiz verileri dogrulanmasi i¢in yapilan deneylerin,
deneysel tiimér modeli olusturulmus hayvan modellerinde miR-503, miR-15a ve miR-150
kullanarak tiimor gelisimi izlenebilir ve buradan elde edilecek verilere goniillii hastalar

iizerinde bu ¢alismalar1 arastirilabiliriz.
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