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OZET

~ KOGUK HUCRELI DISI AKCIGER KANSERINDE PI3K/AKT/NF-kB YOLAGININ
AKTIVASYONU ILE INDUKLENEN MIKRORNA’LARIN BiYOLOJIK AKTIVITELERININ
ARASTIRILMASI

Sakir AKGUN
Doktora Tezi, Tibbi Biyoloji AD
Tez Yoneticisi: Prof. Dr. Hakan AKCA

Temmuz 2019, 155 Sayfa

Kicuk hicreli disi akciger kanseri (KHDAK) ylksek metastatik kapasitesinden dolayi
agresif bir kanser tipidir. Nukleer Faktor Kappa B (NF-kB), malign akciger kanseri
hicrelerinde sirekli aktif bir transkripsiyon faktéridir ve KHDAK progresyonunda hayati
oneme sahiptir. Ayni zamanda, tiumoér baskilayici ve onkogen olarak fonksiyon gésteren
mikroRNA’lar (miRNA’lar) dahil olmak Uzere birgok genin transkripsiyonel dizenlenmesinde
yer almaktadir. Bazi miRNA’larin NF-kB tarafindan induklenen gen uyeleri olarak
tanimlanmasinin giderek arttigi bildirilmistir. Bu ¢calisma NF-kB tarafindan dizenlenen yeni
miRNA'lar bulmayi amaclamistir.

NF-kB bagimli miRNA'larin belilenmesinde Kromatin immiinopresipitasyon Sekans
(ChlIP-Seq) deneyi ve biyoenformatik analiz kullaniimistir. Western blot analizi, kantitatif
gercek zamanl polimeraz zincir reaksiyonu (QRT-PCR), lusiferaz reporter gen deneyleri
miRNA'larin hedef genlerini arastirmak icin gerceklestirildi. Biyolojik aktiviteyi belirlemek
icin, H1299 ve A549 KHDAK hicre hatlarinda transwell invazyon, migrasyon ve MTT testi
yapilmigtir. miRNA ekspresyon duzeyi, metastatik tani almig ve almamig olan KHDAK
hastalarinin primer tumoér doku 6rneklerinde degerlendirildi.

ChIP-Seq ve qRT-PCR deneyleri miR-548as-3p, miR-8078, miR-1915-5p, miR-621,
miR-1203 ve miR-3179'un tumoér nekroz faktor-a (TNF-a) aracili NF-kB tarafindan
transkripsiyonel olarak dizenlendigini gésterdi. Sonra, timoér baskilayici fosfataz ve tensin
homolog (PTEN)un miR-548as-3p’'nin dogrudan hedefi oldugunu bulduk. Ustelik miR-
548as-3p, fosfatidilinositol-3-OH kinaz (PI3K)/AKT/NF-kB yolagdini ve Slug, Zeb1 ve matriks
metalloproteinaz 9 (MMP9)'un dahil oldugu NF-kB iligkili genleri aktive etmektedir. Ayrica,
miR-8078'in C2 kalsiyum bagimli domain iceren 2 (C2CD2)yi hedefleyerek KHDAK
hicrelerinin invazyon ve ¢ogalmasini arttirdigini tespit ettik. miR-548as-3p ve miR-8078'in
KHDAK hucrelerinin invazyonunu arttirdiint ve metastatik tani almig olan KHDAK
hastalarinin timaor dokularinda metastatik tani almamiglara gore yiksek seviyede oldugunu
gOsterdik.

Tum bu bulgular, miR-548as-3p ve miR-8078'in, akciger kanserinin tedavisi igin yeni
bir aday hedef molekdl olabilecegini gostermektedir.

Anahtar Kelimeler: NF-kappa B, metastaz, invazyon, microRNA, karsinoma, kiguk-
hicreli-digi-akciger-kanseri

Bu galisma, TUBITAK (Proje No: 112S636) ve PAU Bilimsel Arastirma Projeleri
Koordinasyon Birimi tarafindan desteklenmistir (Proje No: 2018SABE012).



ABSTRACT

THE INVESTIGATION OF THE BIOLOGICAL ACTIVITY OF MICRORNAS
INDUCED VIA PISK/AKT/NF-kB PATHWAY ACTIVITY IN NON-SMALL CELL LUNG
CANCER.

AKGUN, Sakir
PhD Thesis in Medical Biology
Supervisor: Prof. Dr. Hakan AKCA (PhD)

July 2019, 155 Pages

Non-small cell lung cancer (NSCLC) is an aggressive cancer type due to high
metastatic capacity. Nuclear Factor Kappa B (NF-kB) is a consistently active transcription
factor in malignant lung cancer cells and has crucial significance in NSCLC progression. It
is also implicated in the transcriptional regulation of many genes including microRNAs
(miRNASs) that function as tumor suppressor or oncogene. It has been increasingly reported
that several miRNAs defined as gene members are induced by NF-kB. The present study
aimed to find novel miRNAs that are regulated by NF-kB.

Chromatin  Immunoprecipitation Sequencing (ChlIP-Seq) experiment and
bioinformatic analysis were used to determine NF-kB—dependent miRNAs. Western blot
analysis, quantitative real-time polymerase chain reaction (QRT-PCR), luciferase reporter
gene assays were carried out to investigate the target genes of miRNAs. To determine
biologic activity, transwell invasion, migration and MTT assay were carried out on H1299
and A549 NSCLC cell lines. miRNA expression level was evaluated in primer tumor tissue
samples of NSCLC patients with or without metastatic diagnosis.

ChIP-Seq and gRT-PCR experiments showed that miR-548as-3p, miR-8078, miR-
1915-5p, miR-621, miR-1203 and miR-3179 are transcriptionally regulated by tumor
necrosis factor-a (TNF-a)-mediated NF-kB. Then, we found that tumor suppressor
phosphatase and tension homolog (PTEN) is a direct target of miR-548as-3p. Furthermore,
miR-548as-3p activates phosphatidylinositol-3-OH kinase (PI3K)/AKT/NF-kB pathway and
NF-kB-related genes including matrix metalloproteinase 9 (MMP9), Slug and Zebl. Also,
we determined that miR-8078 increases invasion and proliferation of NSCLC cells by
targeting C2 calcium dependent domain containing 2 (C2CDZ2). We further showed that miR-
548as-3p and miR-8078 increased invasiveness of NSCLC cells and was upregulated in
tumor samples of NSCLC with metastatic diagnosis compared to without hon-metastatic
diagnosis.

All these findings provide that miR-548as-3p and miR-8078 could be a new candidate
target molecule for the treatment of lung cancer.

Keywords: NF-kappa B, metastasis, invasion, microRNA, carcinoma, non-small-cell
lung

This study was supported by TUBITAK (Project numbers: 112S636) and Pamukkale
University Scientific Research Projects Coordination Unit (Project numbers:
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1. GIRIS

Akciger kanseri, kanser iligkili 6limler arasinda dnde gelmektedir. Dinya genelinde
akciger kanserinde gorilen sag kalim orani %10-15tir. Bunun sebebi; akciger kanseri
timorine sahip hastalarda metastaz ve lezyonlarin teshisinin ge¢ olmasidir. Glncel Dinya
Saglik Orgitii (WHO) siniflandirmasina goére; akciger kanserinin bir alt tiri olan kiigiik
hicreli digi akciger karsinomu (KHDAK), akciger kanseri vakalarinin yaklasik olarak %90’ini
olusturdugu belirtiimektedir. Akciger kanseri iligkili 6lumlerin basta gelmesinin baslica
sebebi; KHDAK’nin yiksek invazyon ve metastaz yapma kapasitesidir.

Hucresel invazyon, apoptozdan kagis, cogalma ve sag kalim gibi bir¢ok aktivitede rol
oynayan PI3K (Fosfatidilinositol-3-OH kinaz)/AKT yolagi, KHDAK’nin dahil oldugu ¢ogu
kanserde siklikla aktiftir. Bu yolagin aktivasyonu ile STAT3, Ap-1 ve Nukleer faktor kappa B
(NF-kB) gibi bazi transkripsiyon faktorleri aktive olmaktadir. Cok fonksiyonlu transkripsiyon
faktorti NF-kB apoptozdan kacis, sagkalim, ¢cogalma, farklilasma, inflamasyon, invazyon ve
metastaz gibi hicresel proseslerin indukleyicisidir. NF-kB, KHDAK dahil birgok kanserde
surekli aktiftir. NF-kB, heterodimer ve homodimerlerden meydana gelen ve duragan
hicrelerde inhibitér kappa B ailesi proteinleri tarafindan sitoplazmada tutulan kompleks bir
proteindir. NF-kB, epidermal buylime faktdrt (EGF), instlin, timor nekroz faktoéri-a (TNF-
a) ve interldkin-1B (IL-1B) gibi sitokin ve blylime faktorleri tarafindan uyarilabilmektedir. NF-
kB aktive olduktan sonra niikleusa transloke olmaktadir. Transloke olan alt birimlerden p65,
kB DNA motiflerine baglanarak hedef genlerin transkripsiyonunu diizenlemektedir. NF-kB
500’den fazla protein kodlayan genin ekspresyonunu kontrol etmektedir.

Klguk kodlamayan RNA sinifina giren 20-22 niikleotit uzunlugunda olan mikroRNA’lar
(miRNA), mRNA’larin 3'UTR’lerine baglanarak negatif ydnde duzenlemektedirler.
miRNA’lar, hiicre farklilagsmasindan, apoptoz, proliferasyon, invazyon ve metastaz gibi
hicresel proseslerde rol alan 6nemli dizenleyicilerdir. Akciger kanseri dahil birgcok kanser
turinde anormal dizeyde eksprese olmaktadirlar. miRNA genlerinin transkripsiyonlari NF-
KB gibi transkripsiyon faktorleri tarafindan kontrol edilmektedir. Akciger kanserinde NF-kB
sinyal yolaginda rol oynayan birgok miRNA tanimlanmis olmasina ragmen, NF-kB
tarafindan dizenlendigi bilinen miRNA genleri olduk¢a sinirhidir.

KHDAK’nde surekli aktif olan PISK/AKT/NF-kB yolaginin kanserin olusumu, gelisimi

ve ilerlemesinde rol oynadigi ve bu sureglerde aktiflesen NF-kB’nin nukleusa go¢ ederek



miRNA  genlerinin  promotorlarina  baglanip  transkripsiyonlarini  reglle ettigini

ongodrmekteyiz.

1.1. Amag

Bu tezde, KHDAK’'nde PI3K/AKT/NF-kB yolaginin surekli aktivasyonu sonucu NF-kB
transkripsiyon faktori tarafindan promotorlarina baglanarak transkripsiyonel olarak regule
ettigi miRNA’lari ve hedef genlerini tespit etmeyi ve bu miRNA’larin KHDAK

progresyonundaki rollerini arastirmayi amacladik.



2. KURAMSAL BILGILER VE LITERATUR TARAMASI

2.1. Akciger Kanseri

Akciger kanseri, akcigerde epitel hicrelerin kontrolsiz ¢ogalmasi olarak
karakterizedir. Akciger kanseri dinya genelinde en sik gorulen kanser gesididir. 2018 yilinda
2.1 milyon insana akciger kanseri teshisi koyulacagi ve bunlarin 1.8 milyonunun 6&lecegi
tahmin ediliyor (Sekil 2.1). Akciger kanserli hastalarin 5-yillik sad kalim oranlari %15’ten
daha azdir. Akciger kanseri, hem diinya genelinde hem de Turkiye'de erkek ve kadinlar
arasinda kanser iligkili 6limlerde birinci sirada gelmektedir (Bray vd. 2018).

Akciger kanseri genel olarak ileri evrede (evre IlIB-1V) teshis edildiginden dolayi timor
uzak metastaz yapmis durumdadir. Boylece kanser, en etkili tedavi yontemi olan cerrahi
mudahale i¢cin uygun evreyi gecmistir (Herbst vd. 2008). Neticede, hastalarin blyuk
cogunlugu teshis koyulduktan sonra 18 ay icerisinde olir (Langer vd. 2010). Akciger kanseri
kaynakli 6limlerin %70’ten fazlasi metastazdan kaynaklanmaktadir. Bu nedenle uzmanlar
tarama amaglh yillik akciger filmi ya da dusuk doz bilgisayarli tomografi 5nermektedir (Siegel
vd. 2012). Akciger kanser tedavisinde klinik gelismeler olmasina ragmen akciger kanseri
hala kanser iligkili 6limlerde birinci sirada yer almaktadir.

Primer akciger kanseri histolojik olarak iki ana gruba ayrilir: Kuguk hucreli akciger
kanseri (KHAK, tim akciger kanserlerinin %15’ini olugturmaktadir), kacuk hicreli digi
akciger kanseri (KHDAK, tum akciger kanserlerinin %85’ini olusturmaktadir). Kug¢uk hicreli
digi akciger kanseri genel olarak adeno karsinom (%40), skuamoz hicreli karsinom (%30)
ve buyuk hicreli karsinom (%15) olarak alt kategoriye ayrilir. Bu siniflama Dinya Saglhk
Orgltinin yayinlamis oldugu son kriterlere gére birgok sinifa ayrilmaktadir (Travis vd.
2015).

Akciger kanserinin gelismesi ve ilerlemesi ile alakali molekller mekanizmalar oldukga
komplekstir. Oksidatif strese bagli DNA hasari nedeniyle, onkogenlerin aktivasyonu, timor
baskilayici genlerin inaktivasyonu dahil kronik iltihaplanma ve sigara dumanina maruz
kalmanin neticesinde genetik ve epigenetik degisiklikler meydana gelir. Bu genetik
degigiklikler, hucresel aktivitelerin gergeklesmesinden sorumlu olan sinyal yolaklarinin
duzensizligine neden olmaktadir. EGF/RAS/RAF/MEK/ERK ve PI3K/Akt gibi sinyal
yolaklarinin duzensizlikleri onkogenez ve kanserin ilerlemesinde kritik rol oynar (Memmott
vd. 2010).



Akciger
093 876 (11.6%)

Meme
) 2088849 (11.6%)

Diger kanserler
8323 793 (46%)

Kolon
1 849 518 (10.2%)

Prostat

1276 106 (7.1%)
Mide

1033 701 (5.7%)

Ozofagus Karaciger
572 034 (3.2%) 841 080 (4.7%)

Toplam : 18 078 957 insan

Sekil 2-1. 2018 yili diinya genelinde, kadin ve erkeklerde tim kanser vakalarinin tahmini
sayis| (WEB_1).

2.2. PIBK/AKT yolag

Fosfotidilinositol-3-kinaz (PI13K) / Akt sinyal yolagi, timdrlesmede anahtar rol oynayan
hicre buyumesi, farkllagsma, ¢ogalma, sad kalim, migrasyon ve invazyon gibi birgok
hiicresel fonksiyonlarin dizenleyicisidir (Hennessy vd. 2005). PISK/AKT yolagi somatik
mutasyonlar, kopya sayisi degisimleri, anormal epigenetik duzenlemeler ve gen
amplifikasyonlari gibi nedenler ile kanser tirlerinin tamaminda en diizensiz olan yolaklardan
biridir. Programh hiicre 6lumu ile hicre boélinmesi ve buyumesi arasinda homeostatik
dengenin bozulmasi timoér olugsumunda bozuldugu iyi bilinir. PI3K/AKT yolaginin

downstream etkileyicileri bu bozulmada énemli rol oynarlar.

2.2.1. Fosfoinositid-3-kinaz (PI3K)

PI3K’lar, birgok sinyal yolagini diizenlemek igin sitokinler veya blyume faktorleri
araciligiyla gelen hicre disi sinyali hiicre i¢i sinyale doénlstiren anahtar molekiillerdir.
PI3Klar yapisina ve fonksiyonuna gore 3 gruba ayrilan lipid kinazlardir. Kanserle en yakin
iliskisi olan sinif 1A PI3K’lardir. Sinif 1A PI3K’lar, p85 regilator alt Gnite ve p110 katalitik alt



uniteden meydana gelen heterodimer proteinlerdir. PIK3CA, PIK3CB ve PIK3CD sirasiyla
p110a, p110B, p110d alt Unitelerini kodlayan homolog genlerdir. Regulator alt tnite, p85a
(p50a ve p55a splaysing varyantlarl), p85B, p55y, sirasiyla PIK3R1, PIK3R2, PIK3R3
tarafindan kodlanan 5 adet izoformdan meydana gelir (Liu vd. 2009). Sinif IB PI3K’lar p87
regulator alt birim ile p110y katalitik alt birimden meydana gelir. p110y’un ekspresyonu genel
olarak Iokositlerle sinirlidir (Okkenhaug vd. 2003). Sinif Il PI3K’larin regllator alt birimleri
yoktur. Tek bir katalitik alt birimden meydana gelirler. Fizyolojik fonksiyonu tam olarak
anlasiimamistir. Sinif Il PI3K’lar da sinif II'ler gibi sadece katalitik alt birimden meydana

gelirler. Sinif lIl'ler otofaji ve hicre ici trafikte 6nemli rol oynamaktadirlar (Backer 2008).

2.2.2. AKT/PKB

AKT, farede bir I6semi tipinden sorumlu oldugu bilinen viral onkoprotein v-AKT nin
insan homologu bir serin/treonin kinazdir (Staal 1987). Protein Kinaz B (PKB) olarak da
bilinir. Memeli genomunda PKBa, PKBS ve PKBYy genleri tarafindan kodlanan AKT1, AKT2
ve AKT3 olarak 3 adet izoformu bulunur (Datta vd. 1999). Bu Ui¢ AKT kinaz hlcre ¢ogalmasi,
biyime, sag kalim, glukoz metabolizmasi, neo-vaskularizasyon, genom kararlihdi gibi
bircok hiicresel prosesi dizenleyen cesitli sinyal kaskadlarinda merkezi bir digim noktasi
olusturmaktadir (Balsara vd. 2004). AKT2 ve AKT3’Un amino asit dizileri sirasiyla %81 ve
%83 oraninda AKT1’in amino asit dizisine homoloji gosterir. Ug izoform da bir amino terminal
plekstrin homolog (PH) domain, bir merkezi serin/treonin katalitik domain ve kicik bir
karboksi terminal diizenleyici domain iceren ayni yapilara sahiptir (Feng vd. 2004). PH
domaini membran lipitlerinden fosfatidilinositoller ile etkilesmektedir. AKT’nin katalitik
bolgesi, AGC kinaz ailesine (Protein kinaz G, Protein kinaz C (PKC), cAMP-bagimli protein
kinaz, protein kinaz (PKA)) benzemektedir. AGC kinazlar, Ca*?, fosfotidilinositol gibi ikincil
mesajcilar ile dizenlenmektedirler. TUm dokularda bir yada daha fazla AKT izoformu ifade
etmektedir. AKT1 en genis ifade edilen izoformdur. Erken ve ilerlemis evre kanserlerin genel
Ozelliklerinden biri anormal AKT aktivitesidir (Manning vd. 2007). AKT kanserin disinda,
norodejeneratif hastaliklar, diabet ve kas hipotrofisi gibi birgcok hastalikta da dizensiz
aktiviteye sahiptir (Liao vd. 2010).

AKT?’in aktivasyonu igin iki anahtar rezidinin fosforillenmesi gerekir: Treonin 308
(Thr308) ve Serin 473 (Ser473)’tur (Alessi vd. 1996). Maksimum kinaz aktivitesi icin her iki
rezidinudn de fosforillenmesi gerekir. Ayni durum AKT2 (Thr309 ve Serd474) ve AKT3
(Thr305 ve Ser472) icin de gecerlidir (Sekil 2.2).
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Sekil 2-2. AKT ailesi tyelerinin domain yapilari ve fosforillene bolgeleri (Bellacosa vd.
2005).

AKT proteinleri, metabolizmasinin dizenlenmesinden, anjiyogenez, ¢cogalma, sag
kalim, migrasyon ve invazyon gibi oldukga genis hiicresel proses spektrumuna sahiptir. Bu
faaliyetleri gergeklestirmek igin AKT’nin substratlari oldukga genis bir yelpaze
olusturmaktadir. Literatiirde ginimize kadar tespit edilen AKT hedefleri 100’0n tzerindedir.
Fakat bu substratlarin birkagi hari¢ ¢ogunun ortak 6zelligi RXRxxS/T konsensus dizisini

bulundurmalaridir (Manning vd. 2007).

2.2.3. PTEN

Fosfataz ve tensin homolog (PTEN), ilk olarak cesitli kanserlerde kayip ya da mutant
bir timor baskilayici adayi olarak kesfedilmistir (Steck vd. 1997). Sonraki ¢alismalar, iki ayri
arastirma grubu tarafindan PTEN’in hem fokal adezyon kinaz (FAK)'I defosforile eden
protein fosfataz hem de fosfotidilinositollerin 3.pozisyonundaki fosfati hidrolize eden bir lipid
fosfataz oldugunu ortaya koymustur (Maehama vd. 1998, Tamura vd. 1998). PTEN’in timor
baskilayici etkisi lipid fosfataz etkisinden kaynaklanmaktadir. 403 amino asitten olusan

PTEN’in N-terminal bélgesinde, fosfataz aktivitesi gosteren katalitik baglanma domaini ve



PIP, baglanma domaini bulunur. C-terminal bdlgesinde ise, membranda etkili yerlesim
gOstermesini saglayan fosfolipidleri baglayan C2 domaini ile protein-protein etkilesimi igin
PDZ domain bulunur (Carracedo vd. 2008). PTEN’in inaktivasyonu C-terminal kuyruk
bolgesinde bulunan Ser380, Thr382 ve Thr383’Un fosforlanmasi ile saglanir. C-terminal
kuyruk domaininin defosforilasyonu konformasyonel deg@isimi sonucunda katalitik bolgesinin
aclimasina neden olarak aktif duruma gecmesini saglamaktadir.

Ozellesmis plazma membran lipitleri PIP, ve PIP3, PTEN’in baslica hedeflerindendir.
PTEN, spesifik olarak PIP3’in 3’ fosfatini hidrolizleyerek PIP, olusumunu saglar. Boylece
PI3K/AKT yolaginin negatif dizenlenmesini saglayarak homeostazin korunmasina yardimci
olur (Salmena vd. 2008). Bundan dolayr PTEN, PI3K yoladinin negatif yonde
duzenlenmesinde basrol oynar.

Akciger kanseri dahil bircok kanserde, PTEN’in fonksiyonu ya da ekspresyonunun
azaldigi tespit edilmistir. KHDAK’inde PTEN’in inaktivasyon mekanizmalari; germline ya da
somatik mutasyonlar, promotor hipermetilasyonu ya da fosforilasyonu ile kodlamayan
RNA'lardir (MikroRNA’lar, Uzun kodlamayan RNA’lar). KHDAK tumérlerinde PTEN
ekspresyonu %70’e kadar azalmistir (Perez-Ramirez vd. 2015).

2.2.4. PI3K/AKT yolagi aktivasyonu

PIBK/AKT yolag! kanserde en siklikla aktif olan sinyal yolaklarindan biridir. Yolak
cesitli sitokinler, hormonlar ve blyume faktoérleri ve membran reseptorleri araciligiyla
uyariimaktadir. Sinif IA PI3K'lar, diger siniflara nazaran buyume faktorleri (Epidermal
blyume faktorti (EGF), insilin biyime faktort (IGF-1) ve sitokinlere (TUmor nekroz faktor-
a (TNF-a), interlékin-6 (IL-6)), G-protein kenetli reseptdrlere (GPCR) ve RAS gibi hiicre ici
kicuk GTPaz'lara yanit vermede primer sorumludurlar (Henson vd. 2006, Madge vd. 2000,
Nidai Ozes vd. 1999, Wegiel vd. 2008, Zha vd. 2010). p85 duzenleyici alt Unite, duragan
hicrelerde p110 katalitik alt Uniteyi ‘dusik aktivite durumunda’ tutar. Hucre ylzey
reseptorleri uyarildiginda (biyime faktorleri, adaptor proteinler vs.) aktive olan reseptor
tirozin kinazlar, tirozin rezidulerini fosfatlayarak Src homolog 2 (SH2) domaini tagiyan p85
alt biriminin baglanmasini saglar ve pll1l0 katalitk alt biriminin aktivasyonunu
gerceklestirirler. P110 katalitik alt birim buyume faktorleri tarafindan aktive edilen Ras
onkogen proteini tarafindan da aktive edilebilmektedir. Aktive edilen PI3K alt birimi p110
plazma membran lipidi fosfotidilinositol-4,5-bisfosfat’'in (PI(4,5)P.) inositol halkasinin 3.

pozisyonunu fosfatlayarak fosfotidilinositol-3,4,5-trifosfat’ in (PI(3,4,5)Ps) olusumunu saglar.



Bu fosfolipid (PI(3,4,5)Ps) ikincil mesajci olarak rol oynayarak AKT ve PDK1 gibi plekstrin
homolog (PH) domaine sahip sitoplazmik proteinleri plazma membranina toplar. Surekli aktif
durumda olan PDK1 ile AKT’nin membrana birlikte lokalize olmalariyla AKT'nin PDK1
tarafindan fosforillenmesi, boylece AKT’nin katalitik alt Unitesinin aktive edilmesi saglanir
(Sekil 2-3).
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Sekil 2-3. PI3K/AKT yolaginin molekuler mekanizmasi.

AKT, protein ve lipid kinazlar, transkripsiyon faktorleri, kicik G proteinleri
duzenleyicileri, hiicre vesikul taglyicilari, metabolik enzimler, E3 ubikutin ligazlar, hicre
dénglsu duzenleyicileri ve birgok farkli fonksiyona sahip proteinleri direkt olarak

fosforillemektedir. AKT bu hedeflerini Ser ve Thr rezidulerinden fosforiller (Sekil 2-4).
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Sekil 2-4. AKT effektorleri ve fonksiyonlari.

2.2.4.1. TNF-a aracili PI3BK/AKT yolagi aktivasyonu

PISK/AKT yolagi, TNF-a’'nin bilinen iki reseptorinden biri olan ve tim hicrelerde
eksprese edilen timor nekroz faktori reseptéri (TNFR1) tarafindan aktive edilmektedir.
PI3K alt birimi p85 TNFR1’in sitoplazmik kismina baglanmaktadir (Guo vd. 1996). TNF-a
indiklenmesiyle p85 aktive olmakta ve NF-kB yolaginin aktivasyonunu saglamaktadir
(Pincheira vd. 2008). NF-kB aktivasyonu ile apoptoz baskilanmasi (Takahashi vd. 2007),
epitel-mezenkimal gecis (EMT) (Wang vd. 2013) veya hicre adhezyonu
gerceklesebilmektedir (Bieler vd. 2007).

PI3K/AKT yolaginin KHDAK dahil bir¢cok solid timdr ve hematolojik malignitelerde
hiperaktivasyonu bazi genetik degisimler sonucu gerceklesmektedir. Bunlar; EGFR, HER2
gibi reseptor tirozin kinazlarda (RTK) veya PDK1 ve PI3K'da meydana gelen onkogenik
somatik mutasyonlar ile gen amplifikasyonlaridir. Buna benzer olarak PTEN gibi tGmor
baskilayici genlerde meydana gelen heterozigosite kaybi, inaktive edici mutasyonlar bu
yolagin hiperaktivasyonu igin yeterlidir. Bunlara ek olarak, kanserde oldudu gibi diger
hastaliklarda meydana gelen genetik degisimler sonucunda kodlamayan RNA'lardaki
defektler de hucre i¢i sinyal yolaklarinin aktivasyonu veya inaktivasyonunda buyuk rol
oynadigini son yillarda yapilan ¢alismalar gostermistir (Dong vd. 2014, Josse vd. 2014, Xue
vd. 2018).
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2.3. NF-kB

NF-kB proliferasyon, invazyon, migrasyon, inflamasyon, apoptoz ve farklilasma gibi
cesitli proseslerde anahtar rol oynayan 200°'de fazla geni duzenleyen bir transkripsiyon
faktoradur (Aggarwal 2004). On baz ciftinden olugsan kB motifin oldugu genlerin promotor
veya enhansirina baglanarak transkripsiyonel aktivasyonu saglarlar. NF-kB ilk olarak B
hicrelerinde imminglobin kappa hafif zincirin transkripsiyonu igin gerekli transkripsiyon
faktori olarak tanimlanmistir (Sen vd. 1986). inflamasyon ve immiin yanitin diizenlenesinde
fonksiyonu iyi bilinen NF-kB’nin, ilerleyen calismalar neticesinde baslica rollinin
onkogenez'de oldugu gosterilmistir. NF-kB, KHDAK dahil bircok kanserde strekli aktif
durumdadir ve PI3K/AKT yolagi dahil kanser ile iligkili bircok yolakta NF-kB’nin
aktivasyonundan sz edilmektedir (Fong vd. 2009, Karin vd. 2005). NF-kB’nin kanser ile
iliskisi olduguna dair ilk ipucu, alt birimi olan p65’in (RelA) klonlanmasi ile ortaya ¢cikmistir
(Gilmore 2003). Tum memeli hiicrelerinde bulunan NF-kB tek bir gen degil, birbiriyle yakin
iliskili 5 Gyeden olusan bir ailedir: p65 (RelA), RelB, c-Rel, p50/p105 (NF-kB1) ve p52/p100
(NF-kB2). Rel proteinleri kendi arasinda RelA, RelB, c-Rel ve p50, p52 olarak iki sinifa
ayrilir. Rel proteinlerinin p50 ve p52 sinifi, sirasiyla p105 ve p100 prekirsorlerin C-terminal
domainlerinin ubikdtin bagimli proteolizisi sonucu olugurlar ve bu Gyeler DNA'ya baglanma
domainlerine sahipken transkripsiyon baslatma domainlerinden yoksundurlar (Ghosh vd.
1998). Tum Uyeler korunmus Rel homoloji domain (RHD) tasirlar. RHD domaini, DNA’ya
baglanmayi, heterodimer ya da homodimer olusturmayl ve spesifik inhibitorleri ile
etkilesmeyi saglar (Chen vd. 2011). 5 adet Rel monomeri 15 potansiyel dimer olusturabilir.
NF-kB dimerik komplekslerin ¢gogu hucre tipine ve uyaran spesifikligine gore eksprese
olurken p65/p50, c-Rel/p50, p65/p65 ve p65/c-Rel homodimer ve heterodimerleri fizyolojik
olarak en dnemlileridir (Shih vd. 2011). Diger dimer komplekslerinden farkli olarak p50/p50
ve p52/p52 homodimerleri hedef genlerinin transkripsiyonunu baskilamaktadirlar (Zhong vd.
2002). NF-kB'nin ilk tanimlanan ve en yaygin formu p65/p50 heterodimeridir (Verma vd.
1995).

NF-kB’nin aktivasyonunun dizenlenmesinde sitoplazmik inhibitort olan IkB’ler gorev
alir. 1kBa, IkBp, IkBe, IkBy ve BCL-3'ten olusan I|kB ailesi NF-kB'nin niikleusa
translokasyonu icin gereken nikleer lokalizasyon dizisini (NLS) maskeleyerek inhibisyon
gorevi gorurler. 1kB’lerin yapilarinda ankyrin tekrar motifleri bulunur. Bu motifler protein-
protein etkilegimini saglarlar. Ankyrin tekrarlari ve Rel homoloji domainleri arasindaki

spesifik etkilesim korunmustur ve NF-kB’nin dizenlenmesi igin kritik Gneme sahiptir. Ayrica,
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pl00 ve pl105 altbirimleri NF-kB homodimerleride ankyrin tekrar motiflerine sahip
olduklarindan bazen IkB ailesine dahil olmaktadirlar. Dinlenme durumunda ki hicrelerde,

NF-kB dimerlerinin ¢cogu sitoplazmada IkB’ler ile bagh durumdadirlar.

2.3.1. NF-kB aktivasyonu

NF-kB sitokinler (TNF-a, IL-1 vb.), blyume faktorleri (EGF, insulin vb.), tirozin kinazlar,
bakteriyel/viral enfeksiyon, stress (UV 1s1d1, serbest radikaller) gibi dis uyarilar tarafindan
aktive edilebilmektedir. Tum bu uyaranlar NF-kB’nin farkli yolaklardan aktivasyonunu
saglarlar. Bu yolaklar kanonikal ve kanonikal olmayan olarak ikiye ayrilirlar (Lin vd. 2010).
ister kanonik ister kanonik olmayan yoldan olsun tim uyarimlar sonucunda IkB Kinazlar
(IKK) aktive olmaktadir (Shih vd. 2011). Kanonikal yolak birgok hiicre tipinde baslica NF-kB
aktivasyon yolagidir ve mikrobiyal/viral enfeksiyonlar, sitokinler, bulylme faktorleri
tarafindan uyarilabilir. Kanonikal yolak IKK, IkB ve NF-kB dimerlerinden meydana gelir. IKK,
iki katalitik Unite (IKKa ve IKKB) ve bir diizenleyici (NEMO olarak ta bilinen IKKy, NF-kB’nin
baslica modulatérudur) olarak Ug protein kompleksinden meydana gelir. Aktif IKK, 1kB'’yi
Ser32 ve Ser36’dan fosforilleyerek E3 ligaz SCF-BTrCP kompleksi tarafindan K-48
ubikutinasyonu gergeklesmesine onculuk eder ve |kB proteosomal degredasyona ugrar.
Serbest kalan NF-kB heterodimeri (genellikle p65/p50) IKK tarafindan fosforillenerek
nikleusa translokasyonu gergeklegir ve hedef genlerinin transkripsiyonel aktivasyonu igin
promotor bdlgelerindeki kB motiflerine baglanir (Sekil 2-4) (Karin vd. 2000).

Kanonikal olmayan yolak TNF ailesi, limfotoksin beta (LT3), CD40, B-hiicre aktivasyon
faktori (BAF) ve bazi viral proteinler tarafindan aktive edilmektedir. Bu yolagin
aktivasyonunda baslica rolu NIK (NF-kB-inducing kinaz) alir. NIK aracili IKKa aktivasyonu
p100’Un kirpilarak p52 olgun formun olusmasini saglar. p52, RelB ile kompleks olusturarak
nukleusa transloke olarak hedef gen ekspresyonu arttirir (Sekil 2-5) (Hayden vd. 2004).
Nukleusta, NF-kB dimerlerinin transkripsiyonel fonksiyonu fosforilasyon ile kontrol edilir
(Ghosh vd. 2002).
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Sekil 2-5. NF-kB aktivasyon yolaklari.

2.3.2. NF-kB ve akciger kanseri

NF-kB’nin surekli aktivasyonu, baglangicta lenfoid kanserlerde bulunmug olmasina
ragmen akciger kanseri dahil, meme, prostat, pankreas gibi kati timdrlerde surekli aktif
olduguna dair oldukga fazla kanit bulunmustur (Karin vd. 2005, Li vd. 2009). Akciger
timorleri histolojik olarak olduk¢a heterojenik bir yapida olmasina ragmen, elde edilen
veriler akciger timorlli hastalarda NF-kB aktivitesinin  yiksek seviyede oldugunu
gostermektedir. Ustelik bu durum, akciger kanserlerinin her iki sinifini olusturan kiigik
hicreleri akciger kanseri (KHAK) ve kiguk hicreli olmayan akciger kanseri (KHDAK) icinde
gecerlidir. Ayrica bu hastalarin timor evresi ve kot prognozu NF-kB aktivitesi ile dogru
orantili oldugu rapor edilmistir (Jin vd. 2008). Akciger timor olusumu ve gelisiminde NF-kB
oldukga dnemli bir yere sahiptir. Akciger kanserinde NF-kB aktivasyonu cesitli sekillerde
gerceklesebilir.
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2.3.2.1. inflamasyon ile NF-kB aktivasyonu

insan kanserlerinin yaklasik %15-20’sinin inflamasyon ile giiclii bir iliskisi oldugu
tahmin ediliyor. Akciger kanseri gelisiminde de inflamasyon énemli rol oynamaktadir (Smith
vd. 2006). Akciger enfeksiyonu ve alerjilere ek olarak sigara dumani ve asbestos gibi
kimyasal maruziyetleri, kronik akciger inflamasyonunun en 6nemli sebeplerinden biridir
(Emmendoerffer vd. 2000). Miyeloid hucreler (baslica makrofajlar) inflamasyonu uyaran
sitokinlerin ana kaynagidir. Boylelikle, sitokinler araciligiyla kanonikal yolaktan NF-kB’nin
aktivasyonu gerceklesmektedir. Sonugta miyeloid hicreler inflamasyon sitokinlerini
salgilayarak kansere egilimli bir inflamatuar mikrogevre olusturarak akciger kanserini
destekler (Wong vd. 2010). Ayrica akciger kanseri epitel hiicrelerindeki NF-kB aktivasyonu

akciger kanserinin gelisiminde énemli rol oynar (Takahashi vd. 2010).

2.3.2.2. Onkogen aracili NF-kB aktivasyonu

Akciger kanser gelisimine NF-kB’nin katkisi oldukga komplekstir ve altinda yatan
mekanizmalar tam olarak anlasiimis degildir. NF-kB aktivasyonunun K-Ras mutasyonu ile
iliskisi oldugu bulgulari, NF-kB’nin aktivasyonunun onkogen aktivasyonun sonucu oldugunu
ortaya atmaktadir (Barbie vd. 2009, Basseres vd. 2010). Akciger kanserinde Ras
mutasyonlarinin %90’ inini K-Ras olusturur. p53 fonksiyon kaybi ve surekli aktif K-Ras
birlikte NF-kB’nin kanonikal yolaktan strekli aktivasyonuna sebep olmaktadir (Meylan vd.
2009). K-Ras mutasyonlari ayni zamanda kanonikal olmayan NF-kB aktivasyonuna da

neden olmaktadir.

2.3.2.3. Karsinojen indukli NF-kB aktivasyonu

NF-kB aktivasyonu sigara dumani ve onun bileseni olan nikotin ile aktive olmaktadir.
NF-kB, tumor olusmadan ¢ok dnce akciger epitel hicrelerinde sigara dumanindan dolayi
surekli aktiftir. Bu NF-kB aracili hiicre sag kalim sinyali, muhtemelen kanser gelisiminin

erken evresinde apoptozdan kagma ve ¢odalmayi tesvik etmek icindir (Janssens vd. 2006).
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2.3.2.4. Diger NF-kB aktivasyon mekanizmalari

PI3K/AKT yolagl NF-kB'nin surekli aktivasyonunu saglayarak akciger kanseri sag
kalimi, proliferasyonu, migrasyonu ve invazyonuna katkida bulunmaktadir (Bai vd. 2009,
Tsurutani vd. 2005). PIBK/AKT yolagi, NF-kB’yi IKK bagiml sekilde aktive etmektedir
(Gustin vd. 2004). Fas-iligkili 6lum domain proteini (FADD)'in fosforilasyonu, kétu prognoz
gOsteren akciger adenokarsinomlu hastalarda c¢ogalmayr ve IKK-aracilli NF-kB

aktivasyonunu induklemektedir (Chen vd. 2005).

2.3.3. Akciger kanseri gelisiminde NF-kB hedef genleri

Fiziksel, mekanik, kimyasal ve fizyolojik sekilldere aktive olabilen NF-kB inflamasyon,
hicre farklilagsmasi, hiicre sagkalim, proliferasyon, invazyon, anjiyogenez ve metastaz gibi
sureclerden sorumlu 500°den fazla farkli genin ekspresyonunu kontrol etmektedir (Li vd.
2010).

NF-kB, Siklin D ve E hicre déngusi proteinlerin ekspresyonlarini arttirarak hiicre
blylmesi ve ¢ogalmasini pozitif yonde dizenlemektedir. Siklin D1’'in NF-kB tarafindan
upregulasyonu G1/S gegisini indiklemektedir (Hinz vd. 1999). Ayrica, hicreyi G2/M hiicre
dongusu kontrol noktasinda tutan growth arrest and DNA damage-inducible protein 45
(GADDA45)’in ekspresyonunu baskilayarak da hlicre biylimesi ve gogalmasini arttirmaktadir
(Chen vd. 2001).

NF-kB, hiicrelerin apoptozdan kagmasini saglayarak, kanser tedavisinde énemli bir
handikap olan ilaca diren¢ gelismesine neden olmaktadir. Bu mekanizma ¢esitli sekillerde
olmaktadir. Bcl-XL, clAP1, clAP2, XIAP, A20, TRAF-2 ve c-FLIP anti-apoptotik genlerin
ekspresyonlarini indikleyerek hiicreyi sag kalima yonlendirmektedir (Karin vd. 2002). Diger
bir mekanizma; NF-kB tarafindan indiklenen manganese superoxide dismutase (MnSOD),
reactive oxygen species (ROS)'u ortadan kaldirarak hucresel stres sonucu indiklenen
apoptozu baskilamaktadir (Ju vd. 2007).

NF-kB, gelisen timorlerin ihtiyaci olan tumor kanlanmasini saglamak igin gerceklesen
anjiyogenezden sorumlu olan pro-anjiyogenik faktorlerden VEGF, CXCL1, CXCL8 ve IL-8'in
transkripsiyonunu indiklemektedir (Grivennikov vd. 2010).

Kanser hicre metastazini indikleyen NF-kB, bu streci hticre adhezyon molekuli-1
(VCAM), hucreici adhezyon molekili-1 (ICAM-1), kemokin reseptér (CXCR4), serine

protease urokinase-type plasminogen activator (UPA), matriks metallo proteinazlar
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(MMP2, MMP9)'In ekspresyonunu indukleyerek gerceklestirmektedir (Lin vd. 2010). NF-kB
ayni zamanda, kanser hlcre invazyon ve metastazinin kritik adimi olan epitel-mezenkimal
gecis (EMT)'in de induklenmesinde sorumlu faktorlerin transkripsiyonel aktivatorudir. Zeb-
1 ve Zeb2, indiklemektedir. NF-kB, htcre-hicre adhezyon molekili E-kaderini
baskilayarak EMT'yi indUkleyen Zeb1 ve Zeb2 promotoruna baglanarak transkripsiyonlarini
indiiklemektedir (Chua vd. 2006). Yine EMT'nin bir baska indukleyicisi Twist1, NF-kB
tarafindan transkripsiyonel olarak upregule olmaktadir (Li vd. 2012).

NF-kB ayni zamanda inflamasyondaki rolinden dolayl positive feedback
mekanizmasi olusturarak kendi aktivasyonunu saglayan TNF-a, IL-6 gibi proinflamatuar
sitokinlerin transkripsiyonunu indiklemektedir (Karin vd. 2005).

Malign timorlerin ilerlemesi ve gelismesinde 6nemli rol oynayan NF-kB ailesi yanlizca
protein kodlayan genlerin degil ayni zaman mikroRNA (miRNA) ve uzun kodlamayan RNA

(IncRNAY'lari igeren kodlamayan RNA'larin da transkripsiyonel reglilasyonlarina dahildir.

2.4. MikroRNA (miRNA)

MikroRNA’lar 19-25 nukleotit uzunlugunda, i¢ kaynakh kucuk RNA molekullerinin
genis bir sinifini olustururlar. ilk olarak C.elegans’in gelisimi (izerine yapilan ¢alismalarda
kesfedilmiglerdir. Bu ¢galismada; i¢ kaynakli (endojen) kiigtik bir RNA parcasinin (lin-4); post-
embriyonik gelisme igin gerekli bir proteini kodlayan lin-14’ geninin translasyonunu 3’
bolgesinde bulunan ve translasyona ugramayan bdlgesiyle (3 -UTR) etkilesime girerek
baskiladigi gésterilmistir (Lee vd. 1993). Daha sonra bu ¢alismay! destekler nitelikte olan ve
yine C. elegans Uzerinde yapilan bir baska calismada ise let—7 genini baskilayan kugik
kodlanmayan RNA parcgalarinin varligi gdsterilmistir. Endojen ki¢ik RNA’larin, haberci
RNA’larin (mRNA) translasyonunu baskiladidi hipotezi yapilan arastirmalarla desteklenmis
ve “miRNA” terimi Science dergisinde yayinlanan bir dizi makalede o6nerilmis ve kabul
gormustur (Lagos-Quintana vd. 2001, Lee vd. 2001).

Kicuk kodlamayan RNA’lar sinifina giren miRNA’lar, genellikle mRNA’larin 3’
translasyona olmayan boélgelerine (3-UTR) komplementer olarak bagdlanip mRNA’nin
translasyonunu engelleyerek ya da mRNA’nin degredasyonunu hizlandirarak gen ifadesini
sustururlar (Fabian vd. 2012, Huntzinger vd. 2011). Bir miRNA yuzlerce mRNA'y1 hedef
alarak translasyonu engelledigi gibi bir mRNA’'da yuzlerce miRNA tarafindan hedef alinarak
translasyonu baskilanabilmektedir (Lin vd. 2015). miRNA’lar bir¢ok organizmada

kesfedilmistir ve gogunda korunmuslardir (Bartel 2004). Birgok gelisimsel ve fizyolojik streci
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diizenlerler ve kanser dahil normal ve patolojik hicresel sireglerin 6nemli rol

oynamaktadirlar.

2.4.1. miRNA genlerinin transkripsiyonu

mMIiRNA genleri Y kromozomu hari¢ bitiin genoma dagiimistir (Kozomara vd. 2011).
Genomdaki lokasyonlarina gére miRNA’lar, intergenik (genler arasi) ve intragenik (gen ici)
olarak ikiye ayrilir. intragenik olanlarda intronik ve ekzonik miRNA olarak
siniflandiriimaktadir (Sekil 2-6). Memeli miRNA genlerinin yaklasik %50’si biribirine yakin
bolgelerde bulunmustur. Polisistronik miRNA’lar olarak adlandirilan bunlar tek bir
transkriptten islenerek olgunlasirlar (Lee vd. 2004). Bazi miRNA’lar kodlamayan gen
transkriptlerinden, bazilari kodlayan genlerin transkriptlerinden meydana gelmektedir.
miRNA’larin yaklasik %40’ kodlamayan genlerin intron bdlgelerinde yer alirken, %10’u
kodlamayan genlerin ekzonik bolgelerinde yer almaktadir. miRNA’larin yaklasik %40’i
protein kodlayan genlerin intronlarindan sentezlenmektedir. intergenik miRNA genleri

kendilerine ait gen bolgelerine sahiptirler (Lin vd. 2015).

intragenik miRNAlar

Polisistronik : o intronik  Ekzonik
miRNAlar Intergenik miRNA miRNA  miRNA
00 o
GenA g l ;l
nj.u;> _H _ ]
[ _ TTTTTTTTTETIIC:
Ekzoni Intron Ekzon2 Intron Ekzon3 Intron Ekzon2

Nukleus

yesseenel®

1l
uo-ooot'“'“.

Sekil 2-6. Genomdaki lokasyonuna gére miRNA genleri.

19-25 nukleotit uzunlugunda olgun miRNA, birincil mikroRNA (primary microRNA, pri-
miRNA) olarak bilinen uzun bir transkriptten islenerek elde edilmektedir (Chang vd. 2007).
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intragenik miRNA genlerinin kendi promotor bélgeleri oldugu icin monosistronik pri-miRNA
olarak transkribe olmaktadirlar (Cai vd. 2004). intergenik miRNA’lar (ekzonik ve intronik)
konagi olan gen ile ayni promotor bdlgesini paylastiklari igin birlikte transkribe olmaktadirlar.
Ancak, 3 farkli kanser hlcre hattinda yapilan bir calismada segilen 87 intronik miRNA’nin
32 tanesinin kendine 6zgu promotora sahip olduklari bulunmugtur (Ozsolak vd. 2008).
miRNA genlerinin cogu RNA Polimeraz Il (Pol Il) tarafindan transkribe edilerek 5’cap, splays
ve poliadenilasyon modifikasyonlari gecirmektedirler (Lee vd. 2004). Fakat, Alu tekrarlariyla
baglantili kiclik bir grup miRNA geni RNA Polimeraz Ill (Pol lll) tarafindan transkribe
olmaktadir (Borchert vd. 2006). Dolayisi ile, konak gen ile ayni promotoru paylasan
intragenik miRNA genleri Pol Il, kendi promotor bélgesine sahip intragenik miRNA genleri
Pol Il veya Pol lll tarafindan transkribe olmaktadirlar (Schanen vd. 2011). Pol Il bagimli
mMiRNA gen ekspresyonu gecici kontroli mimkuin kildigi icin miRNA’lar hicre tipi ve 6zel
kosullara baglh olarak sentezlenebilmektedirler. Pol Il tarafindan transkribe olan miRNA’lar

birkac saatten bir giine kadar etkin olabilmektedirler.

2.4.2. miRNA biyogenezi

miRNA’larin  genomdaki lokasyonlarina gore biyogenezleri iki farkli yolaktan

gerceklesmektedir.

2.4.2.1. Kanonikal yolak

Tum kanonikal miRNA’lar RNA polimeraz Il (Pol Il) tarafindan transkribe olurlar.
mMiRNA biyosentezi pri-miRNA transkripsiyonu ile baslar. Her pri-miRNA birka¢ kilobaz
uzunlugundan 20 kilobaz uzunluguna kadar olabilen en az bir sap-iimek yapisindan
meydana gelmektedir (Lee vd. 2002). Bu yapi mikroiglemci igin bir substrat olusturur.
Mikroiglemci, iki adet RNaz Ill domaini igeren DROSHA denilen bir endonlkleaz ve cift zincir
RNA’ya baglanan DiGeorge syndrome critical region 8 (DGCR8)’den meydana gelen
heterotrimerik bir komplekstir DROSHA’'daki iki adet RNaz Ill'ten her biri sap-ilmek
yapisindaki pri-miRNA’'nin sap kismindan 2 baz kalacak sekilde her bir RNaz Il ayri zinciri
keser (Gregory vd. 2004). DROSHA ve DGCRS proses asamasi sap-ilmik yapisindaki pri-
miRNA kirpilinca yaklasik 60-70 nikleotitlik sa¢ tokasi yapisinda pre-miRNA olusur
(Gregory vd. 2004). Olusan yaklasik 70 nukleotitlik helikal yapidaki pre-miRNA, nukleustan

sitoplazmaya nakilden sorumlu olan exportin 5 tarafindan taninmayi saglar (Lund vd. 2004)
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ve sitoplazmaya aktarilir (Yi vd. 2003). Sitoplazmada diger bir RNaz Il akivitesine sahip
DICER1 tarafindan taninir ve ¢ift zincir pre-miRNA asimetrik olarak kirpilir. DICER7T’in pre-
mMiRNA’y1 etkin sekilde kirpmasi igin ¢ift zincir RNA'ya baglanan TRBP (transactivation-
responsive RNA-binding protein) ile birlesik durumdadir. Pre-miRNA kirpildiktan sonra her
iki zincirin 3’ ucunda 2 nukleotitlik fazlalkl yaklagik 22 nukleotit uzunlugunda cift zincir
miRNA ortaya cikar (Bernstein vd. 2001). Kesilen ¢ift zincir miRNA Argonat proteinine
(AGO1, AGO2, AGO3 veya AGO4) yuklenir. TRBP ayni zamanda Argonat ve DICER1
arasindan fiziksel bir kopri vazifesi gorir. (Chendrimada vd. 2005). Argonat miRNA
dubleksinin baglanmasi icin uygun yiksek enerjili konformasyona doéntismek icin ATP’yi
kullanan saperon proteinleri (HSC70/HSP90)nden yardim alir. miRNA dubleksi
yuklendiginde Argonat eski konformasyonuna geri doner ve olgun susturma kompleksini
olusturmak icin miRNA zincirinin birini uzaklastirir (Kawamata vd. 2010). Hangi zincirin
uzaklastirilip degrede olacagi miRNA dubleksinin Argonat'a baglanma uyumluluguna
bagldir. Bu da Argonat icerisindeki pakete ylklenen dubleksin 5 ucundaki nikleozit
monofosfata baghdir. Bu paket, dubleksteki zincirlerin 5’ ucunda Urasil ya da Adenin olani
tercih eder (Suzuki vd. 2015). Rehber miRNA zinciri tercih edildikten sonra uyariimis
susturma kompleksi (RNA Induced Silencing Complex-RISC) olusur (Chendrimada vd.
2005). Tek zincir olgun miRNA, komplementer hedef mRNAlara baglanarak susturmak igin
GW182 ailesi proteinleri ile birlikte RISC’ine rehberlik yapar. Olusan miRISC translasyonun
durmasini veya mRNA’'nin parcalanmasini saglar (Chendrimada vd. 2005). Bu islem

sitoplazmada P cismi denilen yerde gergeklesir (Sekil 2-7).

2.4.2.2. Kanonikal olmayan yolak

Bazi miRNA genleri pri-miRNA’lardan elde edilirken, bazilari dogrudan DICER
kesimine giren pre-miRNA’lardan elde edilmektedir. Mirtron’lar olarak adlandirilan bu
miRNA’lar, gen transkriptlerinin splaysi sonucu ¢ikarilan intronik miRNA’lardir. Diger intronik
miRNA’lardan farki splays sonrasi kesilen intronun tamami bir pre-miRNA’dir ve Drosha
prosesine gerek duymaksizin dogrudan sitoplazmada DICER kesimiyle islenerek alternatif

miRNA olgunlagsma yolagini olugturmaktadirlar (Okamura vd. 2007).
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Sitoplazma

Translasyonel baskilanma/
mRNA degredasyonu

GW182

miRNA aracili gen susturulmasi, miRNA’larin ¢ekirdek boélgeleri ve hedef mRNA’nin

3'UTR’indaki bodlgelerin arasindaki Watson-Crick eslesmesi yoluyla gerceklesmektedir.

Seed region olarak adlandirilan g¢ekirdek bdlge, miRNA'nin & ucundan baglayan 8

nikleotitten meydana gelen ardisik dizidir. Cekirdek boélge diger canllarda korunmus

bolgedir ve mRNA’da komplementer oldugu niikleotit sayisina gore farkli tanimlanmaktadir:
6-mer (2-7 bazlan), 7-mer-Al (1-7 bazlari), 7-mer-m8 (2-8 bazlar) ve 8-mer (1-8 bazlari)
(Sekil 2-7) (Bartel 2009). 7-mer-Al ve 8-mer c¢ekirdek bolgeleri ilk nlkleotit olarak adenin ‘A’
gerektirmektedir (Hausser vd. 2014). miRNA kok bolgesi ile en iyi uyusan ve en etkili bolge

7-8 nukleotit bolgeleridir. 6 nikleotit bolgeleri translasyonun baskilanmasinda en az etkili
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olan bdlgelerdir. Buna ragmen, 6 nukleotitlik uyusan bdlgelerin etkisi az olsa da bazen
translasyonu baskilayabilmektedir (Kim vd. 2016).

Seel maten Site type
NNNNNN : Offset 6mer

NNNNNN 6mer
. NNNNNNA. .. 7mer-Af
NNNNNNN 7mer-m8
NNNNNNNA . 8mer
S
NNNNNNN
8765432 1

——

Seed

;_w__/
Seed region

Sekil 2-8. miRNA hedef bolgeleri (Bartel 2018).

miRNA’larin Ago proteinleri ile olusturduklari RISC’inin hedef genleri susturmada iki
yol izler: mRNA yikimi ve translasyonel baskilanma. mRNA yikimi RISC tarafindan
uyarilabilmektedir. Clinkl Ago proteinleri RNaz H ile homolog domaine sahiptirler ve kiiglk
RNA'lar hedef RNA ile tam olarak eslestiginde hedef RNA, miRNA’nin bagh oldugu 10-11.
pozisyondan RISC tarafindan kesilir (Ameres vd. 2013). RISC’in bu 6zelligi daha cok
bitkilerde goérulmektedir. Hayvanlarda miRNA’lar 2-7, 2-8 seklinde mRNA’lar ile pargali
olarak baz eslesmesi yaptiklari igcin RISC bu sekilde kesim 6zelligi géstermez (Ipsaro vd.
2015). Bunun igin ek proteinler ile etkilesime girerek hedef genlerin susturulmasini
gerceklestirir.

2.4.3.1. mRNA yikimi

miRNA tarafindan gergeklesen mRNA yikimi 3 asamali bir yolaktir: i) Deadenilasyon
(Poli A'larin gikariimasi), i) Decapping (5’ cap ¢ikariimasi), iii) 5’-3’ ekzonikleolitik yikim. ilk
zamanlar, hayvanlarda miRNA’larin hedef mRNA’larin translasyonel baskilanmasi sonucu
MmRNA’nin birikiminde az ya da hi¢ etkisi olmadigi dusundliyordu. Ancak, ilerleyen
zamanlarda miRNA’larin GW182 proteinleri araciliiyla hedef mRNA’lara deadenilazlari
topladigi ve bunun sonucu mRNA stabilizasyonunu bozarak yikimina neden oldugu
bulunmustur (Fabian vd. 2011, Giraldez vd. 2006). Ago ile etkilesimde olan GW182, hedef
mRNA’ya poli(A) baglayan proteinleri (PABP) ve 2 deadenilaz kompleksini (CCR4-NOT ve
PAN2-PAN3) toplayan bir merkez goérevi gorur (Chekulaeva vd. 2011). GW182 araciligiyla
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CCR4-NOT kompleksinin hedef mRNA’ya toplanmasi sonucu PABP salinimi baslayarak
deadenilasyon gerceklesir (Zekri vd. 2013). Deadenilasyondan sonra RISC direkt olarak
hedef mRNAlara decapping faktorleri toplar (Braun vd. 2013). Memeli hicrelerinde,
decapping kompleksin katalitik alt tnitesi (DCP2) ve decapping aktivattrler (DCP1, DDX6)
CCR4-NOT kompleksine toplanirlar. Decapping kompleksi ile 5’m’G cap yapisi 6karyotik
uzama faktort 4E (eukaryotic elongation factor 4E, elF4E) araciligi ile birbirine baglanir.
Bunun icin elF4E baglama proteini (4E-T), DDX6'nin ve elF4E’nin birbirine baglanmasini
saglayarak mRNA’nin 3’ucu ile 5’'ucunu birbirine baglanmasinda képriu goérevi gérmektedir
(Nishimura vd. 2015). Boylece decapping enzim DCP2 tarafindan 5’m’G cap cikarilarak

MRNA 5’-3’ yoniinde ekzonlikleazlarca yikima ugrar.

2.4.3.2. Translasyonel baskilama

Simdiye kadar farkli organizmalarda gerceklestiriien calismalar dogrultusunda
onerilen; miRNA'nin translasyonun baslangi¢c adimini inhibe ettigi yénindeydi (Huntzinger
vd. 2011). miRNA’larin translasyonu nasil baskiladigi hala agik olmamakla birlikte, bunun
icin 3 mekanizma Onerilmektedir;

1) GW182 aracili PABP ayriimasi: GW182 sadece deadenilasyon ve mRNA yikimini degil
ayni zamanda translasyonel baskiyida induklemektedir (Behm-Ansmant vd. 2006).
Translasyonun baslangi¢ asamasinda, mRNA'nin poli A kuyruguna bagh olan PABP ve 5’
Cap’a baglh olan ékaryotik uzaman faktérti 4G (elF4G) arasinda bir baglanti oldugundan
MRNA kapali halkasal bir yapidadir. GW182 araciligi ile PABP’nin poli A kuyrugundan
ayrilmasi sonucu bu halkasal yapi kirilarak translasyonun baglamasi engellenmektedir.

2) GW182 yoluyla translasyonel represoérlerin toplanmasi: Poli A kuyrugu tasiyan
mRNA’larin aksine, poli A kuyrugu tasimayan dolayisi ile PABP’nin baglanmadigi
mRNA’larda da miRNA araciliiyla translasyonel baskilamanin gergceklesmesi s6z
konusudur (Iwasaki vd. 2009). Poli A tagimadigi icin deadenilasyonun olmaldigi mRNA’larda
gerceklesen bu baskilama mekanizmasinda yine GW182 anahtar rol oynamaktadir.
GW182'nin etkilesimde oldugu ve decapping islemini gergeklestiren DDX6 yanlizca &’
Cap’in cikariimasini saglamaz ayni zamanda translasyonun baglamasini ve/veya
uzamasini inhibe etmektedir (Su vd. 2011).

3) miRNA araciligiyla elF4A’nin ayriimasi: Translasyonel baskilamanin bir diger
mekanizmasi GW182 bagimsiz sekilde gerceklesmektedir. Memeli hucreleri ile yapilan

MRNA-protein komplekslerinin pull-down edildigi arastirmalarda, miRNA’larin varliginda
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elF4A 5’cap baglayici kompleks elF4F’den ayrildigi bulunmustur (Fukao vd. 2014). Hedef
mRNA’dan elF4A’nin ayriimasiyla ribozom baglanmasi ve taramasi inhibe olmakta ve
translasyonel baskilama gergeklesmektedir.

mMiR-124’Un hedefleri Uzerine yapilan arastirmalar; miRNA’larin  hedefi olan
mRNA’larin hem translasyonunun hem de varliginin azaldigini, translasyonun baslangic
asamasinda sonlandirildigini veya translasyonun oldugu bdlgede ribozom sayisinin
azaldigini goéstermistir (Hendrickson vd. 2009). Bu ylzden hedef mRNA'larin ¢ogu ayni
anda hem translasyonel olarak baskilanmaya hem de yikima maruz kalirlar.

MIiRNA islevi mRNA’'nin tek bir belirli bélgesine baglanmaya endeksli degildir.
Calismalarda miRNA-ribonlkleoprotein birlesmesinin, hedef mRNA’nin herhangi bir
bdlgesine baglanarak baslamis olan translasyonu mekanik olarak engelleyebildigi
gosterilmistir (Lytle vd. 2007). miRNA’lar, mRNA’larin 3’'UTR bdlgelerinde oldukga iyi
korunmus baglanma bélgeleriyle etkilesime girmektedirler. Genom dlgekli yapilan
calismalarda, miRNA’larin korunmus baglanma bdlgelerinin yanlizca mRNA’larin
3'UTR’lerinde degil ayni zamanda 5’UTR ve kodlayan boélgelerinde de oldugunu gostermistir
(Miranda vd. 2006). Pankreas hucrelerinde miR-103a-3p GPRC5A'in  §’UTR’sine
baglanarak genin translasyonunu inhibe etmektedir (Zhou vd. 2014). Ayrica, miR-10a,
ribozomal proteinleri kodlayan mRNA’larin 5’UTR’lerine baglanarak translasyonlarini
arttirmaktadir (drom vd. 2008).

miRNA’lar, genleri yanlizca postranskripsiyonel seviyede degil, ayni zamanda genleri
susturma fonksiyonuna zit yénde, transkripsiyon dncesinde de diizenlemektedirler. miR-373
PC-3 pankreas kanseri hiicrelerinde E-kaderin ve CSDC2 genlerinin promotor bolgelerine

baglanarak transkripsiyonel aktivasyonlarini indiklemektedir (Place vd. 2008).

2.4.4. miRNA ve akciger kanser

Bircok kanser tipinde miRNA ekspresyon degisimleri dnemli rol oynamaktadir.
Baslangicta, miR-15 ve miR-16'nin ekspresyon seviyelerinin B hiicreli kronik lenfositik
I6semi’de (B-KLL) ¢ogunlukla disuk seviyede olduklari bulunduktan sonra birgok kanserde
miRNA’larin ekspresyon seviyelerinde farkliliklar oldugu tespit edilmistir (Calin vd. 2002).
miRNA’lar normal dokulara gore karsilastirildiginda malign timorlerde yiksek ya da dusuk
seviyede eksprese olma durumuna gore onkogen ya da tumor baskilayici olarak
siniflandiriimaktadirlar. miRNA’lar gok siki bir doku spesifik ekspresyona sahiptirler. Bundan

dolayr kanser tipine hatta kanser hicresi tipine gore, farkli hatta zit fonksiyon
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gosterebilmektedirler. Ornegin; miR-182-5p meme, yumurtalik ve mesane de onkogen
olarak davranis gosterirken, akciger kanserinde tumaor baskilayicidir (Sun vd. 2010). MiR-
17-5p kolon ve karaciger kanserinde onkogenik iken rahim kanserinde tumor baskilayici
olarak davranir (Wei vd. 2012). Akciger adenokarsinomunda miR-200, hiicre modeline bagh
olarak metastazi inhibe etmekte (Gibbons vd. 2009) ya da induklemektedir (Korpal vd.
2011). KHDAK'In histolojik olarak baslica alt tipleri olan akciger skuamoz hicre kanseri ve
adenokarsinomunun molekiler ve Klinik farkliliklart miRNA ekspresyon profilleri ile ayirt
edilmektedir (Zhang vd. 2012). miRNA’lar, Akciger kanserinde miRNA'lar ile yapilan
calismalar daha c¢ok biyobelirte¢ olarak kullanimi tzerinedir. Akciger kanseri hatta KHDAK
alt tiplerinde miRNA’larin biyolojik fonksiyonlari ile ilgili hentz calisiimayi bekleyen birgcok
miRNA adayi mevcuttur. Literatirde akciger kanserinde rol alan bazi miRNA’lar tespit
edilmistir. KHDAK’inde siklikla asiri eksprese olan miR-21, SPRY1-2, BTG2 ve PDCD4
genlerini hedef alarak timoérlesmeyi arttirmaktadir (Hatley vd. 2010). Normal akciger
dokusunda yilksek ekspresyon seviyesine sahip olan let-7 miRNA'nin inhibisyonu, A549
KHDAK hicrelerinde hiicre déngusunt arttirmistir (Johnson vd. 2007). Akciger kanseri
skuamoz hicre karsinomu tumdrlerinde komsu dokulara goére yuksek seviyede eksprese
olan miR-31, timér baskilayici genler LATS2 ve PPP2R2’yi hedef alarak hiicre bélinmesini
arttirmaktadir (Liu vd. 2010). Tumor baskilayici genler, PTEN ve TIMP3’U hedefleyen miR-
221 ve miR-222, KHDAK’ta asiri ifade edilmektedir (Garofalo vd. 2009). Hem KHAK hem
de KHDAK’inde asiri ifade edilen miR-149, direkt olarak E-Kaderin ekspresyonunu
baskilayarak EMT’yi induklemektedir (Du vd. 2010). KHDAK’inde miR-494 IGF2BP1’i hedef
alarak huicre proliferasyonunu inhibe ederek anjiyogenezi induklemektedir (Mao vd. 2015).
Apaf-1’i hedef alan miR-155'in inhibisyonu A549 KHDAK hicrelerinde apoptozu
diizenleyerek cisplatin tedavisinde hassasiyeti arttirmaktadir (Zang vd. 2012). Beyin
metastazl akciger adenokarsinomlu hastalarda MMP19 ve P21’i hedef alan miR-4270 ve
mir-423-3p’nin beyin metastazi patogenezinde énemli rol oynamakatadir (Sun vd. 2019).
KHDAK’inde distuk seviyede eksprese olan miR-101, hedef geni MCL-1’in ekspresyonunu
arttirarak apoptozun inhibisyonu saglamaktadir (Luo vd. 2012). MiR-153, ADAM19 ve
AKT'yi hedef alarak KHDAK migrasyon ve invazyonunu inhibe etmektedir (Shan vd. 2015,
Yuan vd. 2015). MiR-218, Slug/Zeb2’yi downreglle ederek KHDAK’inde EMT'yi inhibe
etmektedir (Shi vd. 2017).



24

2.4.5. NF-kB tarafindan diizenlenen miRNA’lar

Bircok fizyolojik siurecte gérev alan ve akciger kanserinde sirekli aktif olan NF-kB’yi
hedef alan bircok mIiRNA tespit edilmis olmasina ragmen, 500°'den fazla genin
transkripsiyonunu indikleyen NF-kB tarafindan transkripsiyonlarinin dizenlendigi tespit
edilen miRNA sayisi oldukca sinirlidir. Tablo 2-1’de, akciger kanserinde c¢esitli biyolojik
sureclerde NF-kB’nin dogrudan promotorlarina baglanarak transkripsiyonel olarak

indikledigi ya da baskiladigi miRNA’lar verilmistir.

Tablo 2-1. NF-kB tarafindan dizenlenen miRNA’lar.

NF-kB’nin Hedef
miRNA . Biyolojik Etki
miRNA’ya etkisi Gen/Genler
miR-21
Caspase-8
Akciger kanseri hiicre hatlarinda
miR-30 Caspase-3 ve apoptozu inhibe ederek TRAIL'e
Upregulasyon .
FoxO3a diren¢ kazandirmaktadir (Jeon vd.
2015).
miR-100 TRAF7
miR-125a-5p Erk2
miR-23b - KHDAK’inde tinoérlesmeyi
Downregulasyon baskilamaktadir (Naidu vd. 2017).
miR-27b -
miR-24-1 AKT2
Akciger kanserinde in vivo ve in vitro
miR-135b Upregulasyon LZTS1 timor gelisimi ve metastazi
arttirmaktadir (Lin vd. 2013).
KHDAK'inin birgok alt tipinde asiri
_ PTEN ve ifade edilmektedir. /n vivo ve in vitro
miR-205 Upregulasyon - )
PHLPP2 anjiyogenez ve proliferasyonu
arttirmaktadir (Cai vd. 2013).
. KHDAK’inde metastazi
miR-124 Downregulasyon MYO10

baskilamakatadir (Sun vd. 2015).



25

Hipotez: Kuguk Hucreli Disi Akciger Karsinomunda TNF-a ile indiklenen PI3K/AKT/NF-kB
yolaginin aktivasyonu sonucu NF-kB’nin, miRNA’larin promotorlarina baglanarak bu
miRNA’larin transkripsiyonlarini dizenleyerek bu miRNA’larin, KHDAK progresyonu ve

gelisiminde rol aldigini diginmekteyiz.
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3. GEREC VE YONTEMLER

3.1. Hicre Kultaru

Calismada H1299, A549 kiguk hidcre digi akciger kanseri hicre hatlar ve insan
embriyonik bobrek hicre (HEK293T) hatti kullanildi. H1299 hiicreleri %10 Fetal Bovine
Serum (FBS, Kat. N0:10500064, Gibco) iceren RPMI 1640 (Kat. N0:52400-025, Gibco),
A549 ve HEK293T hucre hatlari %10 FBS icerek DMEM (Kat. N0:41965-039, Gibco) besi

ortaminda %5 CO- ve %95 nem ortaminda 37°C’de monolayer olarak klttire edildi.

3.2. Kullanilan Kimyasallar

Tez kapsami boyunca kullanilan kimyasallar asagidaki gibidir.

TNF-a (Kat. No:1050, BioVision Inc.), miRIDIAN microRNA Mimic Negative Control (Kat.
No:CN-001000-01-05, Dharmacon), miRIDIAN microRNA hsa-miR-548as-3p mimic (Kat.
N0:C-302535-00-0005, Dharmacon), miRIDIAN microRNA Human hsa-miR-8078 mimic
(Kat. No:C-303090-00-0005, Dharmacon), miRIDIAN microRNA hsa-miR-548as-3p inhibitor
(Kat. No:IH-302535-01-0005, Dharmacon). NF-kB p65 siRNA (Kat. No:6261, Cell Signaling
Technology), Control siRNA (Kat. No:6568, Cell Signaling Technology). p-AKT (Kat.
N0:12694), AKT (Kat. N0:9272), Zeb1 (Kat. N0:3396) ve GAPDH (Kat. N0:5174) antikorlari
Cell Signaling Technology’den temin edildi. p65 (Kat. No:sc-372), Slug (Kat. No: sc-
166476), MMP9 (Kat. No:sc-21733), PTEN (Kat. No:sc-7974) antikorlari SantaCruz
Biotechnology’den temin edildi. miRNA mimik/inhibitorler ve siRNA transfeksiyonlari igin
DharmaFECT 1 Transfection Reagent (Kat. No:T-2001-02, Dharmacon) ve DharmaFECT 2
Transfection Reagent (Kat. No0:T-2002-02, Dharmacon) kullanildi. Plazmit vektor
transfeksiyonlari icin Lipofectamin 2000 (Kat. N0:11668019, Thermo Fisher Scientific)
kullanildi. Opti-MEM besiyeri (Kat. N0:31985062, Thermo Fisher Scientific). miRNA real-
time PCR icin kullanilan primerler hsa-miR-548as-3p (Kat. No:MS00038437), hsa-miR-8078
(Kat. No:MS00048804) ve Snord61 (Kat. No:MS00033705) Qiagen (Almanya)'den, hsa-
mMiR-4276, hsa-miR-548a-3p, hsa-miR-4651, hsa-miR-5692c-2, hsa-miR-548v, hsa-miR-
548h-5p, hsa-miR-548q, hsa-miR-1915-5p, hsa-miR-4682, hsa-miR-3161, hsa-miR-621,
hsa-miR-548as-3p, hsa-miR-3179-1, hsa-miR-4721, hsa-miR-138-5p, hsa-miR-1203, hsa-
miR-8078, hsa-miR-122-5p, hsa-miR-6814-3p ABM (Kanada)'den temin edildi.
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3.3. miRNA, siRNA ve Plazmit DNA Transfeksiyonlari

Tez calismasi boyunca bazi agsamalarda miRNA’larin overeskpresyonu igin miRNA
mimikler, downregulasyonu igin inhibitérler, bazi genlerin downregilasyonu igin siRNA’lar,
overekspresyonu ve lusiferaz reporter deneyleri igcin plazmit DNA’lar hicrelere transfekte
edildi. Kullanilan hiicre kaltdrd kabi ve ydnteme gore uygulanan ydntem tablo 3-1 ve 3-2’de
gOsterilmistir.

Tablo 3-1. miRNA ve siRNA transfeksiyon yontemi.

miRNA ve siRNA transfeksiyonlari
12 kuyulu 96 kuyulu
6 kuyulu hticre
hiicre kaltara hicre kaltara
kultaru kabi igin o o
kabi icin kabi igin
Ekilen H1299 hicre hatt 2x10° 1x10° 1x104
hiicre A549 hiicre hatt 3x10° 1.5x10° 1.5x104
miktari HEK293T hiicre hatt 2x10° - 1x104
MiRNA mimik/inhibitdr (100 uM) 1pl/2pl O5pul/21u 0.05 pul /0.1 pl
A .
SiRNA (10 pM) 4 ul 2 u 0.2 ul
Opti-MEM (miRNA igin) 199 pl /198 pl 99.5 pl /99 ul 9.9 ul /9.8 ul
Opti-MEM (siRNA igin) 196 pl 98 ul 9.8 ul
A tipl A tipl A tlpa
toplamda 200 toplamda 100 | toplamda 10 pl
pl oldu pl oldu oldu
B Dharmafect 1*-2 4 ul 2 u 0.2 ul
Opti-MEM 196 pl 98 ul 9.8 ul
B tupl B tupl B tupl
toplamda 200 toplamda 100 | toplamda 10 pl
pl oldu pl oldu oldu
A tlpU B tiplne aktarilarak pipetle karistirildi. Oda sicakliginda 30 dakika inkiibe edildi.
Karistirilan tliplere serumlu
o ) 1600 pl 800 ul 80 pl
besiyeri eklendi
Hucrelerin bulundugu kuyulardan besiyerleri ¢ektirilip hazirlanan karigimin tamami eklendi.

*A549 ve HEK293T hiicre hatti icin Dharmafect 1 kullanildi.



Tablo 3-2. Plazmit DNA transfeksiyon yontemi.
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Plazmit DNA transfeksiyonlari

6 kuyulu hticre kulttra 96 kuyulu hiicre

kabi igin kaltard kabi igin

Kultur kabi farketmeksizin %80 yogunluga ulagan htcrelere plazmit DNA transfeksiyonu

yapildi.

pGL3-NF-kB-promoter-
Luc/pRL-Renilla vektori

2500 ng / 250 ng 100 ng / 10 ng
(NF-kB lusiferaz aktivitesi

deneyleri icin kullanildr)

A Plazmit DNA
(PTEN, p65 overekspresyon

vektorleri, psiCHEKC-2 lusiferaz 2500 ng 100 ng
vektorleri)
Opti-MEM ~125 pl ~5 ul
A tipl toplamda 125 pul | A tlpu toplamda 5 pl
oldu oldu
Lipofectamin 2000 5 pl 0.3 ul
i Opti-MEM 120 pl 4.7 ul

B tlipli toplamda 125 pl | B tlpl toplamda 5 pl

oldu oldu

A tupu B tupUne aktarilarak pipetle karistirildi. Oda sicakliginda 30 dakika inktbe edildi.

Kuyulara eklenen serumlu besiyeri
) 1500 pl 90 pl
miktarlari

Hazirlanan karigimin tamami kuyularin Uzerine pipet yardimiyla kuyunun tamamina

damlatilarak birakildi.
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Tablo 3-3. 3'UTR klonlama, yonlendirilmis mutagenez ve Real-Time PCR (qRT-PCR) igin
kullanilan primerlerin listesi.

gRT-PCR ileri primer (5’-3°) Geri primer (5’-3’)

PTEN CTGCAGAAAGACTTGAAGGCG TCTGCAATTAAATTTGGCGGTGT
GPC5 TCTGCAGGCACTCAATCTGG TCGCATGACATTGAGGCAGT
GREB1 GACTCCTGCGTGATGTGGAA AGACACGTTCCTTTCCGACC
C2CD2 GTTCGGATCCAGTGGCTGAA GCGTCGTGGTCCTGAGATAG
CRCP CGCTTCTCAGTAACTACGAGGTAT | GTTGCCCAGAGCTGTGTTTATT
ACTB GAAGGTGACAGCAGTCGGTT ACGCATCTCATATTTGGAATGACTA

Klonlama primerleri

PTEN 3'UTR

il ATCTAACTCGAGACACCACTGACT | GATTCAGTTTAAACCCTCCATTCCCCTAA
onlama
) ) CTGATCCA CCCGA

primerleri*

C2CD2 3'UTR

AGTGCTCGAGATGACCAACTGCT

Klonlama AGTTTAAACGGGCTGTCTTCGGCGTTTA
) . ACTCGACC

primerleri*

*Koyu yazili bélgeler; restriksiyon enzimi kesim bélgeleridir (CTCGAG: Xhol kesim bélgesi, GTTTAAAC:
Pmel kesim bolgesi).

Yonlendirilmis mutagenez primerleri

PTEN 3'UTR

Mutant CCCTATACATCCACACATCGACGA | TGGACAACAAGTGTCGTCGATGTGTGGAT
utan

CACTTGTTGTCCA GTATAGGG

primerleri**

C2CD2 3UTR

Mutant ACTGCCCCAAACCGGTACTAGTA | TGCTTTGGTCTTCGTACTAGTACCGGTTT
utan
. . CGAAGACCAAAGCA GGGGCAGT

primerleri**

**Koyu yazili bélgeler mutasyon bdlgesidir.

3.4. Western Blot

Tablo 3-4. Western blot deneyinde kullanilan tamponlar

Fosfatla tamponlanmis tuzlu su 0.1 M Fosfat, 0.15 M NacCl, pH: 7.2).
(Phosphate-buffered saline, PBS)

900 ul Laemli Buffer (Kat.N0:1610747,
BioRad), 100 ul B-merkaptoetanol (Kat.
No0:805740, MerckMillipore)

4X Yikleme tamponu
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25 mM Tris, 190 mM Glisin (Kat.
No:GLN002, BioShop), %0.1 SDS’den 2
jeli yaratmek igin 750 ml hazirlandi.

Tris (25 mM), Glisin (190 mM), SDS
Transfer tamponu: (%0.1) 800 ml hazirlanarak tzerine 200 ml
Metanol (Kat. No:1006009, Merck) eklendi.
Kullanilana kadar 4°C’de sogutuldu.
20mM Tris, 150mM NacCl (Kat.
No0:SODO001, BioShop) pH: 7.5 olacak
sekilde 1 L hazirlandi. Cozeltinin tGzerine 1
ml Tween-20 (Kat. No:1706531, BioRad)

eklenerek karistirildi.

Yurime (Runing) tamponu

TBS-T

Western blot ile protein ekspresyonu deneylerinin tamaminda lizat eldesi 6-kuyulu
kaplara ekilmig olan hicrelerden elde edildi. Kuyulardan besiyeri uzaklastirihp buz
soguklugunda PBS ile yikandi ve her kuyu igin 1x Fosfataz (EzBlock™, Kat. No:K282
Biovision) ve 1x proteaz (Kat. N0:5871, Cell Signaling Technology) inhibitor kokteyli iceren
250 pl RIPA tamponu (Kat. No:9806, Cell Signaling Technology) eklenip 5 dakika buz
uzerinde bekletildi. Ardindan hicre kaziyici yardimiyla hicreler toplanarak steril bir ependorf
tipune aktarildi. Tapler 30 dakika buzda bekletildikten sonra 1 dakika kuvvetli sekilde

vortekslenerek kullanilana kadar -80°C’de muhafaza edildi.

3.4.1. Protein miktarinin belirlenmesi

Elde edilen hicre lizatlarinin protein miktarini belirlemek icin Bradford yontemi
kullanildi. Bunun igin érnekler 1/1000 sulandirilarak Bradford reaktifi (Kat. No:500-0006,
BioRad) eklendi. Her bir érnekten 96 kuyulu kaplara 3 tekrar olacak sekilde aktarildi.
Orneklerin protein miktari BSA standartina karsi belirlendi. Stok BSA sirasiyla, 25, 12.5, 5,
2.5 ve 1 pg/ml olacak sekilde sulandirildi ve her bir konsantrasyondan 3 tekrar olacak
sekilde 96 kuyulu kaplara aktarildi. 96 kuyulu kabin élgiimi 595 nm dalga boyunda Glomax

Multi Detection System (Promega) cihazi kullanilarak yapildi.
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3.4.2. SDS-poliakrilamid jel elektroforezi (SDS-PAGE)

SDS-poliakrilamid jel hazirlamak icin gerekli kimyasallar ve miktarlari tablo 3-3’te
verilmistir. Jel'in dokllecegi camlar glzelce temizlendikten sonra standlarina yerlestirildi.
Once Ayristirma jeli dokiildii ve camin Uist noktasina kadar kalan bos kisim izopropanol veya
%0.005 SDS ile dolduruldu. En az 1 saat jel olusumu beklendi. Jelin olustugu en Ust noktada
faz farki gézlendikten sonra bos kisma doldurulan izopropanol veya SDS ¢dzeltisi dokuldi
ve yigma jeli hazirlandi. Kalan bosluga pipet yardimiyla yigma jeli dokuldi ve jelin taraklari

takilarak en az 1 saat polimerlesmesi icin bekletildi.

Tablo 3-5. SDS-Poliakrilamid jel bilesenleri ve miktarlari.

Ayristirma (Resolving) Jeli Yigma (Stacking) Jeli
%15 %5

ddH20 6.15 ml 3.05 ml
%30 Akrilamid/bis-akrilamid
(29:1, Kat. No: 1610156, 5ml 850 pl
BioRad)
1.5 M Tris (Kat. No:TRS001,

) 3.75 ml -
BioShop) pH: 8.8
0.5 M Tris pH: 6.8 - 1.25 ml
%10 SDS (Kat. No:SDS001,

) 150 pl 50 ul
BioShop)
%10 Amonyum persulfat
(APS, Kat. N0:1610700, 75 pl 25 pl
BioRad)
TEMED (Kat. N0:1610800,

] 7.5 pl 5l
BioRad)

3.4.2.1. Orneklerin jelde yurutiulmesi

Protein miktari dlgilen drneklerden 50 ug olacak sekilde 4x yikleme tamponu ile
karistinilarak 95°C’de 5 dakika kaynatildi. Kaynamadan sonra tupler kisaca santrifj edildi.
Jelin yuklendigi sisteme ylrime tamponu eklendikten jelin kuyulari 200 pl pipet ucu ile
yikandi. Ornekler 10 pl'lik pipet ucu kullanilarak SDS-PAGE kuyularina ylklenerek 100 V'ta
90 dakika ayrismasi saglandi.
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3.4.3. PVDF membrana transferi ve isaretlenmesi

Proteinlerin ayristigi jel transfer tamponunda 15 dakika bekletilerek esitlendi. Ayni
zamanda PVDF (Polyvinylidene fliioride, Kat. No:IPVH00010, Merck Millipore) membrani
metanolde 5 dakika bekletildi. Proteinler i1slak transfer yontemiile 4°C’de 100 mA’de 16 saat
surede PVDF membrana aktarildi. Proteinlerin membrana aktarilip aktariimadigi Ponceau
S boyasi ile 5 dakika inkibe edilerek tespit edildi. Jel'den proteinlerin verimli olarak
membrana aktarilip aktariimadigi commassie blue boyasi ile jelin 30 dakika inklibasyonu ile
tespit edildi.

Ayrisan proteinlerin aktarildigi membran blotlama iglemlerinin tamami oda
sicakhginda yapildi. Membran %5 yagsiz sut tozu (Kat. No:170-6404, BioRad) iceren TBS-
T tamponu icerisinde 1 saat calkalanarak bloklandi. Ardindan primer antikor ile 2 saat
calkalanarak isaretlendi. Ardindan 10’ar dakika 3 kez TBS-T kullanarak yikama islemi
gerceklesti. 1 saat sekonder antikor ile calkalanarak yikama islemi tekrar edildi. Yikamanin
ardindan membranin ylizeyini kaplayacak 6lgctide ECL (Enhanced Chemiluminescence, Kat.
No:WBLUF0500, Millipore) ilave edildi. Goruntileme igin Odyssey Fc Imaging System (LI-
COR Biosciences) kullanildi. Elde edilen gérintilerdeki bant yogunluklari Image Studio Lite
Ver 4.0 programiyla 6lguldi ve GAPDH bant yodunluklari kullanilarak normalize edildi.

3.5. Elektroforetik Hareketlilik Kayma Ydntemi (Electrophoretic Mobility Shift Assay,
EMSA)

EMSA yonteminde kullanilacak olan nikleer lizat Nuclear and Cytoplasmic Extraction
Reagents Kiti (Kat. N0:78833, NE-PER, Thermo Fisher Scientific) kullanilarak elde edildi.
Deney kitin protokoliinde belirtildigi sekilde gerceklestirildi. Tim santriflj agsamalari 4°C’de,
hicreler ve lizatlar buz icerisinde ¢alisildi. 6 kuyulu hiicre kiltlr kaplarinda kiltire edilen
hicrelerin besiyeri uzaklastilinp kuyular PBS ile yikandi. Tripsin-EDTA (Kat. N0:25200056,
Gibco) ile hucreler toplanarak 5 dakika 500 x g’de santrifij edildi. Hicre pelleti PBS ile
suspanse edilerek yikandi ve tekrar 500 x g'de 2-3 dakika santriflij edildi. Pellete buzda
bekletiimis 100 pyl CER | eklenerek kuvvetli sekilde vorteks yapilarak hicreler suspanse
edildi ve 10 dakika buzda bekletildi. Suspansiyonun Uzerine buzda bekletiimis 5 ul CER II
eklenerek kuvvetlice vorteks yapildi. 1 dakika buzda inkube edildikten sonra 16000 x g’de 5
dakika santriflj yapildi. Sitoplazmik ekstraktin oldugu ust sivi kisim temiz bir tipe alindi.

Nikleusun oldugu pellet 50 pl NER ile kuvvetli sekilde vorteks yardimiyla siispanse edildi.
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Ornek 10 dakikada bir vorteks yapilarak 40 dakika buz igerisinde inkiibe edildi. 16000 x g'de
10 dakika santrifilj yapilarak sivi kisim pellete dokunmadan alinarak kullanilincaya kadar -
80°C’de muhafaza edildi.

3.5.1. Jel hazirlanmasi, 6rneklerin hazirlanmasi ve yiratilmesi
EMSA’icin poliakrilamid jel %6.5lik hazirlandi. Hazirlanma sartlari tablo 3-4teki

gibidir.
Tablo 3-6. EMSA icin poliakrilamid jel'in hazirlanma sartlari.

%30 Akrilamid/bis-akrilamid (29:1, BioRad) 1300 pl
5x TBE (0.45 M Tris, 0.45 M Borik Asit (Kat. 500 ul
No:A2940, Applichem) ve 0.5 M EDTA pH: 8.0
(Kat. No:A5097, Applichem))

%50 Gliserol (Kat. No:GLY001, BioShop) 250 ul
%10 Amonyum persiilfat (Kat. No:1610700, 75 ul
BioRad)

TEMED (Kat. N0:1610800, BioRad) 5ul
ddH20 3870 pl

Hazirlanan poliakrilamid jele ylklenecek ornekler LightShift™ Chemiluminescent
EMSA Kit (Kat. N0:20148, Thermo Fisher Scientific) kullanilarak hazirlandi. Biyotin isaretli
NF-kB (p65) DNA probu (5 biotin - AGT TGA GGG GAC TTT CCC AGG C-3') Viagene
Biotech Inc. (Florida, Amerika) firmasindan temin edildi. Baglanma (binding) reaksiyon
sartlari tablo 3-5teki gibidir.

Tablo 3-7. EMSA icin hazirlanan poliakrilamid jel'e yuklenecek drneklerin hazirlanma
sartlari.

10x Binding Buffer 2l
DTT (20 mM) 1u
%50 Gliserol 1u
KCI (100 mM) 1l
Poly (dI:dC) 1l
Total Protein (6 pg) Xl
ddH2O (Ekle 20 dakika bekle) 19,5-(6+X) pl
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Biotin Prob (Ekle 20 dakika bekle) 0,5 ul
Toplam 20 pl

Ornekler 15 dakika oda sicakhginda bekletildi. Bu siirede jel soguk 0.5x TBE icerisinde
30 dakika 120 V'ta calistirildi. Orneklere 5x yilkleme tamponundan 5 pl eklenerek kuyulara
yukleme yapildi. 180 V’ta yukleme boyasi jelin 3/4 seviyesine gelene kadar oda isisinda

yaratalda.

3.5.2. Transfer ve goruntileme

Orneklerin transferi nitroseliiloz membrana (Kat. No: 77010, Pierce Biotechnology)
0.5x TBE igerisinde 0.5 A ve 30 dakika olarak yapildi. Transfer sonrasi membran kivrilana
kadar UV (Dalga boyu 254 nm) 1s1g1 altinda her iki yuzi kurutularak ¢apraz bag (crosslink)
olusturuldu. Blotlama igin Chemiluminescent Nucleic Acid Detection Module Kit (Kat.
N0:89880, Thermo Fisher Scientific) kullanildi. Blotlama kitin protokoline uygun olarak
gergeklegtirildi. Kit ile temin edilen bloklama solisyonu ile membran 15 dakika oda
sicakliginda calkalandi. Ardindan yine kit ile temin edilen 1:300 oraninda Streptavidin-HRP
antikoru eklenerek 15 dakika calkalandi. Kit'ten temin edilen 20 ml 1x yikama soliisyonu
yikama sollsyonu ile 3 defa 5’er dakika yikama yapildi. Sonrasinda membran, 5 dakika
boyunca 30 ml esitleme (equilibration) solisyonu ile ¢alkalandi. Membranin tzerine ECL
ilave edilerek 5 dakika bekletildi. Western blot'ta yapildidi gibi membran Odyssey Fc
Imaging System’inde goéruntilendi. Elde edilen goruntilerdeki bant yodunluklarn Image

Studio Lite Ver 4.0 programiyla élgulerek degerlendirildi.

3.6. Dual Lusiferaz Deneyleri

3.6.1. NF-kB’nin transkripsiyonel aktivitesinin belirlenmesi

NF-kB’nin transkripsiyonel aktivitesini belilemek igin lusiferaz reporter deneyi
gerceklestirildi. Lusiferaz reporter deneyleri Dual-Luciferase Reporter Assay System Kiti
(Kat. No:E1910, Promega) kullanilarak gergeklestirildi. Lusiferaz aktivitesi NF-kB
ekspresyonunun siRNA aracili susturuldugu hticrelerde de tespit edilecegdi icin hem plazmit
DNA hem de siRNA transfeksiyonlarinin gergeklesecegi bir deney kuruldu. Oncelikle, tablo
3-1’de anlatildigi sekilde NF-kB (p65) siRNA ve kontrol siRNA 96 kuyulu kaplara ekilen
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H1299 hucrelerine transfekte edildi. Transfeksiyondan 24 saat sonra pGL3-NF-kB-
promoter-Luc vektorii ve pRL-Renilla vektorii (Vektérler Prof. Dr. Osman Nidai Ozes’ten
temin edilmistir) tablo 3-2’de anlatildigi sekilde NF-kB (p65) siRNA ve kontrol siRNA
transfekte edilen hicrelere transfekte edildi. 48 saat sonra besiyeri ¢ekilerek kuyular steril
PBS ile yikandi ve hucreler 20 pl 1x Pasif Lizis Buffer (kit ile temin edildi) ile toplandi.
Lusiferaz aktiviteleri dl¢ilene kadar -20°C’de saklandi.

TNF-a indUkli NF-kB transkripsiyonel aktivitesini dlcmek icin 96 kuyulu hiicre kultar
kaplarina H1299 hiicreleri tablo 3-2’de anlatildi§i sekilde ekildi. pGL3-NF-kB-promoter-Luc
vektoérl ve pRL-Renilla vektorl ile transfekte edildikten 48 saat sonra besiyeri tazelenen
hicrelere 30 ng/ml TNF-a uygulandi. Kontrol gruplarina yanlizca TNF-a hacmi kadar PBS
uygulandi. 8 saat sonra besiyerleri atilarak kuyular PBS ile yikandi ve hiicreler 20 pl 1x Pasif

Lizis ile toplandi. Lusiferaz aktiviteleri dlctlene kadar -20°C’de saklandi.

3.6.2. miR-548as-3p ve miR-8078’in hedef genlerinin tespiti icin lusiferaz reporter

deneyleri

miR-548as-3p ve miR-8078’in dogrudan hedeflerini tespit etmek igin lusiferaz reporter
deneylerinde HEK293T hilcre hatti kullanildi. Tablo 3-2'de anlatildidi sekilde %80
yogunlukta HEK293T hicrelerine 100 ng psiCHECK-2 (bos vektér), psiCHECK-2 PTEN
JUTR wt ve psiCHECK-2 PTEN 3'UTR mut lusiferaz vektorleri transfekte edildi.
Transfeksiyondan 24 saat sonra tablo 3-1’de anlatildigi gibi her bir vektor ile transfekte
edilen hicrelere ayri ayri 50 nM negatif kontrol mimik ve miRNA mimik transfekte edildi.
Transfeksiyondan 48 saat sonra besiyerleri ¢cektirilerek hiicreler 20 pl 1x Pasif Lizis Buffer
ile toplandi. Lusiferaz aktiviteleri élglilene kadar -20°C’de saklandi.

Tum dual lusiferaz aktivitesi dlgim deneyleri su sekilde gerceklestirildi; pasif lizis
tamponu ile toplanan 20 ul 6érneklerin Gzerine yine kitten temin edilen 100 ul LAR 1l ve 100
pl Stop & Glo sollisyonlari eklenerek GloMax®-Multi Detection System Promega (Promega)
cihazi kullanilarak Firefly ve Renilla lusiferaz aktivitesi luminometrik olarak ol¢ulda.

Normalizator olarak Firefly lusiferaz kullanildi.
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3.7. NF-kB (p65) Baglanma Bdélgelerinin Tespit Edilmesi

3.7.1. Kromatin immunpresipitasyon (ChIP)

ChIP yontemi Magna ChIP™ A/G Chromatin Immunoprecipitation Kiti (Kat No:17-
10085, Merck Millipore) ve ChIPAb+ NFkB p65 (RelA) - ChIP Validated Antibody and Primer
Set (Kat No:17-10060, Merck Millipore) kullanildi. Deneyler kitin protokolline uygun olarak
gerceklestirildi.

%18,5 lik Formaldehit hazirlanmasi:
e 50 ml'lik falkona 4.8 ml ddH.O koyuldu.
0.925 g p-formaldehit (Kat. No:104005, Merck) tartilarak eklendi.
e 0.1 N KOH (Kat. N0:105544, Merck) c¢ozeltisinden 350 pl eklenerek falkonun
kapagi sikica kapandi.

o Karisim, icerisinde 200 ml saf su bulunan 500 ml’lik beher icerisine siingerle
sabitlendi.

o Beher mikrodalga firina koyularak igerisindeki su kaynamaya baslayana kadar
bekletildi. Kaynamaya baslayinca durduruldu ve falkon vorteks yapilarak p-
formaldehitin iyice ¢ozulmesi saglandi. Cozulene kadar kaynatma ve vortex
tekrar edildi.

e Bir slire buzda bekletilir. Hemen kullanildi.

1. 10 cm’lik petri kaplarinda %80-90 yogunluga ulagsan H1299 hicrelerine 8 saat icin
TNF-a (30ng/ml) uygulandi.

8 saat sonunda petri kaplarina 550 pL %18,5’lik Formaldehit eklendi.

10 dakika oda sicakliginda bekletildi.

Kaplara 10x Glisin eklendi.

5 dakika oda sicakliginda bekletildi.

Petriler buza alindi ve 1x PBS ile iki kez yikama yapildi.

N o g > DN

Onceden hazirlanmig olan PBS + Proteaz inhibitér kokteyl soliisyonundan her bir
kaba 1.25 ml eklenerek hicreler 2 ml'lik temiz bir mikrosantrifij tiplnde toplandi.
+4°C de 800 x g de 5 dakika santriftj edildi.

Supernatant atildi. Pellet sivi azota daldirip ¢ozilerek Proteaz inhibitér kokteyl

iceren Hucre Lizis tamponu ile siispanse edildi. Buzda bekletildi.
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+4°C de 800 x g de 5 dakika santriftij edildi.

Supernatant atildi ve pellet Proteaz inhibitor kokteyl iceren Nukleer Lizis tamponu

ile sispanse edildi.

DNA fragmentleri olusturmak igin sonikatér (Serie 2000.2, Bandelin Sonoplus)

kullanildi. Tlpte bulunan nukleer fraksiyonun tamami buzlu su igerisinde olacak

sekilde sonikasyon islemi gerceklestirildi. Sonikasyon, 30 saniye ac¢ik, 15 saniye
kapali, 1 saniye dongude %95 gugcte 7 dakika boyunca yapildi.

10000 x g de +4°C de 10 dakika santrifiij edildi. SGpernatant temiz bir tlipe aktarildi

(DNA fragment boyunu tespit edebilmek icin temiz bir tipe 10 pL 6rnek alindi).

Ayrilan 10 pL’lik érneklerin DNA fragment boyunun 250 — 500 niikleotit araliginda

olup olmadigi tespit edildi. Sonikasyon 6ncesi ve sonrasi drnekler agaroz jelde

gorintilendi.

Elde edilen stpernatantlarin konsantrasyonlari bir sonraki basamaklar igin olguldi.

TNF-a (30 ng/ml) ile 8 saat muamele edilen H1299 hicresinden izole edilen

genomik DNA’sindan 500 pl hacimde 25 pug DNA olacak sekilde Proteaz inhibitor

kokteyl iceren ChIP Dilisyon tamponu eklendi.

Protein A/G magnetik boncuklarin spesifik olmayan baglanmalari 6nlemek igin;
Oncelikle 500 pl total 6rnege 10 ul manyetik boncuk eklendi ve 140 rpm’de 30
dakika calkalandi.

Manyetik ayirici kullanilarak manyetik boncuklar uzaklastirilip sivi kisim temiz bir
tlpe aktarildi.

Her bir 6rnege 6 pl ChiIPAb + NFkB p65 Antikoru eklenerek 15 dakika 140 rpm’de

calkalandi.

Ardindan tuplere 20 ul manyetik boncuklar eklenerek gece boyu 4°C’de120 rpm’de

calkalandi.

Gece boyu calkalanan o6rnekler manyetik ayirici kullanilarak sipernatantlari

tamamen uzaklastirildi.

Protein A/G boncugu-antikor/Kromatin kompleksleri asagidaki sirayla verilen

yikama tamponlarindan 500 pl kullanilarak tupler altust yapilarak 5 dakika

calkalayicida (140 rpm) sirasi ile yikama yapildi.
Low Salt yikama tamponu
High Salt yikama tamponu
LiCl yikama tamponu

TE tamponu
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22. Her yikama sonunda ornekler manyetik ayiriciya konulurak supernatant atildi.

23. TE tamponu ile yikamanin ardindan stpernatant atilarak pellet Gzerine Proteinaz
K iceren ChIP Elusyon tamponu eklendi.

24. Ornekler 62°C’de 2 saat 1400 rpm’'de calkalandi. Ardindan 95°C’de 10 dakika
inkube edildi.

25. Oda sicakhgina gelen 6rnekler manyetik ayirici yardimiyla sipernatantlari yeni bir
tipe aktarildi.

26. 100 pl'lik érneklere 500 ul Bind Reagent A eklenerek iyice karistirilip filtreli kolona
aktarildi.

27. Yikama basamaklarinin ardindan 10000 x g'de 30 saniye sonrasi DNA

fragmentleri izole edildi.

TNF-a uygulanmasindan sonra ChIP valide NF-kB antikoru ile izole edilen genomik
DNA fragmentlerinin, gercekten NF-kB’nin spesifik olarak hedef DNA baglanma bdlgelerine
baglandigini dogrulamak icin elde edilen 6rneklerin DNA’lar1 ile NF-kB’nin baglandidi bilinen
IKK geninin promotor bdlgesine spesifik primerler (17-10060 Katalog No’lu ChIPAb + NFkB
p65 (RelA) - ChIP Validated Antibody and Primer Set kit igeriginden temin edildi) kullanilarak
standart PCR yontemi gerceklestirildi. PCR MyCycler (BioRad) cihazinda gerceklestirildi.
Reaksiyon kosullari; 10 ul ChiP DNA, 0.5 ul Tag DNA polimeraz (Kat. N0:10966026, Thermo
Fisher Scientific), 5 pl 1x Tampon, 1.5 pl MgCl2 (50 mM), 2 pl Primer, 1 pul dNTP (10 mM) ve
30 pl ddH2O seklinde gercgeklestirildi. Cihaz kosullari; 95°C 30 saniye 6n denatirasyon,
(95°C 15 saniye, 59°C 30 saniye, 72°C 30 saniye) 32 déngu, son uzatma 72°C’de 5 dakika
olacak sekilde gercgeklestirildi olacak sekilde gergeklestirildi. PCR sonuglari agaroz jel

elektroforezinde gorintulendi.

3.7.2. Kromatin immuinpresipitasyon sekans (ChIP-Seq)

PCR reaksiyonu sonucu ChlIP deneyini dogrulayarak, NanoDrop (MaestroGen) cihazi
kullanilarak H1299 genomik DNA 6rneginin kalite ve miktari 6lgildu (Tablo 3-6). Miktarlar
sekanslama i¢in uygun oldugu tespit edildikten sonra ChIP-Seq icin hizmet aliminin yapildigi
TUBITAK BILGEM ileri Genom ve Biyoenformatik Arastirma Merkezi'ne gonderildi.



39

3.7.3. ChIP-Seq sonuglarinin biyoenformatik analizi

TUBITAK'tan gelen ChIP-Seq sonuglarinda sekanslanan bolgeler hg38 (Genome
Reference Concortium tarafindan en son yayinlanan insan genomunun birlegtirilmig yeni
versiyonu)’e gore hizalanmistir (alignment). H1299’'un kromozomunda okunan bdlgelerin
fold enrichment degeri (FE) 2 10 olanlar degerlendirildi. Okunan bélgelerin degerlendiriimesi
Integrative Genomics Viewer (IGV) programi kullanilarak gercgeklestirildi. Programda H1299
ChiIP-seq sonuglarinda okunan boélgelerin tamami ve miRBase (WEB_2)'de insan
genomunda bilinen tim miRNA genlerinin kromozom lokasyonlari birlikte goérintilendi.
miRNA geninin 20 kilo baz 5’ (upstream) yoninde bir bélge bulundugu tespit edildiginde o
miRNA, tespit edilen o bolge tarafindan duizenleniyor kabul edildi. Bu sekilde okunan
bolgeleri ve miRNA'lar filtrelenmis oldu. Ayrica ChIP deneyi sirasinda NF-kB (p65)
antikorunun spesifik olmayan baglanmasi sonucu yanhs pozitif okumalar s6z konusu
oldugundan dolay filtrelenen kromozom boélgelerinde NF-kB (p65) baglanma moitifi olup
olmadigi arastirnildi. Bu analiz JASPAR (WEB _3) ve TRANSFAC analizi (WEB_4)
kullanilarak gerceklestirildi. miRNA’lari duzenliyor kabul ettigimiz filtrelenmig bolgeler'de NF-
KB (p65) baglanma motifi arastirildi. Motif olan bdlgeler ve dizenliyor olarak kabul edilen

miRNA’lar secilerek bir filtreleme daha yapildi.

3.8. Hucre ve Dokudan Elde Edilen Orneklerin miRNA ve mRNA Ekspresyon
Seviyelerinin Real-Time PCR ile Olgcim

3.8.1. RNA izolasyonlari

Hucreden toplam RNA izolasyonu:

1. Hucre kultdr kabindan besiyeri ¢ektirilerek PBS ile yikandi.

2. Petri kabinda kiiltiire edilen htcreler icin 2 ml, 6 kuyulu kaplarda kultiire edilen
hicreler icin 700 pl Qiazol Lysis Reagent (Kat. No:79306, Qiagen) ile hiicreler
steril mikrosantrifiij tpune toplandi.

3. 1 dakika vorteks yapilarak homojenize edildi. 5 dakika oda sicakliginda
nikleopretein komplekslerinin ayrismasi saglandi.

4. Kullanilan Qiazolun 5:1 oraninda kloroform (Kat. N0:288306, Sigma-Aldrich)

eklendi.
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5. Tupun kapag! iyice kapatilarak 15 saniye siddetli sekilde ¢alkalandi. 2-3 dakika
oda sicakliginda bekletildi.

6. 4°C’de 12000 x g'de 15 dakika santrif(jj yapildi. Ustteki seffaf sivi faz yeni bir tiipe
aktarildu.

7. Uzerine, kullanilan Qiazol'un yari miktari izopropanol (Kat. No:109634, Merck)
eklenerek karisitirildi. Oda sicakhginda 10 dakika bekletildi.

8. 4°C’de 12000 x g’de 10 dakika santriftij edildi. Pellete dokunmadan sivi kisim
atildu.

9. Pellet %75’lik etanol (Kat. N0:100983, Merck) (kullanilan Qiazol ile ayni miktar) ile
yikandi. Vorteks ile karistirildi.

10.4°C’de 7500 x g'de 5 dakika santrifllj edildi. Pellete dokunmadan etanol
uzaklastirildi ve 5-10 dakika kurumaya birakildi.

11. Pellet 30 pl RNaz icermeyen steril su ile ¢ozilerek 60°C’de 10 dakika bekletildi.
Orneginin kalite ve miktari nanodrop kullanilarak olctildi. Kullanilincaya kadar -
80°C’de saklandi.

Hicreden miRNA izolasyonu:

Tez calismasi boyunca miRNA izolasyonlari miRNeasy Micro Kit (Kat. N0:217084,
Qiagen) ile gergeklegtirildi.

1. 6 kuyulu kaplarda kultire edilen hicrelerin besiyeri uzaklastirilarak PBS ile kuyular
yikandi.
700 ul Qiazol Lysis Reagent ile hiicreler kuyulardan toplandi.

3. 1 dakika vorteks yapilarak homojenize edildi. 5 dakika oda sicakhdinda
nikleopretein komplekslerinin ayrismasi saglandi.
140 pl kloroform eklendi.
Tlpun kapag! iyice kapatilarak 15 saniye siddetli sekilde ¢alkalandi. 2-3 dakika
oda sicakliginda bekletildi.

6. 4°C’de 12000 x g'de 15 dakika santrif(jj yapildi. Ustteki seffaf sivi faz yeni bir tiipe
aktarildi.
Uzerine 1.5 kati kadar %100 etanol eklenerek pipetle karistirildi.

8. Karigimin 700 plI'si RNeasy MinElute spin kolon’a aktarildi.
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9. Oda sicakhiginda 8000 x g’de 15 saniye santrifij edildi. Kolondan gegen érnek
atildu.

10. 7. adimdan kalan 6rnek varsa 8. adimdan itibaren karigimin tamami gegirilene
kadar tekrarlandi.

11. Kolon’a 700 pl RWT tamponu eklendi. Oda sicakliginda 8000 x g’de 15 saniye
santriflj edildi. Kolondan gegen 6rnek atildi.

12. Kolon’a 500 ul RPE tamponu eklendi. Oda sicakliginda 8000 x g’de 15 saniye
santrifij edildi. Kolondan gegen 6rnek atildi.

13. Kolon’a 500 pl %80 etanol eklendi. Oda sicakliginda 8000 x g’de 2 dakika santrifuj
edildi. Kolondan gecen 6rnek atildi.

14. Bos kolon temiz bir mikrosantrifjj tiputine koyularak oda sicakliginda 16000 x g’'de
5 dakika boyunca santriftij edilerek kurutuldu.

15. Kolon temiz mikrosantrifijj tipne alind. igerisine 14 ul RNaz icermeyen steril su
eklenerek oda sicakliginda 16000 x g'de 1 dakika santrifiij edildi. Orneginin kalite

ve miktari nanodrop kullanilarak oélc¢ildi. Kullanilincaya kadar -80°C’de saklandi.

3.8.1.1. Tiumor doku 6rneklerinden RNA izolasyonu

Calismaya dahil edilen hastalarin doku o6rnekleri Antalya Egitim ve Arastirma
Hastanesi Tibbi Patoloji béliminden temin edildi. Hastalar daha 6nceden KHDAK teshisi
konmus ve metastatik durumu var veya yok olarak tespit edilmis olanlardan segildi. Calisma
icin 2016/23-19'nolu etik kurul izin belgesi Pamukkale Universitesi Tibbi Etik Kurulu
tarafindan verilmistir. Hastalarin parafine gémuli timoér dokularindan 10 uym’lik 4-5 adet
kesit alinarak steril mikrosantriflij tiiptne aktarild1 ve izole edilecegi gune kadar muhafaza
edildi.

miRNA iceren toplam RNA izolasyonu:

1. Steril tiplerdeki doku kesitlerinin Gzerine 1 ml ksilen (Kat. N0:108661, Merck)
eklenerek siddetli sekilde 10 saniye vorteks yapildi.
16000 x g’de 2 dakika santrifuj yapildi. Pellete dokunmadan supernatant atildi.
Uzerine 1 ml %100 etanol eklenerek vorteksle karistirildi ve 16000 x g'de 2 dakika

santrifij yapildi. Pellete dokunmadan pipet yardimiyla stipernatant uzaklastirildi.
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Atik etanolin buharlasmasi igin 6rnegin kapagi acilarak 37°C’de 10 dakika
bekletildi.

240 ul Buffer PKD eklendi ve vorteks ile karistirildi.

10 pl Proteinaz K () pipet ile yavasca karistirilarak eklendi

56°C’de 15 dakika ardindan 80°C’de 15 dakika inkibe edildi.

Temiz ve alttaki faz yeni mikrosantrifuj tipune aktarildi.

Buzda 3 dakika bekletildi. Ardindan 20000 x g’de 15 dakika santriflij edildi. Pellete

dokunmadan sipernatant temiz bir mikrosantriflj tiptne aktarildi.

.25 yl DNase Booster Buffer ile 10 yl DNase | eklenerek karistirildi. Oda

sicakliginda 15 dakika inkube edildi.

500 ul Buffer RBC eklenerek 6rnek santriflij tipine aktarildi.

1750 pl %100 etanol eklendi ve pipetle karistirildi.

Karisimin 700 ulI'si RNeasy MinElute spin kolona aktarildi.

Oda sicakliginda 8000 x g’de 15 saniye santrifiij edildi. Kolondan gecen 6rnek
atildu.

12. adimdan kalan érnek varsa 13. adimdan itibaren karigimin tamami gecirilene
kadar tekrarlandi.

Kolon’a 500 pl RPE tamponu eklendi. Oda sicakliginda 8000 x g’de 15 saniye
santrifiij edildi. Kolondan gegen 6rnek atildi.

Kolon’a 500 pl RPE tamponu eklendi. Oda sicakliginda 8000 x g’de 2 dakika
santrifiij edildi. Kolondan gegen drnek atildi.

Bos kolon temiz bir mikrosantrifijj tipline koyularak oda sicakliginda 16000 x g’'de
5 dakika boyunca santrifiij edilerek kurutuldu.

Kolon temiz mikrosantrifiij tiipiine alind.. igerisine 20 ul RNaz icermeyen steril su
eklenerek oda sicakhginda 16000 x g'de 1 dakika santriflij edildi. Orneginin kalite

ve miktari nanodrop kullanilarak oél¢lldi. Kullanilincaya kadar -80°C’de saklandi.

3.8.2. cDNA sentez reaksiyonlari

3.8.2.1. mRNA ekspresyon tayini icin cDNA sentez reaksiyonu

Hem hlcreden hem de parafine gomuili timoér dokularindan elde edilen RNA

orneklerin ekspresyon seviyelerini 6lcmek icin cDNA reaksiyonlari RT2 First Strand Kit (Kat.

N0:330404, Qiagen) kullanilarak gerceklestirildi. Sentez kitin protokoliine uygun olarak
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yapildi. Her bir reaksiyon igin; kalip toplam RNA 100 ng - 1 pg, 2 pl Buffer GE eklenerek
ddH20 ile 10 pl'ye tamamlandi. 42°C’de 5 dakika inkube edilerek genomik DNA elimine
edildi. Ardindan 1 dakika buzda bekletilerek sentez basamagina gecildi. 4 pl 5x Buffer BC3,
1 pl Control P2, 2 ul RE3 Reverse Transcriptase Mix ve 3 pl Nikleaz icermeyen ddH,O
eklendi. Reaksiyon kosullari 37°C'de 60 dakika, 95°C'de 5 dakika olarak uygulandi.

Kullanilincaya kadar -20°C’de saklandi.

3.8.2.2. miRNA ekspresyon tayini icin cDNA sentez reaksiyonu

Hem hicreden hem de parafine gomduli timér dokularindan elde edilen miRNA’larin
ekspresyon seviyelerini 6lcmek icin cDNA reaksiyonlari miScript Il RT Kit (Kat. N0:218161,
Qiagen) kullanilarak gergeklestirildi. Sentez kitin protokoliine uygun olarak yapildi. Her bir
reaksiyon icin; kalip RNA 10 ng - 2 ug, 4 ul 5x HiSpec Buffer, 2 pl 10x Nucleics Mix, 2 pl
Reverse Transcriptase Mix ve toplam reaksiyon hacmi 20 pl olacak sekilde Nikleaz
icermeyen ddH>O eklendi. Reaksiyon kosullari 37°C’de 60 dakika, 95°C’de 5 dakika olarak

uygulandi. Kullanilincaya kadar -20°C’de saklandi.

3.8.3. Real-Time PCR

miRNA ve hedef mRNA’larinin ekspresyon seviyelerini belirlemek icin yapilan Real
Time PCR teknigi igin 72’lik rotor disk ile Rotor-Gene 6000 (Corbett Life Science) cihazi

kullanildr.

3.8.3.1. mRNA ekspresyon seviyelerin real-time PCR ile dlgumu

Genlerin mRNA dizeyindeki ekspresyon seviyelerini belirlemek RT2 SYBR Green
gPCR Mastermix (Kat. N0:330500, Qiagen) kullanildi. Reaksiyona girilecek olan tiim
cDNA'lar 5 kat sulandirildi. Reaksiyon kosullari; 2.5 pl cDNA, 6.25 ul 2x RT2 SYBR Green
Mastermix, 0.25 pl ileri primer (10 pM), 0.25 ul geri primer (10 pM), 3.25 pl Nukleaz
icermeyen ddH-O eklendi. Cihaz sartlari; 95°C’de 10 dakika 1 dongu, (95°C 15 saniye, 60°C
60 saniye) 40 dongu olarak gerceklestirildi. Reaksiyon sonunda 55°C - 90°C arasi 0,1°C
hassasiyette erime egrisi (melting curve) programi eklendi. Primerlerin spesifikligi analiz
edildi. Normalizasyon igin B-Aktin kullanildi. Sonuglarin 2722¢4 metodu kullanilarak analiz
edildi.
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MRNA ekspresyon seviyelerinin belirlenmesi igin kullanilan primerler tablo 3-3’te

gOsterilmistir.

3.8.3.2. miRNA ekspresyon seviyelerin real-time PCR ile dlgimu

mMiRNA genlerinin ekspresyon seviyelerini belirlemek icin QuantiTect SYBR Green
PCR Kit (Kat. N0:204143, Qiagen) kullanildi Reaksiyona girilecek olan tim cDNA’lar 5 kat
sulandirildi. Reaksiyon kosullari; 2.5 pl cDNA, 6.25 ul 2x QuantiTect SYBR Green PCR
Master Mix, 0.5 pl miScript Primer Assays, 0.5 ul Universal Primer, 2.75 ul Nukleaz
icermeyen ddH,O eklendi. PCR sartlari; 95°C 15 dakika 1 déngu, (95°C 15 saniye, 55°C 30
saniye, 72°C 10 saniye) 40 dongi olarak gerceklestirildi. Reaksiyon sonunda 55°C - 90°C
arasli 0.1°C hassasiyette erime egrisi (melting curve) programi eklendi. Primerlerin
spesifikligi analiz edildi. Normalizasyon icin Snord61 kullanildi. Sonuclar 2724€9 metodu

kullanilarak analiz edildi.

3.9. miRNA’larin Hedef Genlerinin Belirlenmesi

mir548as-3p/miR-8078’in hedef genlerini tespit edebilmek icin iki yaklagim kullanildi:

1.Mikroarray analizi: miRNA’nin transfekte edildigi H1299 hiicrelerinde kontrole oranla
azalan genler filtrelendi.

2.Biyoenformatik yaklagim: TargetScan (WEB_5), miRWalk (WEB_6), miRTarBase
(WEB_7), miRDB (WEB_8) database’leri kullanilarak miRNA’larin hedefleri belirlendi ve
databaselerde ortak olanlar filtrelendi.

Mikroarray analizleri sonucunda filtrelenen genler ile biyoenformatik analizlerde
filtrelenen gen/genler secildi. Secilen bu genler hem miR-548as-3p ve mMIiR-8078nin
mimiklerinin transfekte edildigi H1299 hucrelerinde hem de TNF-a uygulanan H1299
hiicrelerindeki ekspresyon seviyeleri mRNA dizeyinde ol¢uldd. Her iki durumda da

azalanlarin 3’'UTR’leri lusiferaz reporter vektoriine klonlandi.
3.9.1. Mikroarray analizi
6 kuyulu hucre kultir kaplarina ekilen H1299 hucrelerine tablo 3-1'de anlatildigi gibi

miR-8078 mimik ve negatif kontrol mimik transfekte edildi. Baglik 3.8.1°’de anlatildigi sekliyle

toplam RNA izole edilen drneklerin kalite ve miktarlari nanodrop ile 6lgildi. Orneklerin
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kalitelerinin istenilen de@erlerde oldugu tespit edildikten sonra mikroarray analizi Macrogen
Inc. (GuneyKore) firmasindan hizmet alimi seklinde gerceklestirildi. Mikroarray analizi
sonuglart heatmap ile gosterildi. Heatmap, Pyhton 2.7 programinin seaborn paketi

kullanilarak ¢izildi.

3.10. Hedef Genlerin 3’UTR’lerinin psiCHECK-2 Lusiferaz Reporter Vektdrtine

Klonlanmasi

H1299 hucrelerinden gDNA izolasyonu DNeasy Blood & Tissue Kit (Kat. N0:69504,
Qiagen) kullanilarak gergeklestirildi. izolasyon Uretici firmanin protokoliine uygun olarak
gerceklestirildi.

1. 10 cm’lik petri kabinda kultire edilen H1299 hiicreleri tripsin edildi ve 300 x g’de 5

dakika santrifiij edildi. Stpernatant atild1.

2. Pellet 200 ul PBS ile stispanse edilerek 20 pl proteinaz K (Kit'ten temin edildi)

eklendi.

Uzerine 200 pl Buffer AL eklenip vortekslendi ve 56°C’de 10 dakika inkibe edildi.
Karisimin Gzerine 200 pul 100% etanol eklenerek vorteks ile karigitirildi.

Karisimin sivi kismi DNeay Mini spin kolona aktarilarak 6000 x g’de 1 dakika
santrifij edildi. Kolondan gecgen kisim atild1.

6. Kolona 500 pl Buffer AW1 eklendi ve 6000 x g’de 1 dakika santrifij edildi.

Kolondan gecgen kisim atild1.
Kolona 500 pl Buffer AW2 eklendi ve 16000 x g’de 3 dakika santriftj edildi.

8. Kolon steril bir mikrosantriflj tipune yerlestirilerek 200 pl Buffer AE eklendi. Oda

sicakliginda 1 dakika beklendikten sonra 6000 x g’de 1 dakika santriflij edilerek
DNA tupe akitildi. Orneginin kalite ve miktari nanodrop kullanilarak 6lgulda.

Kullanilincaya kadar -20°C’de muhafaza edildi.

3.10.1. Agaroz jel elektroforezi ve gorintileme

%0.8’lik agaroz jel hazirlamak igin; 0.4 gram agaroz (Kat. No:A9539, Sigma-Aldrich)
tartilarak 50 ml 0.5x TBE'de 250 ml'lik erlen igerisinde ¢6zuldi. Homojenize olana kadar
mikrodalga firlnda kaynayana kadar isitildi (3 kez tekrarlandi). Yaklagik 50°C’ye gelene
kadar sogumasi icin bekletildi. Soguduktan sonra 2 pl etidyum bromir (Kat. No:ETB444,

BioShop) eklendi. Elektroforez kuvetine taraklar yerlegtirilerek sivi agaroz dokuldi. Oda
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sicakliginda 30-45 dakika polimerlesmesi beklendi. Polimerlesen jel 0.5x TBE ile dolu
elektroforez tankina (Kat. No:EO145A, Gel XL Ultra V-2, Labnet International) aktarildi ve
ornekler 30 dakika 100 V’'da kosturuldu. Sire sonunda jelin goruntusu Odyssey Fc Imaging

System’de goéruntilendi.

3.10.2. Klonlanacak boélgenin PCR ile ¢ogaltiimasi

PTEN ve C2CD2 3'UTR’lerini klonlamak icin primerler (Tablo 3-3) NCBI Primer Blast
(WEB_9) kullanilarak tasarlandi. Sentezi icin Sentegen Biyotek (Ankara)’'ten hizmet alimi
yapildi. Klonlanacak bolgeleri H1299 gDNA’sindan c¢ogaltmak icin Platinum Tagq DNA
Polymerase (Kat. N0:10966026, Thermo Fisher Scientific) ve MyCycler (BioRad) cihazi
kullanildi. Reaksiyon sartlari su sekildedir: 30 ng H1299 gDNA, 2.5 pl 10x PCR Buffer, 0.75
pl MgClz (50 mM), 0.6 pl ANTP (10 mM), 0.5 pl ileri primer (10 pM), 0.5 ul geri primer (10
pM), 0.25 yl Tag DNA polimeraz eklenerek 25 pl'ye nikleaz icermeyen ddH.O ile
tamamlandi. Cihaz kosullari su sekildedir: 95°C 30 saniye 6n denatlrasyon, (95°C 15
saniye, 58°C (PTEN 3’'UTR klonlama primerleri i¢in) / 60°C (C2CD2 3’'UTR klonlama
primerleri icin) 30 saniye, 72°C 45 saniye) 35 déngu, son uzatma 72°C’de 5 dakika olacak
sekilde gercgeklestirildi. PCR sonuglari agaroz jel elektroforezinde goérintilendi. PCR

artnleri baglik 3.10.3’te anlatildigi gibi saflastiriidi.

3.10.3. PCR urunlerinin ve restriksiyon kesim drinlerinin temizlenmesi

Klonlama islemleri boyunca hem PCR hem de restriksiyon enzimi ile kesilen DNA
artnlerinin temizligi icin NucleoSpin Gel and PCR Clean-up Kiti (Kat. No:740609, MN)

kullanildi. Deney kitin protokolline goére yapildi.

1. Temizlenen DNA o6rneginin hacmi 100 pl'ye niukleaz icermeyen ddH.O ile
tamamlandi.

2. Ornek 200 pl Buffer NTI ile karistirilarak NucleoSpin® Gel and PCR Clean-up
Kolon’a aktarildi. 11000 x g’de 30 saniye santriftj yapildi. Gegen sivi atild1.

3. Kolona 700 pl Buffer NT3 eklendi. 11000 x g’de 30 saniye santriflj yapildi. Gegen
sivi atildi.

4. 3. adim tekrarlandi.

Kolon bos olarak 11000 x g’de 1 dakika kurumasi i¢in santrifdj edildi.
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6. Kolon temiz bir mikrosantrifij tiptne aktarilarak Gzerine 20 pl nikleaz icermeyen
ddH20 koyularak 1 dakika inklibe edildi. 11000 x g'de 1 dakika santrifuj edilerek
DNA akitild1.

7. Temizlenen DNA Orneklerinin kalite ve miktarlari nanodrop kullanilarak olguldi.

3.10.4. psiCHECK-2 lusiferaz reporter vektorinin ve PCR urinlerinin Xhol ve Pmel

restriksiyon enzimleri ile kesimi

pSiCHECK-2 vektorii (Kat. No:C8021, Promega) Dr. Ozgiir Sahin’den temin edilmistir.
psiCHECK-2 ve PCR ile cogaltilan PTEN/C2CD2 3’'UTR’leri Xhol (Kat. No:R0146, NEB) ve
Pmel (Kat. No:R0560, NEB) restriksiyon enzimleri ile sirayla kesildi kesildi.

BamHI 4451
SV40 Late
poly(A) _\
Amp'
/ hluc+
ori
psiCHECK™-2
HSV-TK Vector Bglll 1
promoter Synthetic (6,273bp) Kpnl 58
1674 [Notl poly(A) SV40 early
1663 [Pmel enhancer/
1643 |Xhol T7 promoter
h
1640 | Sqfl Rlue oromoter

Nhel 684

Sekil 3-1. psiCHECK-2 lusiferaz reporter vektoru haritasi (WEB_10).

Xhol restriksiyon enzimi ile kesim reaksiyonu sartlari agagidaki gibidir:

5 ug Vektdr/PCR drind, 5 pl 1x CutSmart Buffer, 5 ul Xhol restriksiyon enzimi, 50 pl'ye
nikleaz icermeyen ddH,O ile tamamlanip karistirildi. 37°C’de bir gece kesim iglemi igin,
65°C’de 20 dakika enzimin inaktivasyonu icin inklibe edildi. Baglik 3.10.3'teki gibi DNA
temizleme basamaklari uygulandi. Bir sonraki restriksiyon kesim enzimi Pmel ile kesildi.

Reaksiyon sartilari agagidaki gibidir:
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2 pg Vektor/PCR urdnd, 5 pl 1x CutSmart Buffer, 2 pl Pmel restriksiyon enzimi, 50
pl'ye nikleaz icermeyen ddH20 ile tamamlanip karistiriidi. 37°C’de bir gece kesim islemi
icin, 65°C’de 20 dakika enzimin inaktivasyonu icin inkiibe edildi. Baglik 3.10.3’teki gibi DNA

temizleme basamaklari uygulandi.

3.10.5. psiCHECK-2 vektorunun alkalen fosfataz ile muamelesi

Xhol ve Pmel ile kesilerek saflastirilan vektér DNA’'sinin 5’ uglarindan fosfat gruplarini
cikarmak icin FastAP Thermosensitive Alkaline Phosphatase (Kat. No: EF0651, Thermo
Fisher Scientific) enzimi kullanildi. Reaksiyon sartlari asagidaki gibidir:

1 pg Vektor, 2 ul 10x FastDigest Buffer, 1 ul FastAP Alkalin Fosfataz enzimi, 20 pl'ye
nikleaz icermeyen ddH-O ile tamamlanip karistirildi. 37°C’de 4 saat enzim aktivitesi igin,

80°C’de 20 dakika enzimin inaktivasyonu igin inkiibe edildi.

3.10.5.1. Alkalen fosfataz ile muamele edilen psiCHECK-2 ‘nin fenol kloroform

ekstraksiyon yontemi ile temizlenmesi

Diger enzim muamelelerinden farkli olarak vektor DNA’sinin alkalen fosfatazdan
arindirmak i¢in fenol kloroform ekstraksiyon yontemi agagidaki sekliyle uygulandi.

1. Son hacim 20 ul olan érnegdin tzerine 180 pl nikleaz icermeyen ddH,O eklendi

2. Uzerine 200 pl (Ornek miktari kadar) fenol:kloroform:isoamilalkol (Kat. No:P2069,
Sigma-Aldrich) eklenerek 15 saniye siddetli sekilde vortekslendi. Oda sicakliginda
10 dakika bekletildi.

3. 4°C’de 12000 x g'de 10 dakika santrifuj edildi. Seffaf sivi kisim steril bir
mikrosantrifij tiptne alindi.
2. ve 3. adim tekrarlandi.

5. Alinan sivi kisim kadar (1:1) %100 soguk etanol eklendi ve 1 saat -80°C’de
bekletildi.

6. 4°C’de 12000 x g’de 10 dakika santrifuj edildi. Pellete dokunmadan sipernatantin
tamami atild..
Herhangi etanol kalintis1 kalmamasi igin pellet 10 dakika kurutuldu.
Pellet 30 pl niikleaz icermeyen ddH,O’da ¢ozlldu.
Nanodrop kullanarak DNA'nin miktar ve kalitesi dlcildi. Kullanilincaya kadar -
20°C’de muhafaza edildi.
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3.10.6. PTEN ve C2CD2 3’UTR’lerinin psiCHECK-2 vektdrine ligasyonu

Klonlamak igin hazirlanan psiCHECK-2 vektéri ve PTEN, C2CD2 3’'UTR’lerinin (insert
DNA) klonlanmasi icin Ligasyon igin T4 DNA Ligase (Kat. No:EL0014, Thermo Fisher
Scientific) kullanildi. Reaksiyon i¢in eklenecek vektor ve PCR drtnlerinin miktari oran olarak
1:5 olarak belirlendi. Reaksiyon sartlari su sekildedir:

85 ng Vektor, 60 ng insert DNA, 2 ul 10x T4 DNA Ligase buffer, 2 pl %50 PEG 4000
soliisyon, 1 ul T4 DNA Ligaz, 20 pl'ye nikleaz icermeyen ddHO ile tamamlandi. 22°C’de 1

saat inklibe edildi.

3.10.7. Sivi LB besiyeri hazirlanmasi

Sivi LB (Luria-Bertani Broth) besiyeri 500 ml'lik erlenlerin icerisine 250 ml hazirlandi.
Bunun icin; 6.25 g LB Broth (Kat. No:110285, Merck) tartilip 250 ml'ye dHO ile tamamlandi.
121°C’de 15 dakika otoklav ile sterilize edilerek. Kullanilincaya kadar 4°C’de muhafaza
edildi.

3.10.8. LB agar besiyeri hazirlanmasi

Kati LB besiyeri hazirlamak igin 250 ml'lik erlene 100 ml hazirlandi. Bunun igin; 2.5 g
LB Broth ve 1.5 g Agar (Kat. N0:05039, Sigma-Aldrich) tartihp 100 ml'ye dH2O ile
tamamlandi. 121°C’de 15 dakika otoklav ile sterilize edildi. Besiyerinin yaklasik 50°C’ye
gelmesi beklendi. 100 pug/ml amfisilin (Kat. No:BP1760, Fisher Scientific) eklenerek sicakhgi
dismeden her bir petriye bek alevi altinda yaklasik 10 ml olacak sekilde dokim yapildi.
Sogumasi beklenerek katilagsmasi saglandi. Petrilerin gevresi parafin ile etrafi sarilarak

kullanilincaya kadar 4°C’de 11k gérmeyecek sekilde 1 ay’a kadar muhafaza edildi.

3.10.9. Ligasyon urinunin E.coli DH5a susuna transformasyonu

Transformasyon igin 5-alpha Competent E.coli (Kat. No:C2987H, NEB) kullanildi. Tim
islemler esnasinda aseptik sartlara uyularak bek alevi altinda galigildi.
1. 5plligasyon trdnd, 50 pl kompetent hiicre olan tipUn igerisine birakilarak yavasca
birkag kez pipetle karigtiriidi.
2. Karisim 30 dakika buz icerisinde inklbe edildi.
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3. Ardindan 42°C’de 35 saniye bekletildi. Hemen buza alinip 5 dakika inkibe edildi.
Kit ile temin edilen SOC medium’dan 950 ul eklenerek 37°C’de 45 dakika boyunca
calkalandi.

5. Calkalanan hiicrelerden 100 ul alinarak amfisilin iceren LB agarin oldugu petriye
yayma ekim yapildi. 37°C’de 1 gece ¢odalmasi icin bekletildi.

3.10.10. Kolonilerin gogaltiimasi ve koloni PCR

LB agarda cogalan kolonilerden rastgele 10 tanesi secildi ve santrifiij tiplerinde 50
Mg/ml amfisilin iceren 3 ml sivi LB besiyerine ekim yapildi. 37°C’'de 4 saat 250 rpm’de
calkalandi. Sivi besiyerinde c¢ogaltilan bakteri kdltiriinden 2 uyl alindi ve tablo 3-3'te
gOsterilen klonlama primerleri kullanilarak baslik 3.10.2’de anlatildigi sekilde PCR kuruldu.
PCR Urunleri %0.8’lik agaroz jelde kosturularak goruntilendi. Cogalan PCR &érneklerinden
3 tane secilerek DNA dizilemesi icin Sentegen Biotech (Ankara)’e génderildi. PCR Urinin
cogalma gosterdigi bakteri kulturtleri 37°C’de 1 gece 250 rpm’de c¢alkalandi. Bir gece sonra
bakteri kiltiriinden 500 ul alinarak 500 ul %50 steril gliserol ile karistirilarak -80°C’de daha

sonra kullaniimak tzere saklandi.

3.10.11. Plazmit DNA izolasyonu

Okaryotik hiicrelere transfekte edilecek olan plazmitlerin izolasyonu igin HiSpeed
Plasmid Maxi Kit (Kat. N0:12663, Qiagen) kullanildi. Deney kitin protokoliine uygun olarak
gerceklestirildi.

1. Plazmiti izole edilecek olan bakteri stogu 50 pg/ml amfisilin iceren 250 ml’lik sivi LB
iceren erlene ekim yapildi. 37°C’de 1 gece 250 rpm’de calkalandi.

2. Ertesi gun bakteri iceren 250 ml’lik besiyeri 50 ml’lik falkon tuplere dagitilarak 4°C’de
6000 x g’de 15 dakika santrif(ij edildi. Pellete dokunmadan slpernatantin tamami
atildi. (Buffer P3 kullaniimadan 30 dakika 6nce buza koyuldu).

Falkonlardaki pelletler 10 ml Buffer P1’de ¢ozulerek tek tipte birlestirildi.

10 ml Buffer P2 eklenerek 4-6 kez ters yuz edildi.

Oda sicakliginda 5 dakika bekletildi (Bekleme suresinde QIAfilter Maxi Cartridge’in
cikis yeri vidalanarak uygun bir spora yerlestirilerek hazirlandr).

6. 10 ml Buffer P3 eklenerek 4-6 kez ters yiz edildi.
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Falkondaki lizat daha 6nceden hazirlanmis olan QIAfilter Cartridge’nin igerisine
dokildd. Oda sicakhginda 10 dakika bekletildi.

HiSpeed Maxi Tip’'in dengelenmesi i¢in 10 ml Buffer QBT yercekiminin etkisiyle
kolondan gecirilerek hazirlandi.

QIAfilter Cartridge’nin ¢ikis yerindeki vida ¢ikarilarak, pistonu yerlestirilip nazikge
sabit bir kuvvet uygulanarak daha 6nce dengelenmis olan HiSpeed Tip’in igerisine
dokuldo.

HiSpeed Tip'in icerisine dokulen lizat kolondan gegirildi.

HiSpeed Tip’in icerisine 60 ml QC dokulerek yavasca kolondan gegirildi.

Kolona 15 ml QF eklenerek steril 50 ml'lik falkonun icerisine yavasca akmasi
saglandi.

Falkonun igerisine akitiimis olan 6rnek 10.5 ml (QF’'nin 0.7 kat hacminde)
izopropanol ile kanstirilarak plazmit DNA c¢oktiruldi. Oda sicakliginda 5 dakika
bekletildi.

30 ml'lik enjektorin pistonu c¢ikarildi ve ucuna QIlAprecipitator Maxi Module (filtre)
eklendi. icerisine izopropanol ile karistirilan érnek dékiildii. Piston tekrar takilarak
yavas bir kuvvetle karigimin fitireden gegmesi saglandi.

2 ml %70 etanol filtreden yavasca gegirildi.

Enjektor bogken birkag kez filtreden hava gegirilir etanol kalintisi atildi ve filtre 10
dakika kurumasi beklendi.

1 ml TE filtreden gegirilerek plazmit DNA steril temiz bir mikrosantrifij tipine
aktarildi. DNA'nin miktar ve kalitesi nanordop kullanilarak olguldi. psiCHECK-2
PTEN 3'UTR yabanil tip ve psiCHECK-2 C2CD2 3'UTR yabanil tip lusiferaz reporter
vektorleri klonlanarak izole edilmis oldu. Kullanilincaya kadar -20°C’de muhafaza
edildi.

3.10.12. Yonlendirilmis mutagenez (Site directed mutagenesis)

Klonlanan psiCHECK-2 PTEN 3’'UTR yabanil tip ve psiCHECK-2 C2CD2 3'UTR

yabanil tip vektorlerinde mutasyon olugturmak igin kullanilan yonlendiriimis mutagenez

yontemi sekil 3-2’deki gibi gergeklestirildi. Bunun icgin tasarlanan primerler tablo 3-3’te

gOsterilmistir.
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- fleri primer

Geri primer

psiCHECK-2 3'UTR vektor

Sekil 3-2. 3'UTR klonlanan vektérde mutasyon olusturmak i¢in kullanilan yénlendiriimis
mutagenez yontemi.

PCR, Phusion High-Fidelity DNA Polymerase (Kat. No:F530S, Thermo Fisher
Scientific) ve MyCycler (BioRad) cihazi kullanilarak gergeklestirildi. Reaksiyon sartlari su
sekildedir: 7.5 ng Plazmit DNA, 4 pl 5X Phusion HF Buffer, 0.4 pl dNTP (10 mM), 0.25 ul
ileri primer (10 uM), 0.25 pl geri primer (10 pM), 0.4 pl DMSO, 0.2 pl Phusion DNA
Polymerase, 20 pl'ye nikleaz icermeyen ddH-O ile tamamlanip karistirildi. Cihaz sartlar su
sekildedir: 98°C 1 dakika enzim aktivasyonu, (98°C 30 saniye, 58°C (PTEN 3'UTR
mutasyonu igin) / 70°C (C2CD2 3’'UTR mutasyonu igin) 45 saniye, 72°C 3.5 dakika) 25
dongu, son uzatma 72°C’de 10 dakika olacak sekilde gergeklestirildi. PCR sonucu 0.8’lik
agaroz jelde gorintulendi. PCR Grinleri baslik 3.10.3'te anlatildigi gibi temizlendi.

30 ng PCR urun(, 2 pl 10x T4 DNA Ligase buffer, 2 pl %50 PEG 4000 solisyon, 1 pl
T4 DNA Ligaz, 20 pl'ye nikleaz icermeyen ddH-O ile tamamlandi. 22°C’de 1 saat inklbe
edildi.

Ligasyon Urunu kullanarak baglik 3.10.9’da anlatildigi sekilde transformasyon yapildi
ve baslik 3.10.10'da anlatildigi gibi tablo 3-3'te gosterilen klonlama primerleri kullanilarak
koloni PCR kuruldu ve mutasyonun olup olmadidinin teyiti icin bahsedildigi gibi Sentegen
Biotech (Ankara) firmasindan DNA dizileme hizmeti alindi. DNA dizi sonuglari mutasyonun
oldugu tespit edilen kolonilerden baglik 3.10.11°de anlatildig1 sekilde ¢ogaltilarak plazmit
izolasyonu yapildi. psiCHECK-2 PTEN 3'UTR mutant ve psiCHECK-2 C2CD2 3'UTR

mutant vektorleri olusturulmus oldu.
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3.11. Hiicre invazyon ve Migrasyon Deneyi

Hucre invazyon deneyleri icin BioCoat Matrigel Invasion Chambers (Kat. No:354480,
Corning) kullanildi. Deney dretici firmanin protokoline uygun olarak gergeklestirildi.
Oncelikle invazyon odalari oda sicakliinda 1 saat inkibe edildi. Ardindan, serum
icermeyen besiyerinde 37°C’de 2 saat rehidrasyon yapildi. Bu sure igerisinde invazyon
kapasitesi belirlenecek hicreler kiltire edildikleri kaplardan tripsin edilerek sayildilar.
invazyon odacigina 2.5x10* hiicre serum icermeyen besiyerine ekildi. Odacigin altinda
kalan kuyuya kemoatraktan olarak %10 serum iceren besiyeri eklendi. Hlcreler 22 saat
kiltdr sartlarinda inkibe edildi. 22 saat sonunda invazyon odaciginin icerisindeki besiyeri
uzaklastirildi ve pamuklu gubukla odacigin icerisinde kalmis olan hicreler temizlendi.
invazyon odaciklari éncelikle soguk soguk metanol icerisinde 10 dakika bekletildikten sonra
10 dakika Toludine blue (%1) ile boyandi. Mikroskop altinda x20 biyitmede 5 farkl alan
fotograflanip invaziv hicreler sayildi.

Hicre migrasyon deneyleri icin Falcon FluoroBlok Cell Culture Insert (Kat. No:08-
772-147, BD) kullanildi. Migrasyon kapasitesi belirlenecek hicreler kilture edildikleri
kaplardan tripsin edilerek sayildilar. invazyon odacigina 1.25x10* hiicre serum icermeyen
besiyerine ekildi. Odacigin altinda kalan kuyuya kemoatraktan olarak %10 serum iceren
besiyeri eklendi. Hucreler 22 saat kuiltir sartlarinda inkibe edildi. 22 saat sonunda
migrasyon odaciginin icerisindeki besiyeri uzaklastirildi ve pamuklu g¢ubukla odacigin
icerisinde kalmis olan hicreler temizlendi. Migrasyon odaciklari dncelikle soguk soguk
metanol icerisinde 10 dakika bekletildikten sonra 10 dakika %21 Toludine blue (Kat.
N0:89640, Sigma-Aldrich) ile boyandi. Mikroskop altinda 20x blytutmede 5 farkli alan

fotograflanip migrasyon yapan hiicreler sayildi.

3.12. Hiicre Proliferasyon Deneyi

Hucre proliferasyon deneyleri Vybrant® MTT Cell Proliferation Assay Kit ile
gergeklestirildi (Kat. No:V13154, Thermo Fischer Scientific). Yontem kitin protokoliine uygun
olarak gerceklestirildi. 96 kuyulu hiicre kiltir kaplarina 1x10* hicre ekildi. Hicreler
tutunduktan sonra besiyeri tazelenerek her kuyuya 100 pl serumlu besiyeri eklendi. Hiicre
proliferasyonunun  dlclilecegi kuyulara 10 pl MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2-yl)-2,5-

difeniltetrazolyum bromit) eklendi ve hlcre kiltlr sartlarinda 4 saat inkibe edildi. 4 saat
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sonunda MTT eklenen kuyulara SDS eklenerek hiicre kiiltir sartlarinda 4 saat inktibe edildi.

Ardindan pipet yardimiyla kuyular karistirilarak 560 nm’de absorbans degerleri okundu.
3.13. Sinyal Yolak Sekillerinin Olugturulmasi

Tezin ‘Kuramsal Bilgiler’ kisminda, bahsi gecen konularla ilgili sinyal yolak sekilleri
web tabanli bioRENDER (WEB_11) programinda bulunan hazir sablonlar kullanilarak
cizilmistir. Cizimler konuyla ilgili literattr bilgileri g6z 6éniinde bulundurularak uygun grafikler

kullanilarak hazirlanmistir.
3.14. istatistiksel Analiz

Calisma boyunca gerceklestirilen real-time PCR sonugclari, lusiferaz aktivitesi 6lgiim
degerleri ve hiicre invazyon sonuclarinin SPSS 17.0 kullanarak Student’s t-test yontemi ile
analiz edildi. Hasta dokularina ait grafikler GraphPad Prism (GraphPad Software, La Jolla,
CA, USA) kullanilarak cizildi. istatistiksel analizleri yine ayni program ile parametrik olmayan
Mann-Whitney U yéntemi ile gerceklestirildi. p<0.05 degerine sahip sonuglar istatistiksel
olarak anlamli kabul edildi. Sonuglarin ortalama degerleri + standart sapmalari belirtilerek
gOsterildi.
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4. BULGULAR

4.1. TNF-a indiiklii AKT Aktivasyonu

TNF-a ile induklenen PI3K/AKT/NF-kB yolaginin TNF-a tarafindan aktive edildigini
tespit edebilmek icin TNF-a indukli H1299 hiicrelerinde AKT’nin aktivasyonu degerlendirildi.
Bunun icin 6 kuyulu platelere ekilen H1299 hiicreleri 24 saat serum acligina maruz birakildi.
30 ng/ml TNF-a ile muamele edildikten 24 saat sonra hucrelerin lizatlari ripa tamponu ile
toplandi ve western blot analizi ile p-AKT ve AKT seviyeleri belirlendi. Sekil 4-1’de gorildugu
Uzere TNF-a ile muamele edilen H1299 hiicrelerinde p-AKT seviyesi, TNF-a uygulanmayan

gruba gore 1.5 kat fazla oldugu gozlendi.

TNF-a - +

p-Akt — e m—
1.0 1.5
Akt — —

Sekil 4-1. H1299 hucrelerinin TNF-a muamelesi sonucu AKT aktivasyonunun western blot
goruntusu. Bant yogunluklari Image Studio Lite Ver 4.0 programiyla élgildi. p-AKT degeri,
AKT’ninkine oranlanarak normalize edildi. Kontrole oranla kat degisimi degerleri bantlarin altina
eklendi.

4.2. TNF-a indiiklii NF-kB Aktivasyonu

4.2.1. TNF-a indukli NF-kB (p65)’nin DNA’ya baglanma kapasitesi

TNF-a uyarimiyla AKT yolaginin aktiflestigi tespit edildikten sonra p65'in DNA'ya
baglanma kapasitesini belirleyebilmek icin EMSA deneyi gerceklestirildi. H1299 hicreleri, 6
kuyulu platelerde 24 saat serumsuz besiyerinde kiltiire edildikten sonra 30 dakika 30 ng/ml
TNF-a ile muamele edildi. Muamele edilen ve edilmeyen grubun nikleer lizatlari EMSA
deneyi icin toplandi. Sekil 4-2’”de TNF-a ile uyarilan grupta p65'in DNA baglanma

kapasitesinin TNF-a muamele edilmeyen gruba gore 2 kat fazla oldugu saptandi.
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Sekil 4-2. TNF-a indikli p65 DNA baglanma kapasitesi. H1299 hiicrelerini 30 ng/ml TNF-a ile 30
dakika indukledikten sonra gerceklestiriien EMSA sonucunun gérintusu (A). EMSA gorintisindeki
bant yogunluklari Image Studio Lite Ver 4.0 programiyla grafige dokuldu (B).

4.2.2. TNF-a indlkli NF-kB (p65) transkripsiyonel aktivitesi

TNF-a uyariminin p65’in DNA baglanma kapasitesinin arttirdigi gosterildikten sonra
p65’in transkripsiyonel aktivitesine olan etkisi lusiferaz reporter deneyleri ile saptandi. Bir
gln énce 96 kuyulu platelere ekilen H1299 hicreleri, pGL3-NF-kB-promoter-Luc vektori ve
normalizator olarak pRL-Renilla vektori birlikte transfekte edildi. Transfeksiyondan 48 saat
sonra hucreler, kontrol grubu hari¢ 30 ng/ml TNF-a ile 8 saat muamele edilip passive lizis
buffer ile lizatlari toplanarak lusiferaz aktivitesi 6lgtimleri gergeklestirildi. H1299 huicrelerinin
TNF-a ile indUklenmesi sonucunda p65’in transkripsiyonel aktivitesinin, TNF-a’'nin

uygulanmadigi hicrelere oranla 2 kat anlamli olarak arttigr gézlendi (Sekil 4-3).
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Sekil 4-3. H1299 hiicrelerinin TNF-a uyarimi sonucu p65 transkripsiyonel aktivitesinin 6lcimu. pGL3-
NFkB-promoter-Luc (100 ng/kuyu) ve pRL-Renilla (10 ng /kuyu) vektorlerinin birlikte transfekte
edildigi hicrelere 30 ng/ml TNF-a uygulamasi sonucu Olgulen lusiferaz aktivitesi. * p<0.05.

Lusiferaz reporter deneyinde TNF-a’nin p65 transkripsiyonel aktivitesini arttirdidi

tespit edildikten sonra p65’in transkripsiyonel aktivitesini azaltmak igcin siRNA aracili gen
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susturma yontemi kullanildi. p65 siRNA’nin, p65’in transkripsiyonel aktivitesine olan etkisi
degerlendiriimeden 6nce, siRNA araciligiyla p65’in downregtle oldugu saptandi. 6 kuyulu
platelere ekilen H1299 hiicreleri p65 siRNA ve kontrol siRNA ile transfekte edildikten 24 saat
sonra ripa buffer ile hicre lizatlari toplanarak western blot analizi gergeklestirildi. Analiz
sonucunda, p65 siRNA’nin kontrol siRNA’ya gore etkili sekilde p65 ekspresyon seviyesini
azalttig1 gozlendi (Sekil 4-4A). p65 siRNA'nin calistigi teyit edildikten sonra, 6 kuyulu
platelere ekilen H1299 hicrelerine kontrol siRNA ve p65 siRNA transfekte edildi. 24 saat
sonra pGL3-NF-kB-promoter-Luc ve pRL-Renilla vektoril tim gruplara birlikte transfekte
edilerek 48 saat sonra hucrelerin lizatlari passive lizis buffer ile toplandi ve lusiferaz
aktiviteleri oOlguldi. p65’in susturuldugu grupta kontrole oranla yaklasik %30 oraninda

anlaml derecede azalma gézlendi (Sekil 4-4B).

A B
= 1,5 1
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Kontrol p65

GAPDH SiRNA  siRNA

Sekil 4-4. H1299 hicrelerinin p65 siRNA araciligiyla NF-kB (p65)’in transkripsyonel aktivitesinin
azaltilmasi. p65’in siRNA aracili susturuldugunun western blot géruntisua (A). pGL3-NFkB-promoter-
Luc (100 ng/kuyu) ve pRL-Renilla (10 ng /kuyu) vektorlerinin birlikte transfekte edildigi H1299
hicrelerinde p65 siRNA'nin lusiferaz aktivitesi 6lgima (B). * p<0.05.

4.3. Kromatin immiinpresipitasyon-Sekans (ChIP-Seq)

KHDAK’'nde TNF-a indukli NF-kB (p65)’'nin miRNA’larin promotorlarina baglanarak
transkripsiyonlarini  aktive ettigini ve bu miRNA’larin c¢esitli hicresel sureclerin
duzenlenmesinde gorev aldigini hipotez etmistik. Hipotezin ilk basamagi olan, NF-kB'nin
promotorlarina baglanarak transkripsiyonlarini dizenledigi miRNA’lar1 tespit edebilmek icin
Kromatin immunpresipitasyon-sekans (ChIP-Seq) yontemini kullanildi. ChIP-Seq y&ntemi
ile H1299 KHDAK genomundaki p65’in baglandigi DNA bdlgelerini saptayarak bu bolgelerin

bir miRNA’nin promotor bélgesi olup olmadiginin tespit edilmesi amaclandi. 24 saat
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serumsuz besiyerinde kulture edilen H1299 hucrelerini, 30 ng/ml TNF-a ile 1 saat muamele
ettikten sonra DNA ve transkripsiyon faktorlerinin fiksasyonu igin %18.5’lik formaldehit
uygulanarak hucreler toplandi. Toplanan hicrelerde nikleuslar izole edilip nikleer lizis
tamponu ile parcalandi. Agiga ¢ikan H1299 kromatini sonikasyon yontemiyle, uzunlugu 250-
500 baz olacak sekilde fragmente edildi. Sonikasyon dncesi ve sonikasyon sonrasi H1299
genom agaroz jelde goruntilenerek deneyin sonikasyon agsamasinin gerceklestigi teyit
edildi (Sekil 4-5).

Sekil 4-5. Sonikasyon 6ncesi (A) ve sonikasyon sonrasi (B) H1299 genomik DNA’sinin %0.8’lik
agaroz jel goruntisu. (M: Marker, H1299: H1299 KHDAK hticre hattinin genomik DNA 6rnegi)

istenilen uzunlukta parcalanan H1299 kromatininde, p65in baglandiyi DNA
fragmentlerini  secebilmek icin ChIP deneyine uygun p65 antikoru kullanarak
immunopresipitasyon iglemi gergeklestirildi. DNA, protein ve RNA’dan arindirildi. Elde
ettigimiz DNA fragmentlerinin igerisinde p65’in baglanma bdlgesi olup olmadigini teyit etmek
icin, p65’in baglandidi bilinen IKK geninin promotor bolgesine spesifik primerler kullanarak
PCR gerceklestirildi ve sonuclar agaroz jelde goruntilendi (Sekil 4-6). PCR sonucunda
immunopresipitasyonu dogruladiktan sonra 6rnedin kalite ve konsantrasyonlari
spektrofotometrik olarak 6lciildii (Tablo 4-1) ve 6rnek ChIP-seq yontem igin TUBITAK

BILGEM ileri Genom ve Biyoenformatik Arastirma Merkezi'ne génderildi.
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Sekil 4-6. IKK geninin promotorunda bulunan NF-kB (p65) baglanma bdlgesine spesifik primerler ile
yapilan PCR sonucunun %0.8'lik agaroz jel elektroforezinde goriintisi. (M: Marker, H1299: H1299
KHDAK hiicre hattinin genomik DNA 6rnegi)

Tablo 4-1. Chip Sekans icin gonderilen érneklerin miktar ve absorbans degerleri.

Miktar _
Hacim (ul) A260/A280 A260/A230
(ng/ur)
5,67 50 1,7 2

4.4. ChlP-Seq Sonugclarinin Biyoenformatik Analizleri

Sekanslanan genom bdlgeleri hg38’e gore hizalanmis olarak génderildi. Sekanslanan
bdlgelerin insan genomunda herhangi bir miRNA’nin promotor bdlgesi olup olmadigini tespit
edebilmek icin bu bdlgelerin pre-miRNA genlerine uzakliklari tespit edildi. Integrative
Genomics Viewer (IGV) programi kullanilarak, hem ChIP-seq sonucu elde edilen boélgeler
hem de insan genomunda bilinen tim pre-miRNA genlerinin lokasyonlari birlikte
goruntilendi. Pre-miRNA genlerinin 5’ yoniinde yaklasik 20 kilobaz icerisinde ChIP-seq
sonucu okunan bdlge varsa o pre-miRNA filtrelendi, o bélge de miRNA’nin promotor bolgesi
olarak kabul edildi. p65 antikoru kullanarak gergeklestirdigimiz ChIP deneyi sirasinda yanlig
pozitif baglanmalar s6z konusu olabileceginden dolayi sekanslanan H1299 genom
bélgelerinde p65 DNA baglanma motifleri olup olmadigi arastirildi. miRNA’larin tahmini
promotor bolgeleri olarak belirledigimiz ChlP-seq bdlgelerinde p65 baglanma motifi olup
olmadigini tespit etmek icin web tabanlh JASPAR ve TRANSFAC programi kullanildi. Bu
analiz sonucunda bazi bolgeler ve dolayisiyla pre-miRNA’lar elenerek ikinci bir filtreleme
yapilmig oldu. Tum analizler sonucunda filtrelenen bélgeler ve pre-miRNA’lar tablo 4-2'de

verilmigtir.



Tablo 4-2. ChIP-seq sonuglarinin biyoenformatik analizleri sonucunda potansiyel p65 baglanma bdlgeleri ve diizenledigi miRNA genleri.

ChlP-seq ChiP-seq
Okunan ChlIP-seq o . )
. . bdlgelerinin bolgesindeki
) ] DNA bélgesinin pre- Okunan ChlP-seq bdlgesinin )
Pre-miRNA Lokasyon Konak geni o . kat zenginligi | potansiyel NF-kB
zinciri miRNA'ya olan koordinati
. (Fold (p65) baglanma
uzakhgi . .
enrichment) bolgesi
hsa-miR-4276 intergenik + ~20kb chr4:174,404,075-174,406,359 24.68 GAGGATTTCC
hsa-miR-548a-2 | intergenik + ~10kb chr6:135,228,599-135,229,280 42.50 TGGAACTACC
hsa-miR-4651 intronik POR + ~19kb chr7:75,895,529-75,896,065 18.64 TGGGGTTTCA
hsa-miR-5692c-2 | intergenik - ~20kb chr7:97,982,666-97,983,060 26.28 GCTGGTTTCC
hsa-miR-548v intronik MTUS1 - ~4.5kb chr8:17,676,955-17,677,652 23.57 CTGATTTTCC
hsa-miR-548h-4 | intergenik - ~3kb chr8:27,051,779-27,052,082 17.34 ATGGGTTTCC
hsa-miR-548q intronik CAMK1D - ~11kb chr10:12,735,948-12,736,625 46.15 TGGAAATTTC
hsa-miR-1915 intronik CASC10 - ~25 kb chr10:21,522,265-21,523,065 10.29 GAGACTTACC
hsa-miR-4682 intergenik + ~1kb chr10:119,956,983-119,957,722 11.90 GGGACTTCCT
hsa-miR-3161 intronik PTPRJ + ~22kb chr11:48,074,669-48,075,119 35.17 TGGGTTTTAC
hsa-miR-621 ekzonik SLC25A15 + ~20kb chr13:40,788,345-40,788,907 31.05 GGGAGGTTGC
hsa-miR-548as intronik GPC5 + ~7kb chr13:92,483,043-92,483,434 20.51 TGTGATTTCA
hsa-miR-3179-1 | intergenik + ~2.5kb chrl6:14,898,312-14,898,861 27.00 TGGGGTTACA
hsa-miR-4721 ekzonik TUFM - ~20kb chr16:28,864,070-28,864,619 19.05 TGATATTTCC
hsa-miR-138-2 intergenik + ~16kb chrl6:56,842,047-56,842,341 27.91 CTCAGTTTCC
hsa-miR-1203 intronik SKAP1 - ~6.5kb chrl7:48,163,058-48,163,737 20.91 GGGAAGTTCC
hsa-miR-8078 intergenik - ~0.2kb chrl8:112,253-112,542 18.96 CTGGGATTCC
hsa-miR-122 intergenik + ~16kb chr18:58,435,041-58,435,380 16.39 TTTAAATTCC
hsa-miR-6814 intronik RIPK4 - ~1.8kb chr21:41,748,349-41,748,611 10.82 TGGTGTTTGC
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4.5. NF-kB Tarafindan Diizenlenen miRNA’lar

NF-kB (p65) tarafindan potansiyel olarak dizenlendikleri biyoenformatik araclar
kullanilarak tespit edilen pre-miRNA’larin iglevsel birimi olan olgun miRNA’larin secimi
gerceklestirildi. Bunun i¢cin miRBase database’inde, derin sekanslama (deep sequencing)
deney sonuclarinda pre-miRNA’nin en ¢ok okunan olgun formu (3p veya 5p) secildi. Secilen
olgun miRNA’larin, NF-kB tarafindan dizenlenip dizenlenmediklerini tespit edebilmek igin
real-time PCR deneyleri gercgeklestirildi. Bunun igin 6 kuyulu platelere ekilen H1299
hiicrelerine kontrol siRNA ve NF-kB (p65) siRNA transfekte edildi. Transfeksiyondan 24 saat
sonra kontrol siRNA ve p65 siRNA gruplari TNF-a (30 ng/ml) ile 8 saat muamele edildi.
Hicbir uygulama yapilmayan diger kontrol siRNA grubu TNF-a uygulanan gruplar igin kontrol
olarak kullanildi. Hucreler Trizol ile toplanarak miRNA’lari izole edildi ve real-time PCR
deneyleri gergeklestirildi. Sonuclar, Snord61’e normalize edilerek 27229 ygntemi ile analiz
edildi. Tablo 4-1’de tespit edilen ve olgun formlari segilen miRNA’larin ekspresyon seviyeleri
tim gruplarda dlgllerek analiz edildi. Real-time PCR analizi sonucunda, 19 miRNA'dan 5
tanesinin  (MiR-548as-3p, mIiR-8078, miR-621, miR-1203, miR-1915) TNF-a ile
ekspresyonlari anlamli derecede artarken NF-kB (p65) siRNA varliginda bu artisin azaldigi
tespit edildi. TNF-a uygulamasiyla en ylksek ekspresyon seviyesi yaklasik 4 kat ile miR-
548as-3p ve 2.5 kat ile miR-8078dir. TNF-a muamelesiyle ekspresyonu yaklasik %40
azalan miR-3179, p65 siRNA varliginda ekspresyonu 2 kat artarak diger miRNA’larin tersi
durum gostermistir. miR-5692c’nin  ekspresyon seviyesinde herhangi bir sinyal
alinamamistir. Diger miRNA’larin ekspresyon seviyelerinde anlamli bir degisiklik tespit
edilmemistir (Sekil 4-7). Bu sonuglar dogrultusunda miR-548as-3p, miR-8078, miR-1915-
5p, miR-621, miR-1203 ve miR-3179'un ekspresyonlarinin NF-kB tarafindan dizenleniyor
oldugu tespit edilmistir. miR-3179 diger miRNA’larin aksine, TNF-a uyarimi ile ekspresyonu
azalmigtir. TNF-a muamelesine ragmen p65 siRNA varliginda ise ekspresyonu artmistir. Bu
durum NF-kB’nin, miR-3179’un ekspresyonunu baskilayarak negatif ydonde bir dizenlenme

gosteriyor oldugu sonucuna ulastirmaktadir.



(6)]
)

OKontrol siRNA

N
1

mKontrol siRNA + TNF-a

@p65 siRNA + TNF-a

w
1

miRNA ekspresyon seviyesi (Kat degigimi)
N

o [l
L 1
L 1

© N 3 O N N S N %) >
o %’;,Q & &6*? & '@fﬁ & & @ Q@.Q L g ,.;b'Q RS W,Voﬁ ,\b?ﬁ ﬁ@w"
& S R SIS 1 Q & & & N : N :
& (‘.\g:" & & 6.\3: & & € Q.."‘ & & & & & & &
¢ &

Sekil 4-7. NF-kB aktivasyonu ile transkripsiyonel olarak indiklenen miRNA’lar.
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4.6. miR-548as-3p’nin Promotor Analizi

miR-548as-3p, GPC5 geninin 7. intronunda yer alan intronik bir miRNA'dir. miR-
548as-3p’nin promotorunu tahmin edebilmek icin dncelikle, konak geni GPC5 ile ortak
promotora sahip olup olmadigi arastirildi. TNF-a muamelesi ile upregile olan miR-548as-
3p, GPC5 ile ortak promotora sahip oldugu taktirde GPC5’inde upregile olmasi
gerekmekteydi. Bunun igin, 6 kuyulu platelere ekilen H1299 hiicrelerini 30 ng/ml TNF-a ile
muamele edip 2, 4, 8 ve 12 saat sonra trizol ile toplandi. miRNA'yi1 iceren toplam RNA’lari
izole edilerek miR-548as-3p ve GPCS’in ekspresyon seviyeleri real-time PCR ile belirlendi.
miR-548as-3p Snord61’le, GPC5 B-aktin’le normalize edilip 2722¢9 yontemi kullanilarak
analiz edildi. Sonuclarda, miR-548as-3p zamana baglh olarak ekspresyonu artarken

GPC5’in ekspresyonunun azaldigd tespit edildi (Sekil 4-8).

EGPC5
EmiR-548as-3p

Kontrole oranla GPC5 & miR-
548as-3p ekspresyon seviyesi

12 saat TNF-a

Sekil 4-8. miR-548as-3p ve GPC5 geninin TNF-a ile muamele edilen H1299 hiicrelerinde zamana
bagh ekspresyon degisimleri.

mMiR-548as-3p’nin konak geni olan GPC5’ten bagimsiz bir promotora sahip oldugu
tespit ettikten sonra, promotor bélgesini biyoenformatik araglar kullanarak tahmin etmeyi
amagladik. ChlP-Seq sonucu okunan ve NF-kB baglanma motifi tagiyan bdlgenin pre-miR-
548as’ye olan uzakhgi 7131 nukleotittir. pri-miR-548as primer transkriptinin uzunlugu
bilinmedigi icin transkripsiyon baglangi¢ noktasi da (TSS) bilinmemektedir. Dolayisi ile, NF-
kKB baglanma motifinin bulundugu bodlgede RNA Polimeraz Il promotorlarinda bulunan
Ozelliklerin (CpG adalar, transkripsiyon baslangic noktasi (TSS), TATA kutusu,

Transkripsiyon baglanma bdlgesi) varligini arastirmak gerekmektedir. USCS genome
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browser (WEB_12) kullanarak gergeklestirdigimiz tahmini promotor bdlgesi incelemesinde,
ChIP-Seq sonucu okunan bdlge ile pre-miR-548as arasinda, pre-miR-548as’yi de kapsayan
insan genomunda eksprese olan bir ‘expressed sequence tags’ (EST) oldugunu saptadik
(Sekil 4-9). EST’nin basladigi bélge miRNA’nin transkripsiyonunun baslangic bolgesi olarak
ifade edilebilir. EST baslangici yani miRNA TSS'i ile ChlP-Seq bdlgesindeki NF-kB motifi
arasinda 1556 baz cifti bulunmaktadir. Ayrica, NF-kB motifi ve TSS arasinda bir TATA
kutusu saptadik (Sekil 4-10).
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Sekil 4-9. ChIP-Seq sonucu okunan bolge (siyah bar), miR-548as’nin lokasyonu (turuncu c¢erceveli)
ve EST'In baslangi¢ bolgesinin (kirmizi okun goésterdigi dizi) gosterildigi USCS browser goriintisu.
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Sekil 4-10. miR-548as-3p’nin tahmini promotor analizinin sematik gosterimi.
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4.7. miR-548as-3p’nin Hedeflerinin Tespit Edilmesi

TNF-a induklli NF-kB tarafindan upregtle olan miR-548as-3p’nin hedef genlerini
tespit edebilmek icin ©ncelikle biyoenformatik araclardan vyararlanildi. Bunun icin,
mRNA’larin 3’'UTR’lerinde miRNA tanima bdlgelerinin olup olmadigini tahmin eden
TargetScan, miRWalk, miRTarBase ve miRDB web tabanli araclar kullanildi. Her bir
programda miR-548as-3p’nin hedef genlerini tespit ederek tum programlarda ortak olanlar
belirlendi. Analiz sonucunda PTEN'in 4 programda da miR-548as-3p’nin tahmini hedefleri
arasinda oldugu tespit edildi (Sekil 4-11).
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{Transcript)5 ' QUUUUACCCUAU CCA 3
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UGUA CCCARAAL
(miRNA) 3 U UUAACA 5
Target| Target | Target - -
Detail | Rank e miRNA Name |Gene Symbol |Gene Description miRDB
Details| 541 67 hsa-miR-548as-3p PTEN phosphatase and tensin homolog

Sekil 4-11. miR-548as-3p’nin hedef gen tahmin sonuglari.
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4.7.1. miR-548as-3p’nin PTEN ekspresyonu lzerine etkisi

mMiR-548as-3p’nin tahmini olarak PTEN’i hedef aldigi biyoenformatik araclar
yardimiyla tespit edildikten sonra miR-548as-3p’nin PTEN ekspresyonu Uzerine etkisini
deneysel olarak arastirmak icin real-time PCR ve western blot deneyleri gerceklestirildi. 12
kuyulu platelere ekilen H1299 hiicrelerini 50 nM kontrol mimik, miR-548as-3p mimik ve miR-
548as-3p inhibitdrd ile transfekte ettikten 24 saat sonra trizol ile toplayarak miRNA’yi igeren
toplam RNA'lari izole edildi. izole edilen érneklerde éncelikle, H1299 hiicrelerine transfekte
edilen miR-548as-3p mimik ve inhibitériniin, miR-548as-3p’nin ekspresyon seviyesine olan
etkisi real-time PCR ile incelendi. Sonuglar Snord61’e karsi normalize ederek 2224¢4 metodu
ile kat deg@isimleri hesaplandi. miR-548as-3p mimik transfekte edilen H1299 hucrelerinde
miR-548as-3p’nin ekspresyon seviyesi, kontrol mimik transfekte edilenlere oranla anlamh
olarak yaklasik 7000 kat arttigi tespit edildi. miR-548as-3p inhibitorli, miR-548as-3p’nin

ekspresyon seviyesini anlamli olarak %80 oraninda baskiladigi gozlendi (Sekil 4-12).

8000
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miR-548as-3p ekspresyon seviyesi
(Kat degisimi)
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Sekil 4-12. miR-548as-3p mimik ve inhibitdr transfekte edilen H1299 hicrelerindeki miR-548as-
3p’nin ekspresyon seviyesinin real-time PCR sonucu. * p<0.05

miR-548as-3p mimik ve inhibitérindn etkili bir transfeksiyon verimliligine sahip oldugu
teyit edildikten sonra ayni RNA 6rneklerinde PTEN ekspresyon seviyesi incelendi. Sonuglar,
B-aktin’e karsi normalize edilip 222¢metoduna gore kat de@isimleri hesaplandi. miR-548as-
3p mimik transfekte edilen H1299 hicrelerinde kontrol mimik transfekte edilenlere oranla

PTEN ekspresyonunda anlaml olgide %25’lik bir azalma goézlendi. miR-548as-3p’nin
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inhibisyonu ile PTEN ekspresyon seviyesinin anlamli sekilde %50 oraninda arttigi tespit
edildi (Sekil 4-13).

=
3
L

seviyesi (Kat degisimi)
& e

PTEN mRNA ekspresyon

Kontrol mimik miR-548as-3p Kontrol mimik miR-548as-3p
mimik inhibitor

Sekil 4-13. H1299 hiicrelerinde miR-548as-3p’nin PTEN ekspresyon seviyesi lizerine etkisinin real-
time PCR sonucu. * p<0.05

MRNA dizeyinde elde edilen sonuglar, miRNAlarin asil fonksiyonu olan
translasyonun inhibisyonundaki etkisini incelemek igin protein diizeyindeki ekspresyon
degisimleri incelendi. PTEN ekspresyon seviyesi H1299 ve A549 KHDAK hicre hatlarinda
degerlendirildi. 6 kuyulu platelere ekilen H1299 ve A549 hiicrelerine 50 nM kontrol mimik,
miR-548as-3p mimik ve miR-548as-3p inhibitdr transfekte edildikten 48 saat sonra lizatlar
ripa buffer ile toplanarak western blot analizleri yapildi. PTEN protein ekspresyon seviyeleri
GAPDH’inkine normalize edilerek karsilastirildi. miR-548as-3p mimik transfekte edilen
H1299 ve A549 hicre hatlarinda PTEN’in ekspresyon seviyesinin %60 oraninda azaldigi
gOzlendi. miR-548as-3p’nin inhibe edildigi H1299 ve A549 hicre hatlarinda PTEN
proteininin ekspresyon seviyesinin her iki hiicre hattindan da yaklasik olarak %60 oraninda

arttigi gozlendi (Sekil 4-14).
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Sekil 4-14. H1299 ve A549 KHDAK hicrelerinde miR-548as-3p’nin PTEN ekspresyon seviyesi
Uzerine etkisinin western blot analizi gorintisd. Bant yogunluklari Image Studio Lite Ver 4.0
programiyla 6lcildi. Bant degerleri GAPDH’inkine oranlanarak normalize edildi. Kontrole oranla kat
degdisimi degerleri bantlarin altina eklendi.

4.7.2. PTEN 3'UTR’sinin psiCHECK-2 lusiferaz reporter vektoriine klonlanmasi

Western blot ve real-time PCR sonuclarinda miR-548as-3p’nin PTEN’i dogrudan
hedefledigi tespit edilemeyeceginden dolayi, miR-548as-3p baglanma bdlgesini tasiyan
PTEN’in 3’'UTR bdlgesinin lusiferaz reporter vektoriine klonlanarak lusiferaz deneylerinin
yapilmasi gerekmekteydi. Sekil 4-8'te gosterildigi gibi miR-548as-3p tanima bolgesinin (7
mer) oldugu 582 nukleotitik PTEN 3'UTR’si psiCHECK-2 lusiferaz vektdriine klonlandi
(Sekil 4-15).

ACACCACTGACTCTGATCCAGAGAATGAACCTTTTGATGAAGATCAGCATACACAAATTACAAA
AGTCTGAATTTTTTTTTATCAAGAGGGATAAAACACCATGAAAATAAACTTGAATAAACTGAAA
ATGGACCTTTTTTTTTTTAATGGCAATAGGACATTGTGTCAGATTACCAGTTATAGGAACAATT
CTCTTTTCCTGACCAATCTTGTTTTACCCTATACATCCACAGGGTTTTGACACTTGTTGTCCAG
TTGAAAAAAGGTTGTGTAGCTGTGTCATGTATATACCTTTTTGTGTCAAAAGGACATTTAAAAT
TCAATTAGGATTAATAAAGATGGCACTTTCCCGTTTTATTCCAGTTTTATAAAAAGTGGAGACA
GACTGATGTGTATACGTAGGAATTTTTTCCTTTTGTGTTCTGTCACCAACTGAAGTGGCTAAAG
AGCTTTGTGATATACTGGTTCACATCCTACCCCTTTGCACTTGTGGCAACAGATAAGTTTGCAG
TTGGCTAAGAGAGGTTTCCGAAGGGTTTTGCTACATTCTAATGCATGTATTCGGGTTAGGGGAA
TGGAGG

Sekil 4-15. miR-548as-3p’nin baglanma bdlgesinin oldugdu (italik ve kalin) PTEN 3'UTR’sinin cDNA
dizisi.
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Klonlanacak olan PTEN 3'UTR bdlgesi, Xhol kesim bdlgesi tasiyan PTEN 3'UTR ileri
klonlama primeri, Pmel kesim bdlgesi tasiyan PTEN 3'UTR geri klonlama primeri
kullanilarak PCR ile gogaltildi. Ornekler agaroz jel elektroforezinde yuritilerek gérintilendi
(Sekil 4-16).

PTEN Negatif
3’UTR Kontrol

750
500

Sekil 4-16. H1299 gDNA’sinda PCR ile ¢ogaltilan PTEN 3'UTR bdlgesinin %0.8 agaroz jelde
goruntusu. (M: Marker)

psiCHECK-2 vektori, klonlamak igcin Xhol ve Pmel enzimleri ile sirasiyla kesildi.
psiCHECK-2'nin kesildiginin teyiti icin agaroz jel elektroforezinde yurGtilerek gérintilendi
(Sekil 4-17A). Kesilen psiCHECK-2 vektorinin 5 uglarindan fosfatlar Alkalen Fosfataz ile
defosforile edilerek ligasyon i¢in hazir hale getirildi. PTEN 3’'UTR PCR urin0 saflastirnlarak
sirastyla Xhol ve Pmel enzimleri ile kesilip ligasyona hazir hale getirildi. Hazirlanan
psiCHECK-2 vektoru ve PTEN 3’'UTR’si ligasyon oncesi konsantrasyon tayini i¢in agaroz
jelde goruntulendi (Sekil 4-17B).
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Sekil 4-17. Klonlanacak PTEN 3’UTR ve vektorin ligasyon igin hazirhdi. Klonlamak igin kesilen
psiCHECK-2 vektérunun kesim 6ncesi ve sonrasi %0.8 agaroz jel goruntisu (A). Kesilen psiCHECK-
2’nin alkalen fosfataz ile muamelesi sonrasi ve PTEN 3UTR PCR {rininun kesim sonrasi
konsantrasyon tayinleri i¢in %0.8 agaroz jel goruntusu (B).

Kesilen psiCHECK-2 ve PTEN 3'UTR’sinin, ligasyonu gerceklestirildikten sonra
ligasyon Urtinu E.coli 5a kompetent bakterisine transforme edildi ve koloni olusumu i¢in 100
pg/ml ampisilinli LB agar iceren petri kaplarina ekildi. Petrilerde olusan kolonilerden PTEN
3’'UTR’sinin klonlandigi koloniyi belirleyebilmek igin koloni PCR kuruldu ve PCR arunleri
agaroz jelde goruntulendi. Rastgele secilen 7 koloninin tamaminin PCR sonuglarinda

amplifikasyon gozlendi (Sekil 4-18).

gDNA Rastgele secilen koloniler
pozitif
M kontrol , A N\

750
500

—
—

Sekil 4-18. Transformasyon sonrasi olusan kolonilerden gerceklestirilien PCR sonuglarinin %0.8’lik
agaroz jel goruntisa. (M: Marker, gDNA pozitif kontrol: H1299 gDNA'’sI kullanilarak gergeklestirilen
PCR sonucu)
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Rastgele secilen kolonilerin tamaminda amplifikasyon gozlendigi icin, sonuclar teyit
edildi. Bunun icin, 4 koloniden plazmit izolasyonu yapilarak sirasiyla Xhol ve Pmel
restriksiyon enzimleri ile kesilerek kesim sonuglari agaroz jelde goéruntulendi. 4 kolonide de

kesim sonucu insert oldugu saptandi (Sekil 4-19).

Rastgele secilen koloniler PSICHECK-2
negatif
M, A N kontrol

4— pPSICHECK-2
3000

750 «— PTEN 3'UTR

500

Sekil 4-19. Koloni PCR sonucu amplifikasyon olan kolonilerden elde edilen plazmitlerin Xhol ve Pmel
ile kesim sonucu %0.8’lik agaroz jel goruntisu. (M:Marker, psiCHECK-2 negatif kontrol: Bos vektor).
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PTEN 3'UTR’sinin psiCHECK-2 lusiferaz vektoriine klonlandigi teyit edildikten sonra
klonlanan UTR bélgesinin DNA dizisinin dogrulugunu analiz etmek icin, rastgele secilen
plazmitlerden bir tanesinin DNA dizi analizi yapildi (Sekil 4-20). DNA dizi analizi sonucunda,

klonlanan PTEN 3’'UTR’sinin yabanil tip (wt) ile értlistagu tespit edildi.
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Sekil 4-20. Klonlanan PTEN 3’'UTR’sinin DNA dizi analizi sonucu kromatogram gorintusu.

4.7.3. Klonlanan PTEN 3’UTR’nin yonlendirilmis mutagenez yontemi ile mutantinin

olusturulmasi

PTEN 3'UTR’sinin dogru sekilde klonlandigi tespit edildikten sonra miR-548as-
3p’nin  PTEN 3'UTR’sindeki tahmini tanima dizisine baglanip baglanmadiginin
belirlenebilmesi i¢in yonlendiriimis mutagenez deneyleri yapildi. PTEN 3’UTR’sinde
7merden olusan miR-548as-3p’nin tahmini tanima dizisinin (GGGTTTT) tamami
degistirilerek mutant PTEN 3’'UTR’sini tasiyan psiCHECK-2 lusiferaz vektoru olusturuldu.
Oncelikle, PTEN 3'UTR mutant primerleri ile PCR gergeklestirerek sonuglar agaroz jelde
goruntulendi (Sekil 4-21).
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psiCHECK-2
M PTEN 3'UTR wt

Sekil 4-21. PTEN 3’'UTR’sinde miR-548as-3p’nin tanima bdlgesinde olusturulacak mutasyon igin
mutant primerler kullanilarak yapilan PCR’in %0.8’lik agaroz jel goruntisu. (M: Marker, psiCHECK-2
PTEN 3'UTR wt: PTEN 3’'UTR’sinin klonlandigi psiCHECK-2 lusiferaz vektori kalip olarak kullanilan
PCR sonucu)

Mutant PTEN 3’'UTR primerleri ile ¢gogaltilan PCR drtini saflagtirilarak T4 DNA ligaz
ile muamele edildikten sonra E.coli 5a kompotent bakterisine transforme edildi ve koloni
olusumu icin 100 pg/ml ampisilinli LB agar iceren petri kaplarina ekildi. Olusan kolonilerden
rastgele 8 tane secilerek klonlama primerleri ile koloni PCR yapildi ve sonugclar agaroz jelde

goruntulendi. 8 koloniden 7 tanesinde ¢ogalma gozlendi (Sekil 4-22).

Rastgele segilen koloniler

A
M P1 P2 P3 P4 P5 P6 P7 P8

Sekil 4-22. Mutant PTEN 3’'UTR’si i¢in yapilan ydnlendiriimis mutagenez sonucunda olugan
kolonilerden gergeklestirilen koloni PCR sonuglarinin %0.8’lik agaroz jelde goruntisi. (M: Marker)
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PCR sonucu c¢ogalma gorilen 7 koloninin hangisinde mutasyonun olustugunun

tespiti icin DNA dizi analizi yapildi. DNA dizi analizleri sonucunda, gonderilen 7 vektorin 2

tanesinde istenilen mutasyonun olustugu goézlendi (Sekil 4-23).
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Sekil 4-23. PTEN 3'UTR’sinde miR-548as-3p tanima bdlgesinde olusturulan mutasyonun DNA dizi
analizi sonucu. Yonlendirilmis mutagenez sonucu segilen 7 koloniden elde edilen plazmitlerin DNA
dizi analizi sonuglarinin PTEN 3UTR wt DNA dizisi ile kargilastirimasi (A). Mutasyonun olustugu
psiCHECK-2 PTEN 3'UTR mutant vektor ile psiCHECK-2 PTEN 3’'UTR wild tip vektoriin DNA

dizilerinin kromatogram goéruntusa (B).

4.7.4. miR-548as-3p’nin lusiferaz aktivitesine olan etkisi

miR-548as-3p’nin PTEN’i dogrudan hedefledigini tespit edebilmek igin gerceklestirilen

lusiferaz deneylerinde transfeksiyon verimliligi yiksek olan insan embriyonik bébrek hiicre
hattt HEK293T kullanildi. 96 kuyulu platelere ekilen HEK293T hiicreleri 100 ng psiCHECK-
2 (bos vektor), psiCHECK-2 PTEN 3'UTR wt ve psiCHECK-2 PTEN 3’'UTR mut vektorleri ile

transfekte edildi. Transfeksiyondan 24 saat sonra her bir vektor ile transfekte edilen hiicreler

ayri ayrt 50 nM kontol mimik ve miR-548as-3p mimik ile transfekte edildi. 48 saat sonra

hiicreler pasive lizis buffer ile toplanarak lusiferaz aktiviteleri dl¢ildi. Normalizator olarak

firefly lusiferaz kullanildi ve kontrole oranla kat deg@isimleri hesaplandi. miR-548as-3p mimik,

kontrol mimike oranla yanhzca psiCHECK-2 PTEN 3'UTR wt transfekte edilen hucrelerde

lusiferaz aktivitesini anlamli olarak %35 oraninda dislrdigia gézlendi. psiCHECK-2 PTEN
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3'UTR mut vektdrde gerceklestirilien mutasyon sonucunda lusiferaz aktivitesinde anlamli bir
degisim goézlenmedi (Sekil 4-24). psiCHECK-2 PTEN 3'UTR wt vektorin transfekte edildigi
hiicrelerde miR-548as-3p mimik lusiferaz aktivitesini azaltirken, psiCHECK-2 PTEN 3'UTR
mut vektorin transfekte edildigi hiicrelerde kayda deger bir lusiferaz aktivitesi degisiminin
olmamasi, iki vektor arasindaki fark olan mutant diziden kaynaklanmaktadir. Bu sonug, miR-
548as-3p'nin PTEN 3’'UTR’sindeki tanima dizisine baglanarak PTEN ekspresyonunu
baskiladigini géstermektedir.

PTEN 3UTRwt  5- guuuuacccuauACAU ccaca GGGUUUUg -3

miR-548as-3p  3- uUGUAuuaacaCCCAAAAU -5

1,5 -
PTEN 3'UTR mut  5'- guuuuacccuauACAU ccaca CAUCGACg -3'

@BKontrol mimik

B miR-548as-3p mimik

Lusiferaz aktivitesi (Kat degisimi)

psiCHECK-2 PTEN 3'UTRwt  PTEN 3'UTR mut

Sekil 4-24. miR-548as-3p’nin lusiferaz aktivitesi Uzerine etkisi. psiCHECK-2 (bos vektdr), psiCHECK-
2 PTEN 3’'UTR wt ve psiCHECK-2 PTEN 3’'UTR mut vektor transfekte edilen her hiicreye ayri ayri
kontrol mimik ve miR-548as-3p mimik transfekte edilerek lusiferaz aktiviteleri dlguldi. * p<0.05

4.8. miR-548as-3p’nin H1299 ve A549 KHDAK Hiicrelerinin invazyonu Uzerine Olan
Etkisi

mMiR-548as-3p’nin dogrudan PTEN'’i hedefleyerek ekspresyonunu baskiladigi tespit
edildikten sonra KHDAK hiicrelerinin invazyonu tzerine etkileri incelendi. Bunun igin H1299
ve A549 hicreleri kullanilarak transwell invazyon deneyleri gergeklestirildi. 6 kuyulu
platelere ekilen H1299 ve A549 hicre hatlarinin her birine ayri ayri 50 nM kontrol mimik,
miR-548as-3p mimik ve miR-548as-3p inhibitdri transfekte edildi. Transfeksiyondan 24 saat
sonra hucreler tripsin edilerek sayildi ve transwell deneyi igin kullanilan odaciklara ekildi.
Ekimden 22 saat sonra odacigin i¢inde kalan hicreler temizlendi ve gegcen hicreler metanol
ile fikse edilerek toluidine mavisi (%1) ile boyandi. Boyanan htcrelerin oldugu 5 bagimsiz
alan mikroskopta fotograflanarak her bir alandaki hucreler sayildi. Sayilan hicreler kontrole

gore oranlanarak yuzde degisim degerleri hesaplandi. H1299 hicreleriyle yapilan invazyon
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sonuclarinda miR-548as-3p mimik transfekte edilen hicrelerde kontrol mimik transfekte
edilenlere oranla yaklasik olarak 2.5 kat anlaml sekilde arttigi gézlendi. miR-548as-3p
inhibitor transfekte edilen hiicrelerde ise hicrelerin invazyon kapasitesi anlamli olarak %50
oraninda azaldigi tespit edildi. miR-548as-3p’nin A549 hiicrelerinin invazyonuna etkisi ise;
mMiR-548as-3p inhibitori ile transfekte edilen hiicrelerin kontrole oranla hiicresel invazyonu
%20 oraninda azalttigi gdzlenirken, miR-548as-3p mimikin kontrole oranla hicresel

invazyonu anlamli derecede yaklasik 4 kat arttirdigi gézlendi (Sekil 4-25).

500 -
450 -
400
350 -
= 300 4
5
S 250 -
N
$ 200 -
E
150 -
100 -
50 -

Kontrol mimik miR-548as-3p mimik  miR-548as-3p inh Kontrol mimik miR-548as-3p mimik miR-548as-3p inh

H1299 A549

Sekil 4-25. miR-548as-3p’nin H1299 ve A549 KHDAK hucrelerinin invazyonu tzerine etkisi. *p<0.05

4.9. miR-548as-3p’nin H1299 ve A549 KHDAK Hiicrelerinin Proliferasyonu Uzerine
Olan Etkisi

miR-548as-3p’nin, PTEN’in ekspresyonunu baskilayarak invazyonu arttirdigi tespit
edildikten sonra, H1299 ve A549 hiicrelerinde, proliferasyon Uzerine etkileri incelendi. 96
kuyulu platelere ekilen H1299 ve A549 hicrelerinin herbirine, ayri ayri 50 nM kontrol mimik,
miR-548as-3p mimik ve miR-548as-3p inhibitor transfekte edildi. Transfeksiyon asamasi 0.
saat kabul edildi ve transfeksiyondan sonra 24. ve 48. saatte MTT kullanilarak hicre canliligi
Olclldu. Hucre canliliklar 0. saate gore oranlandi ve analizi yapildi. H1299 hiicrelerinde,
mMiR-548as-3p mimik transfeksiyonu sonucu kontrole oranla herhangi bir degisim
gbzlenmezken, miR-548as-3p inhibitor transfekte edilen hicrelerde kontrole oranla hiicre

canhliginda %10 oraninda azalma goézlendi. A549 hicrelerinde, miR-548as-3p mimik
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transfeksiyonu sonucu hicre canlihgi %20 oraninda artarken, miR-548as-3p inhibitdor

transfeksiyonu sonucu htcre canliliginin yaklasik %10 azaldigi saptandi (Sekil 4-26).
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Sekil 4-26. miR-548as-3p’nin H1299 ve A549 KHDAK hicrelerinin proliferasyonu tzerine etkisi.

4.10. miR-548as-3p’nin KHDAK invazyon mekanizmasindaki rolu

4.10.1. NF-kB’nin PTEN ekspresyonuna etkisi

TNF-a indukli NF-kB aktivasyonu ile upregtle olan miR-548as-3p’nin PTEN’i hedef
almasi ile; TNF-a indiukli NF-kB’nin, PTEN downregulasyonunu postranskripsiyonel
seviyede miR-548as-3p araciligiyla gergeklestiriyor oldugunu ve PTEN'’in downregule
olmasiyla PI3K/AKT yolaginin aktivasyonunu sagladigini 6éngérdik. Bunun igin dncelikle,
NF-kB’nin PTEN ekspresyonu Uzerindeki etkisi incelendi. 6 kuyulu platelerde kiiltire edilen
H1299 hucreleri 24 saat serum agligina maruz birakilarak 30 ng/ml TNF-a ile muamele
edildi. 24 saat sonra protein lizatlar ripa buffer ile toplanarak western blot deneyi
gercgeklestirildi. TNF-a muamelesi sonucu PTEN ekspresyonunun %60 oraninda azaldigi,
AKT’nin aktivasyonunun 2 kat arttigi tespit edildi (Sekil 4-27A). TNF-a’nin p65’i aktive ettigi
daha 6nceki sonuglarda gosterilmisti. TNF-a’nin PTEN ekspresyonuna olan etkisinin p65
tarafindan gercgeklestiriliyor oldugunu tespit edebilmek igin, 6 kuyulu platelere ekilen H1299
hiicreleri kontrol siRNA ve p65 siRNA ile ayri ayri transfekte edildi. Transfeksiyondan 24
saat sonra, hicreler 24 saat boyunca serumsuz besiyerinde kiltire edildi. p65 siRNA ile
transfekte edilen gruplardan biri 30 ng/ml TNF-a ile muamele edildikten 24 saat sonra

hiicreler ripa buffer ile toplanarak western blot deneyi gergeklestirildi. Oncelikle, p65
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siRNA’nin p65’i downregile ettigi tespit edildikten sonra PTEN ve p-AKT ekspresyon
seviyesi incelendi. p65 siRNA’nin, p65 ekspresyonunu her iki grupta da yar yariya
disurdigu saptanmistir. p65’in  ekspresyonunun dismesiyle kontrole oranla PTEN
ekspresyon seviyesinin 1.7 kat arttigi, TNF-a varliginda bu artisin 1.5 kat oldugu belirlendi.
Hucrelerdeki PTEN ekspresyon seviyesi artarken, her iki grupta da p-AKT’nin ekspresyon
seviyesinin %50 oraninda dustugu tespit edildi (Sekil 4-27B). Boylece, TNF-a indukli NF-
kB'nin PTEN’i downregtile ederek, PI3BK/AKT yolagini aktive ettidi tespit edilmig oldu.
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Sekil 4-27. NF-kB aktivasyonu (A) ve downregilasyonu (B) sonucunda, AKT aktivasyonu ve PTEN
ekspresyonu Uzerine etkisinin western blot gorintiisii. Bant yogunluklari Image Studio Lite Ver 4.0
programiyla Olguldl. p-AKT degeri, AKT ninkine oranlanarak PTEN ve p65 degerleri, GAPDH’inkine
oranlanarak normalize edildi. Kontrole oranla kat degisimi degerleri bantlarin altina eklendi.

4.10.2. miR-548as-3p’nin NF-kB aktivasyonuna etkisi

TNF-a indukli NF-kB’nin, miR-548as-3p araciligiyla PTEN’in downregile ederek
PI3BK/AKT yolagini aktive ettigi tespit edilmistik. Bu sonuglar dogrultusunda NF-kB, miR-
548as-3p araciligiyla PISK/AKT/NF-kB yolaginin sirekli aktivasyonunu saglayarak positive
feedback loop olusturdugunu 6ngordik. miR-548as-3p’nin PTEN’i downregile ederek
AKT'yi aktive ettigini gostermistik. Hipotezimizde kalan parca olan; miR-548as-3p’nin NF-kB
aktivasyonuna olan etkisini lusiferaz deneyleri ile inceledik. Bunun igin, miR-548as-3p mimik
ve inhibitord transfekte edilen hicrelerde ve PTEN'in overeksprese edildigi hucrelerdeki NF-
KB lusiferaz aktivitesini olctiik. 96 kuyulu platelere ekilen H1299 hiicrelerine 100 ng pGL3-

NF-kB-promoter-Luc vektori, normalizator olarak kullanmak icin 10 ng pRL-Renilla vektori
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ile birlikte transfekte edildi. Transfeksiyondan 24 saat sonra her bir hicreye ayri ayri 50 nM
kontrol mimik, miR-548as-3p mimik ve inhibitéri, 100 ng pcDNA3.1 bos vektér ve PTEN
overekspresyon vektorl transfekte edildi. Transfeksiyondan 48 saat sonra lusiferaz
aktiviteleri olcllerek degerler normalize edildi. miR-548as-3p mimik transfekte edilen
hiicrelerde kontrole oranla NF-kB lusiferaz aktivitesinin anlamh sekilde 2 kat arttigi tespit
edildi (P<0.05). miR-548as-3p inhibitdor transfekte edilen hicrelerde NF-kB lusiferaz
aktivitesinin anlamli sekilde yaklasik %25 oraninda azaldigi tespit edildi. PTEN
overeksprese ettigimiz hicrelerde bos vektor transfekte edilenlere oranla lusiferaz
aktivitesinde, miR-548as-3p inhibitdr transfekte edilenlerle paralel olarak, anlamli sekilde
%50 oraninda azalma goézlendi (P<0.05) (Sekil 4-28). NF-kB’nin miR-548as-3p araciligiyla
PTEN downregulasyonu ile positive feedback loop olusturarak tekrar aktivasyonunu

sagladigini gdstermis olduk.
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Sekil 4-28. miR-548as-3p mimik ve inhibitériin NF-kB lusiferaz aktivitesi izerine etkisi. *p<0.05

4.10.3. miR-548as-3p’nin EMT mekanizmasina etkisi

miR-548as-3p’nin  PTEN’i hedef alarak PISK/AKT/NF-kB yolaginin  sirekli
aktivasyonuna katki sagladigini belirledikten sonra invazyonu indukledigi sonuglarindan
yola gikarak mekanizmadaki rollini tespit etmeyi amagladik. Bunun icin, NF-kB tarafindan
dizenlendigi bilinen ve invazyonun baslangigc asamasi olan EMT’de rol oynayan marker
genlerinin ekspresyon seviyeleri, NF-kB'’yi aktive ederek ve inhibe ederek incelendi. 6 kuyulu
platelere ekilen H1299 huicreleri 24 saat serum agligina maruz birakildi ve 30 ng/ml TNF-a
ile 24 saat muamele edildikten sonra hicreler ripa buffer ile toplandi. Bir diger grup igin,
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ekilen hiicrelere kontrol siRNA ve p65 siRNA ayri ayri transfekte edildikten 24 saat sonra 24
saatlik serum ac¢hdina maruz birakilarak p65 siRNA transfekte edilen grup 30 ng/ml TNF-a
ile muamele edildi. 24 saat sonra ripa buffer ile hlcreler toplanarak western blot deneyi
gerceklestirildi. NF-kB'yi aktive etmek icin TNF-a uygulanan hicrelerde beklendigi gibi Slug,
Zeb1 ve MMP9'un ekspresyon seviyelerinin kontrole oranla yaklasik 2 kat arttigi tespit edildi.
p65 siRNA ile transfekte edilen hiicrelerde kontrol siRNA transfekte edilenlere oranla Slug,
Zeb1 ve MMP9'un ekspresyon seviyelerinin %50 oraninda azaldigi tespit edildi. Slug, Zebl
ve MMP9'un ekspresyon seviyelerinin p65 siRNA ile baskilanmasi sonucunda TNF-a
muamelesi sonrasinda da kayda deger bir degisim gbzlenmedi (Sekil 4-29). Boylece TNF-
a ile muamele edilen H1299 hucrelerinin Slug, Zeb1 ve MMP9un NF-kB araciligiyla
indUklendigi saptandi.
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Sekil 4-29. NF-kB'nin Slug, Zeb1 ve MMP9 ekspresyon seviyeleri Uzerine etkisinin western blot
goruntusu. Bant yogunluklari Image Studio Lite Ver 4.0 programiyla Ol¢uldi. Bant degerleri
GAPDH’Inkine oranlanarak normalize edildi. Kontrole oranla kat degisimi dederleri bantlarin altina
eklendi.

PTEN’i hedefleyerek NF-kB’nin aktivasyonunu saglayan miR-548as-3p’'nin, NF-kB
tarafindan indiklenen Slug, Zeb1 ve MMPQ’un ekspresyonlarina olan etkisini arastirdik.
Bunun i¢in, 6 kuyulu platelere ekilen H1299 hiicrelerine 50 nM kontrol mimik, miR-548as-3p
mimik, miR-548as-3p inhibitdr, 2500 ng pcDNA3.1 bos vektér ve PTEN over ekspresyon
vektorl transfekte edildi. Transfeksiyondan 48 saat sonra hticreler ripa buffer ile toplanarak
western blot deneyleri gerceklestirildi. Deney sonucunda, miR-548as-3p mimik transfekte
edilen hucrelerde kontrole oranla PTEN ekspresyon seviyesi %50 azalirken AKT
aktivitesinin 1.4 kat arttigi tespit edildi. Buna bagh olarak miR-548as-3p mimik, Slug’un
ekspresyon seviyesini 2.8 kat, Zeb1 ekspresyon seviyesini 2.1 kat ve MMP9 ekspresyon
seviyesini ise 1.3 kat arttirdigi tespit edildi. miR-548as-3p inhibitdr transfekte edilen

hucrelerde kontrole oranla PTEN ekspresyon seviyesi 1.6 kat arttigi ve bununla birlikte AKT
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aktivitesinin %50’den fazla azaldidi tespit edildi. miR-548as-3p’nin inhibisyonu sonucu Slug
ekspresyon seviyesinin %40, Zebl ekspresyon seviyesinin %60 ve MMP9 ekspresyon
seviyesinin %40 azaldigi tespit edildi. PTEN’in over ekprese edildigi grupta ise miR-548as-
3p’nin inhibe edildigi gruba paralel sonuglar elde edildi. PTEN eskpresyon seviyesinin artisi
ile AKT aktivasyonunun azaldigi ve buna bagl olarak Slug ekspresyon seviyesinin %10,
Zeb1 ekspresyon seviyesinin %80 ve MMP9 ekspresyon seviyesinin %20 azaldigi tespit
edildi (Sekil 4-30). Bu baglamda miR-548as-3p’nin, PTEN’i hedefleyerek NF-kB’nin surekili
aktivasyonuna neden olarak EMT surecinde gorevli olan Slug, Zebl ve MMPQ'u indikleyip

KHDAK invazyon mekanizmasinda rol oynadigi tespit edildi.
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Sekil 4-30. miR-548-3p’nin Slug, Zebl ve MMP9 ekspresyon seviyelerine etkisinin western blot
goruntusu. Bant yogunluklari Image Studio Lite Ver 4.0 programiyla dlguldd. p-AKT’nin bant degerleri
AKT ile oranlanarak normalize edildi. Diger genlerin bant degerleri GAPDH’inkine oranlanarak
normalize edildi. Kontrole oranla kat degisimi degerleri bantlarin altina eklendi.

4.11. miR-548as-3p ve PTEN’nin KHDAK Hastalarinin Timor Dokularindaki
Ekspresyon Seviyeleri

KHDAK hcre hatlarinin invazyonunu indukledigi tespit edilen miR-548as-3p’nin klinik
olarak anlamlihgi arastirildi. Bunun igin, miR-548as-3p ve hedef geni PTEN’in ekspresyon
seviyeleri, metastatik tani almamis olan KHDAK hastalarinin parafine gomali primer tGmor
dokusundan ve metastatik tani almig olan KHDAK hastasinin parafine gomull primer tumor
dokusundan elde edilen RNA 6rneklerinden real-time PCR yontemi ile belirlendi. Metastatik

tani almis olan hastalarda (n=11), metastatik tani almamig olan hastalara (n=14) gére miR-
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548as-3p’'nin ekspresyon seviyesinin anlaml dl¢lide fazla oldugu tespit edildi (P=0.0067)
(Sekil 4-31). Ayni timor doku érneklerindeki PTEN ekspresyon seviyeleri karsilastirildiginda
metastatik tani almis olan hastalarda, metastatik tani almamis olanlara gére anlamh

derecede disuk seviyede eksprese oldugu tespit edildi (P=0.01) (Sekil 4-31).
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Sekil 4-31. KHDAK hastalarinin parafine gémulid primer timoér dokularinda miR-548as-3p ve
PTEN’nin ekspresyon seviyelerinin real time PCR sonucu. miR-548as-3p i¢in normalizator olarak
Snord61, PTEN icin B-aktin kullanildi.

miR-548as-3p’nin ekspresyon seviyesinin metastatik tani almis olan hastalarda
yiksek, PTEN'in ekspresyon seviyesinin dlslk olarak tespit edilmesinin ardindan ayni
hasta dokusunda miR-548as-3p ve PTEN genleri arasinda negatif korelasyon olup olmadigi
arastirildi. Metastatik tani almis ve almamig olan ayni hastalardaki (25 adet) miR-548as-3p
ve PTEN eskpresyon seviyeleri karsilastirildi ve anlaml sekilde (P=0.0132) ikisi arasinda

negatif bir korelasyon oldugu tespit edildi (Sekil 4-32).
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Sekil 4-32. KHDAK hastalarinin timdér dokularinda miR-548as-3p ve PTEN arasindaki korelasyon
grafigi. miR-548as-3p ve PTEN ekspresyon seviyeleri degerlerinin logaritmalari alinarak
karsilastiriima yapildi.
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4.12. miR-8078’in Promotor Analizi

mMiR-8078 intergenik bir miRNA oldugundan kendine &6zgl promotora sahiptir.
Promotor bélgesinin, ChlP-Seq sonucu okunan boélge ile iliskisi olup olmadigini arastirmak
icin, ChlP-Seq sonucu okunan bdlge ve pre-miR-8078’in bulundugu lokasyonu birlikte USCS
genome browser kullanarak goérintilendi. ChlP-Seq sonucu okunan bdlge pre-miR-8078'’yi
kapsamakla birlikte 5’ tarafinda yer almaktaydi. Yine 5’ tarafinda ylksek skorda 220 bazdan
olusan CpG adalari oldugu tespit edildi (Sekil 4-33). CpG adalarinin yer almasi bu bélgenin

miR-8078’in promotor bolgesi olabilecegi intimalini arttirmaktadir.

chris ¢pi11.32) | FEWEIN T piil, 21] [15q11. 2 IEEETER 18g12.5 IEEINEN 154921 .2
SEcale 268 bases} i h
chris: | 112,106] 112,158] 112,268] 112,256 112,5668] 112,3556] 112,466 112,458] 112,568] 112,556] :
ChIP Feaks in H1299 Ce11s
ChIF Feaks
C/D and H/ACA RNAS, sScaRNAs, and microRNAS from s
hsa—mir-ga78fcccccac T
G Islands (Islands < 388 Bases are Light (
CpG Islands
4,55 188 vertebrates Basewise Conservartion by Fi

Sekil 4-33. ChIP-Seq sonucu okunan bélge (siyah bar), pre-miR-8078’in lokasyonu (kirmizi bar) ve
CpG adalarinin (yesil bar) gosterildigi USCS browser gorintisa.

4.13. miR-8078’in Hedeflerinin Tespit Edilmesi

TNF-a indiklemesiyle NF-kB aktivasyonu sonucunda transkripsiyonunun indiklendigi
tespit edilen miRNA’lardan miR-8078’in hedef genlerini tespit edebilmek icin miRNA-hedef
gen tahmin araglar TargetScan, miRWalk, miRTarBase ve miRDB kullanildi. Her bir
programda miR-8078'in hedefleri tespit edildi ve tiim programlarda ortak olan hedef genler
belirlendi. Analiz sonucunda GREB17in 4 programda da miR-8078'in tahmini hedefleri
arasinda oldugu saptandi (Sekil 4-34).
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Sekil 4-34. miR-8078’in hedef gen tahmin sonuglari.

4.13.1. miR-8078’in GREB1 ekspresyonu lizerine etkisi

MiR-8078’in tahmini olarak GREB1’i hedef aldi§i biyoenformatik aracglar yardimiyla
tespit edildikten sonra miR-8078’in GREB1 ekspresyon seviyesi Uzerine etkisini deneysel
olarak arastirmak icin real-time PCR deneyleri gergeklestirildi. 12 kuyulu platelerde kiltire
edilen H1299 hiicreleri 50 nM kontrol mimik ve miR-8078 mimik ile transfekte edildikten 24
saat sonra hucreler trizol ile toplanarak toplam RNA’lari izole edildi. Her iki grupta da real-
time PCR ile GREB1 ekpresyon seviyeleri arastirildi. Sonuglar, B-aktin ile normalize edilerek
2788Ca metoduna gore kat degisimleri hesaplandi. Deney sonucunda, miR-8078 mimik
transfekte edilen grup ile kontrol mimik transfekte edilen grupta GREB1’in ekspresyon

seviyesinde herhangi bir degisim olmadigdi tespit edildi (Sekil 4-35).
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Sekil 4-35. H1299 hiicrelerinde miR-8078’in GREB1 ekspresyon seviyesi Uizerine etkisinin real-time
PCR sonucu.

4.13.2. Mikroarrray

miR-8078’in aday hedef genlerini biyoenformatik araclar ile belirleyemedigimizden
dolayr miR-8078in H1299 hicrelerindeki tim mRNA degisimini tespit edebilmek igin
mikroarray teknigini uyguladik. 6 kuyulu platelere ekilen H1299 hicrelerine 50 nM kontrol
mimik ve miR-8078 mimik transfekte edildi. Transfeksiyondan 24 saat sonra hucreler trizol
ile toplanarak toplam RNA izolasyonlari gergeklestirildi. Ornekler, mRNA mikroarray hizmet
alimi igin Macrogen Inc. (Guney Kore)'e gonderildi. Mikroarray analiz sonuglarinda, miR-
8078 mimik transfekte edilen hicrelerdeki mMRNA ekspresyon seviyeleri kontrol mimik
transfekte edilenlere oranlandi ve genlerin kat degisim degerleri icin esik degeri (cut-off) 1.5
olarak ele alindi. miR-8078 mimik transfeksiyonu sonucunda gen ekspresyon
degisimlerinde kontrole oranla azalan genler degerlendirmeye alindi. Tium gen degisimleri
incelendiginde, miR-8078 mimik transfekte edilen hiicrelerdeki mRNA’larin ekspresyonlari
kontrol mimik transfekte edilen hicrelerdeki mRNA’lara oranlandiginda 26 adet genin
MRNA’sinin ekspresyonlarinin degistigi gézlendi. Bu genlerden yalnizca 4 tanesinin TELO2
ekspresyonunun 2.8 kat, C2CD2’nin 1.5 kat, CRCP’nin 1.6 kat, WASH1’in ise 1.7 kat miR-
8078 mimik transfekte edilen grupta azaldidi tespit edildi. (Sekil 4-36).

Ekspresyonlari azalan TELO2, CRCP, C2CD2 ve WASHL1 genlerinin, miR-8078'’in
dogrudan hedefi olup olmadiklarinin tespit edilebilmesi icin TargetScan, miRWalk,
miRTarBase ve miRDB miRNA-hedef gen tahmin programlari kullanilarak TELO2, CRCP,
C2CD2 ve WASH1 3'UTR’lerinde miR-8078’in tanima bdlgesi olup olmadigi arastirildi.
Analiz sonucunda, TargetScan programi ile CRCP ve C2CD2’nin 3’'UTR’lerinde miR-8078
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tanima boélgesi oldugu tespit edildi (Sekil 4-37). TELO2 ve WASH1’in 3’'UTR’lerinde miR-

8078 tanima bolgesine rastlaniimadi.
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Sekil 4-36. miR-8078'in hedef genlerini tespip etmek icin gergeklestirilen mikroarray analiz
sonuglarinin heatmap goruntisu (solda). miR-8078 mimik transfekte edilen grupta artan ve azalan
genlerin heatmap goruntlst (sagda). Artan (mavi) ve azalan genlerin (kirmizi) kat degisimleri
degerleri ile gbsterilmistir. Heatmap Python 2.7 programinin seaborn paketi kullanilarak gizilmigtir.

Predicted consequential pairing of target region (top) Site | Context++
and miRNA (bottom) type score

Position 3568-3575 of C2CD2 JUTR 5* ...ACUGCCCCAAACCGG-CCUAGACA.

L T gmer 005
hsa-miR-8078 B CUCAGAGAGUGGC CCGGAUCUGEG
L ] and miRNA (bottom) _
Position 7131-7137 of CRCP 3' UTR 5' ...CAGGUAUCAGACUUACUAGACAA. .

- I LT mer 047
hsa-miR-8078 3! CUCAGAGAGUGGLCCGGAUCUGE

Sekil 4-37. Mikroarray analizi sonucunda tespit edilen genlerin 3'UTR’lerinde miR-8078 tanima

bdlgesinin tespit edildigi TargetScan programi analiz sonuglari.
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Mikroarray analizi sonuglarinda, ekspresyonlari azalan ve 3'UTR’lerinde miR-8078
tanima bolgesi tespit edilen CRCP ve C2CD2 genlerinin ekspresyonlari, miR-8078 mimik
transfekte edilen H1299 hiicrelerinde real-time PCR ile dogrulandi. miR-8078 mimik ve
kontrol mimik transfekte edilen H1299 hiicrelerinden elde edilen toplam RNA’lar kullanilarak
real-time PCR reaksiyonu gerceklestirildi. CRCP ve C2CD2 genlerinin ekspresyon seviyeleri
B-aktin ile normalize edilerek 2722¢4 metoduna gore kat degisimleri hesaplandi. Real-time
PCR validasyon sonucu gen ekspresyon analizlerinde miR-8078 mimik transfekte edilen
grupta C2CD2’nin ekspresyon seviyesi kontrole oranla anlamli sekilde %50 azaldidi tespit
edildi. Fakat, CRCP’nin ekspresyon seviyesinde herhangi bir degisim olmadigi gozlendi
(Sekil 4-38).

1.5 -
EKont mimik EmiR-8078 mimik

0.5 4

mRNA ekspresyon seviyesi

CRCP c2cD2

Sekil 4-38. miR-8078’in aday hedef genleri CRCP ve C2CD2 genlerinin miR-8078 mimik
transfeksiyonu sonucu ekspresyon seviyelerinin real-time PCR sonuglari. *p<0.05

Mikroarray sonuglarinin dogrulanmasi igin ikinci bir yaklagimla kullandik. Daha
onceden, miR-8078’in TNF-a muamelesi ile ekspresyonunun indiklendigini tespit edilmisti.
Dolayisi ile, TNF-a muamelesi sonucu miR-8078’in hedef genlerinin de ekspresyonunun
azalmasi beklenildiginden CRCP ve C2CD2’nin ekspresyon seviyeleri TNF-a indukli
hiicrelerde incelendi. 12 kuyulu platelerde kilttre edilen H1299 hicreler 24 saat serum
ac¢higina maruz birakilarak 30 ng/ml TNF-a ile muamele edildi ve 24 saat sonra hiicreler trizol
ile toplandi. Toplam RNA’lar izole edilerek real-time PCR reaksiyonlari gerceklestirildi.
CRCP ve C2CD2'nin ekspresyon seviyeleri B-aktin ile normalize edilerek 27224 metoduna
gbre kat degisimleri hesaplandi. Analiz sonucunda, TNF-a ile muamele edilen grupta
kontrole oranla CRCP geninde herhangi bir degisim gdézlenmezken, C2CD2'nin ekspresyon
seviyesi anlamli sekilde yaklagik 2 kat azaldigi gozlendi (Sekil 4-39). iki farkli yaklasim ile
elde edilen bulgular dogrultusunda, CRCP genini miR-8078’in hedef geni olma adayligindan
elenerek ¢alismaya C2CD2 ile devam edildi.
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mRNA ekspresyon seviyesi

CRCP c2cD2
- + - + TNF-a

Sekil 4-39. miR-8078’in aday hedef genleri CRCP ve C2CD2 genlerinin TNF-a muamelesi sonucu
ekspresyon seviyelerinin real-time PCR sonuglari. *p<0.05

4.13.3. miR-8078’in C2CD2 ekspresyonu lizerine etkisi

Mikroarray sonugclarinin biyoenformatik analizlerle desteklenerek real-time PCR
analizleriyle dogrulanmasi sonucunda, C2CD2’nin miR-8078'in dogrudan hedefi olabilecegi
saptandi. mRNA dizeyinde elde edilen C2CD2'nin ekspresyon seviyesi degisimleri, H1299
ve Ab49 KHDAK hicre hatlarini kullanarak protein diizeyinde de incelendi. 6 kuyulu
platelere ekilen H1299 ve A549 hicreleri 50 nM kontrol mimik ve miR-8078 mimik ile
transfekte edildi. Transfeksiyondan sonra 24. ve 48. saatte her iki hicre ripa buffer ile
toplanarak western blot deneyi gerceklestirildi. H1299 hicre hattinda miR-8078 mimik
transfekte edilen grupta kontrole oranla C2CD2’nin ekspresyon seviyesinin 24 saatte %70,
48 saatte %30 azaldidi tespit edildi. Benzer sonuglar A549 hicre hatlarinda da elde edildi.
miR-8078 mimik transfekte edilen grupta kontrole oranla C2CD2'nin ekspresyon seviyesinin
24 saatte %30, 48 saatte %50 azaldi§i saptandi (Sekil 4-40).



Kont mimik
miR-8078 mimik
miR-8078 mimik
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Sekil 4-40. H1299 ve A549 KHDAK hiicrelerinde miR-8078'in C2CD2 ekspresyon seviyesi lizerine
etkisinin western blot analizi géruntisu. Bant yodunluklari Image Studio Lite Ver 4.0 programiyla
Olglldu. Bant degerleri GAPDH’inkine oranlanarak normalize edildi. Kontrole oranla kat degisimi

degerleri bantlarin altina eklendi.

4.13.4. C2CD2 3’UTR’sinin psiCHECK-2 lusiferaz reporter vektoriine klonlanmasi

Western blot ve real-time PCR sonuglarinda miR-8078in C2CD2’yi dogrudan
hedefledigi tespit edilemeyeceginden dolayr miR-8078 tanima dizisini tagiyan C2CD2’nin
3’'UTR bolgesi lusiferaz vektorine klonlandi. Sekil 4-34’'te gdsterildigi gibi miR-8078’in
tanima dizisinin (7 mer) oldugu 665 nikleotitik C2CD2 3'UTR’si psiCHECK-2 lusiferaz

vektorune klonlandi (Sekil 4-41).

ATGACCAACTGCTACTCGACCAGTCGCCACTCAGTGGCCACCTGGTGCCCGTTTAGATTTTTGC
TTGGGTTTTACTGGCCACCTCTATAGACGAGAGTTGCAAAGTTGCTTTGAGCAGAGAGGGAAAG
ATTAATTTACACTGCTGGCCACCGAAGGCAGGTGTTTCCTGGGTAGTAATCTCACGGCTCTTGA
TCTGGAAACTTCAGAGTACAAATTGGTGGATGGTGGAAGGCAGGACACGTATCTCTGTCTGACG
GAAAACAGACCTCGGGGCTGGCGTAAACCCTGCTGCCAGGCCCTCTCCCCACTGCCCCAAALCCG
GCCTAGACACGAAGACCAAAGCAGCCTGCACAGGGCAAGGCCCCCGCGGAATCCTGCAGAGCAA
ACTCAGGTTAACTTGGGTCCATGACCGTTTGCATTCGAAACACAATACACTGCCTCGTTCTCTC
AGTTAGCAGCTGGGCAGCAGCGCACCATTCATCATTTAGGCTTGTGGTTTGTTGTTTACTCTAC
CAATGTTATGTCGAAACTGCATTGTAAAAAGAGAAGAAAGTGGCAGGTTTTCCAGGTCCACGGA
AAGGTTTGGCCTGACGCTGGAGTGCGGTGATGAACTTACGTGACAATGATTGTATTCCTCAGTA
GCACTTTAAACGCCGAAGACAGCCC

Sekil 4-41. miR-8078’in baglanma bdlgesinin oldugu (italik ve kalin) C2CD2 3’'UTR’sinin cDNA dizisi.
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Klonlanacak olan C2CD2 3'UTR boélgesi, tablo 3-3'te gosterilen Xhol kesim bdlgesi
tasiyan C2CD2 3’'UTR ileri klonlama primer ile Pmel kesim bdlgesi tasiyan C2CD2 3'UTR
geri klonlama primeri kullanilarak PCR ile ¢ogaltildi. Ornekler agaroz jel elektroforezinde

yuratulerek goruntilendi (Sekil 4-42).

C2CD2 Negatif
M 3°UTR Kontrol

Sekil 4-42. H1299 gDNA’sinda PCR ile gogaltilan C2CD2 3'UTR bdlgesinin %0.8 agaroz jelde
goruntusu. (M: Marker)

psiCHECK-2 vektorl, klonlamak icin Xhol ve Pmel enzimleri ile sirasiyla kesilip
agaroz jel elektroforezinde yurGtulerek goruntulendi (Sekil 4-43A). Kesilen psiCHECK-2
vektorindan 5’ ucglarindan fosfatlar Alkalen Fosfataz ile defosforillenerek ligasyon igin hazir
hale getirildi. C2CD2 3'UTR PCR urunu saflastiriip sirasiyla Xhol ve Pmel enzimleri ile
kesilerek ligasyona hazir hale getirildi. Hazirlanan psiCHECK-2 vektdri ve C2CD2 3'UTRsi

ligasyon 6ncesi konsantrasyon tayini igin agaroz jelde goruntilendi (Sekil 4-43B).
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Sekil 4-43. Klonlanacak PTEN 3’UTR ve vektorun ligasyon igin hazirligi. Klonlamak icin
kesilen psiCHECK-2 vektorunun kesim oncesi ve sonrasi %0.8 agaroz jel gorintisu (A).
Kesilen psiCHECK-2'nin alkalen fosfataz ile muamelesi sonrasi ve PTEN 3'UTR PCR
drindnidn kesim sonrasi konsantrasyon tayinleri icin %0.8 agaroz jel goruntusu (B).

Kesilen psiCHECK-2 ve C2CD2 3'UTR’sinin, ligasyonu gercgeklestirildikien sonra
ligasyon Urini E.coli 5a kompetent bakterisine transforme edildi ve koloni olusumu igin 100
pg/ml ampisilinli LB agar iceren petri kaplarina ekildi. Petrilerde olusan kolonilerden C2CD2
3’'UTR’sinin klonlandigi koloniyi belirleyebilmek igin, rastgele secilen 6 koloniden koloni PCR
gerceklestirilerek PCR Urunleri agaroz jelde gorintilendi. 6 koloninin PCR sonuglarinda 5

tane kolonide amplifikasyon gozlendi (Sekil 4-44).

gDNA Rastgele segilen koloniler
pozitif
M kontrol , A N\

Sekil 4-44. Transformasyon sonrasi olusan kolonilerden gerceklestiriien PCR sonuglarinin %0.8’lik
agaroz jel goruntisa. (M: Marker, gDNA pozitif kontrol: H1299 gDNA'’sI kullanilarak gergeklestirilen
PCR sonucu)
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C2CD2 3'UTR’sinin psiCHECK-2 lusiferaz vektdrine klonlandigi koloni PCR ile teyit
edildikten sonra klonlanan UTR bdlgesinin DNA dizisinin dogrulugunun analizi i¢in rastgele
secilen plazmitlerden bir tanesinin DNA dizi analizi yapildi (Sekil 4-45). DNA dizi analizi
sonucunda, klonlanan C2CD2 3’'UTR’sinin yabanil tip (wt) ile értlstigu tespit edildi.
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Sekil 4-45. Klonlanan C2CD2 3'UTR’sinin DNA dizi analizi sonucu kromatogram gorintisu.

4.13.5. Klonlanan PTEN 3’UTR’nin yonlendirilmis mutagenez yonetmi ile mutantinin
olusturulmasi

C2CD2 3'UTR’sinin dogru sekilde klonlandigi tespit edildikten sonra miR-8078’in
C2CD2 3'UTR’sindeki tahmini tanima dizisine baglanip baglanmadigini belirlemek igin
yonlendiriimis mutagenez deneyleri gergeklestirildi. C2CD2 3'UTR’sinde 7mer’den olusan
mMiR-8078 tahmini tanima dizisinin (CCTAGAC) tamamini degistirerek mutant C2CD2
3'UTR’sini tasiyan psiCHECK-2 lusiferaz vektorii olusturuldu. Oncelikle, C2CD2 3'UTR

mutant primerleri ile PCR gerceklestirerek sonuglar agaroz jelde goruntilendi (Sekil 4-46).
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psiCHECK-2
C2CD2 3’UTR Negatif

M wt Kontrol

3000

Sekil 4-46. C2CD2 3'UTR’sinde miR-8078'’in tanima bdlgesinde olusturulacak mutasyon igin mutant
primerler kullanilarak yapilan PCR’in %0.8’lik agaroz jel goriintiist. (M: Marker, psiCHECK-2 C2CD2
J'UTR wt: C2CD2 3’'UTR’sinin klonlandigi psiCHECK-2 lusiferaz vektori kalip olarak kullanilan PCR
sonucu)

Ydénlendiriimis mutagenez igin, C2CD2 3'UTR mutant primerleri ile gergeklestirilen
PCR urinleri saflastirilarak T4 DNA ligaz ile muamele edildikten sonra E.coli 5a kompotent
bakterisine transforme edildi ve koloni olugsumu i¢in 100 pg/ml ampisilinli LB agar i¢ceren petri
kaplarina ekildi. Olusan kolonilerden rastgele 4 tane secilerek C2CD2 3'UTR klonlama
primerleri ile koloni PCR gergeklestirildi ve sonuglar agaroz jelde gorintilendi. 4 koloniden
3 tanesinde ¢codalma gozlendi (Sekil 4-47).
Rastgele secilen koloniler
M 7 p1 P2 8 P3 P4

Sekil 4-47. Mutant C2CD2 3’'UTR’si igin yapilan ydnlendirilmis mutagenez sonucunda olugan
kolonilerden gergeklestirilen koloni PCR sonugclarinin %0.8'lik agaroz jelde gorintisu. (M: Marker)
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PCR sonucu c¢ogalma gorilen 3 koloniye ait vektdrlerde mutasyonun olusup
olusmadiginin tespiti icin DNA dizi analizi yapildi. DNA dizi analizleri sonucunda, génderilen
3 vektorin 1 tanesinde istenilen mutasyonun olustugu gézlendi (Sekil 4-48).

A Pl

P2
P4
C2CD2 3’'UTR wt

(
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(
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B

290 300 310 320 330
CLCCACTGCCCCAAACCGGfc ¢ TAG ACJA C G A A G ACCAAAGCAGCC CT G CACA
psiCHECK-2 C2CD2 3'UTR wt
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290 300 10 330
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psiCHECK-2 C2CD2 3'UTR mut ﬁ

Sekil 4-48. C2CD2 3'UTR’sinde miR-8078 tanima bolgesinde olusturulan mutasyonun DNA dizi
analizi sonucu. Yénlendiriimis mutagenez sonucu segilen 3 koloniden elde edilen plazmitlerin DNA
dizi analizi sonuglarinin C2CD2 3UTR wt DNA dizisi ile karsilastiriimasi (A). Mutasyonun olustugu
psiCHECK-2 C2CD2 3’'UTR mutant vektoér ile psiCHECK-2 C2CD2 3'UTR wild tip vektorin DNA
dizilerinin kromatogram goruntisi (B).

4.13.6. miR-8078’in lusiferaz aktivitesine olan etkisi

mMiR-8078’in C2CD2’yi dogrudan hedefledigini tespit edebilmek i¢in gergeklestirilecek
lusiferaz deneylerinde transfeksiyon verimliligi yuksek olan insan embriyonik bébrek hlcre
hattt HEK293T kullanildi. 96 kuyulu platelere ekilen HEK293T hiicreleri 100 ng psiCHECK-
2 (bos vektor), psiCHECK-2 C2CD2 3'UTR wt ve psiCHECK-2 C2CD2 3’'UTR mut vektorleri
ile transfekte edildi. Transfeksiyondan 24 saat sonra her bir vektor ile transfekte edilen
hucreler ayri ayri 50 nM kontol mimik ve miR-8078 mimik ile transfekte edildi. 48 saat sonra
hiicreler passive lizis buffer ile toplanarak lusiferaz aktiviteleri 6lcildi. Normalizatér olarak
firefly lusiferaz kullanildi ve kontrole oranla kat degisimleri hesaplandi. miR-8078 mimik,
kontrole mimik’e oranla yanlzca psiCHECK-2 C2CD2 3'UTR wt transfekte edilen hiicrelerde
lusiferaz aktivitesini anlamli olarak %50 oraninda dugutrdigu gézlendi. psiCHECK-2 C2CD2

3’'UTR mut vektdrde gerceklestirilen mutasyon sonucunda lusiferaz aktivitesinde anlamli bir
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degisim gozlenmedi (Sekil 4-49). psiCHECK-2 C2CD2 3'UTR wt vektdrin transfekte edildigi
hiicrelerde miR-548as-3p mimik lusiferaz aktivitesini azaltirken, psiCHECK-2 C2CD2 3'UTR
mut vektorin transfekte edildigi hiicrelerde kayda deger bir lusiferaz aktivitesi degisiminin
olmamasi, iki vektor arasindaki fark olan mutant diziden kaynaklanmaktadir. Bu sonu¢ da
bize, miR-8078’in C2CD2 3'UTR’sindeki tanima dizisine baglanarak PTEN ekspresyonunu

baskiladigini goéstermektedir.

C2CD2 3UTRwt  5- acugccccaaaccggCCUAGACa -3’
miR-8078 3’- cucagagaguggcccGGAUCUGg -5

1,5 1§
C2CD2 3'UTR mut 5'- acugccccaaaccggUACUAGUa-3’

@Kontrol mimik

BMiR-8078 mimik

Lusiferaz aktivitesi (Kat degisimi)

pSICHECK-2  psiCHECK-2 C2CD2 psiCHECK-2 C2CD2
3'UTR wt 3'UTR mut

Sekil 4-49. miR-8078'in lusiferaz aktivitesi Uzerine etkisi. psiCHECK-2 (bos vektor), psiCHECK-2
C2CD2 3'UTR wt ve psiCHECK-2 C2CD2 3'UTR mut vektor transfekte edilen her hiicreye ayri ayri
kontrol mimik ve miR-8078 mimik transfekte edilerek lusiferaz aktiviteleri dl¢tldi. * p<0.05

4.13.7. NF-kB’nin C2CD2 ekpresyonuna etkisi

miR-8078’in, TNF-a indukli NF-kB aktivasyonu ile transkripsiyonunun indikledigini ve
miR-8078’in hedefinin C2CD2 oldugunu tespit ettikten sonra TNF-a-NF-kB-miR-8078-
C2CD2 ekseninde NF-kB-C2CD2 iligkisi incelendi. Bunun igin, NF-kB’nin aktivasyonu ve
downregulasyonunun C2CD2 ekspresyonuna etkisi western blot yontemi ile arastirildi. 6
kuyulu platelere ekilen H1299 hicreleri 3 farkh gruba ayrildi: NF-kB’nin TNF-a ile aktive
edildigi grup, NF-kB-p65 over ekspresyon grubu ve p65 siRNA ile downregllasyon grubu.
NF-kB aktivasyonu icin hiicreler 24 saat serum aghdinda kilttre edildi ve ardindan 30 ng/ml
TNF-a uygulanarak 24 saat sonra ripa buffer ile toplandi. Over ekspresyon grubu icin

hiicrelere pcDNA3.1 bos vektdr ve p65 over ekspresyon vektori ayri ayri transfekte edilerek
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48 saat sonra ripa buffer ile hiicreler toplandi. Downregilasyon grubu icin kontrol SiRNA ve
p65 siRNA ayri ayri transfekte edilerek 48 saat sonunda hucreler ripa buffer ile toplandi.
Gerceklestirilen western blot deneylerinde, TNF-a uygulamasi sonucu C2CD2’nin
ekspresyon seviyesinin %40 azaldidi saptandi. p65 over ekspresyonu ve p65 siRNA aracili
gruplarda Oncelike p65’in  ekspresyon seviyesi belirlendi. Beklenildigi gibi p65
overekspresyon vektorinin ve p65 siRNA’nin etkili sekilde ¢alistigi gorilmektedir (Sekil 4-
50). p65 over ekspresyon grubunda kontrole oranla C2CD2 ekspresyon seviyesinde %50
azalma gozlenirken, p65’in siRNA grubunda C2CD2 ekspresyon seviyesi %40 oraninda
arttig1 tespit edildi. Bu sonuglarda, TNF-a ile muamele edilen hicrelerde, C2CD2’nin

ekspresyonunun p65 araciliiyla downregule edildigini gostermektedir.

PCDNA3.1
pPCDNA-p65
Kontrol siRNA
p65 siRNA

-
o
N
o
-
o
o
N

C2CD2 P C2CD2 g ™ -
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- + TNF-a

Sekil 4-50. NF-kB’nin C2CD2’nin ekspresyon seviyesi Uzerine etkisinin western blot gérintisu.
Image Studio Lite Ver 4.0 programiyla dlguldi. C2CD2 ve p65 degerleri, GAPDH’inkine oranlanarak
normalize edildi. Kontrole oranla kat degisimi degerleri bantlarin altina eklendi.

4.14. miR-8078’in H1299 ve A549 KHDAK Hiicrelerinin invazyon ve Migrasyonu
Uzerine Olan Etkisi

miR-8078’in C2CD2’yi hedefleyerek ekspresyonunu baskiladigi tespit edildikten sonra
KHDAK hiicrelerinin invazyon ve migrasyonuna etkisi incelendi. Bunun igin, H1299 ve A549
hucreleri kullanilarak transwell invazyon ve migrasyon deneyleri gergeklestirildi. 6 kuyulu
platelere ekilen H1299 ve A549 hucre hatlarinin herbirine ayri ayri 50 nM kontrol mimik ve
miR-8078 mimik transfekte edildi. Transfeksiyondan 24 saat sonra hiicreler tripsin edilerek
sayildi ve transwell invazyon ve migrasyon deneyi i¢in kullanilan odaciklara ekildi. Ekimden
22 saat sonra odacigin iginde kalan hucreler temizlendi ve gegen hicreler metanol ile fikse
edilerek toluidine mavisi (%1) ile boyandi. Boyanan hucrelerin oldugu 5 bagimsiz alan

mikroskopta fotograflanarak her bir alandaki hlcreler sayildi. Sayilan hicreler kontrole gore
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oranlanarak yiizde degisim degerleri hesaplandi. invazyon sonuglarinda, miR-8078'in hem
H1299 hemde A549 hicrelerinin invazyon kapasitelerini yaklasik 2 kat arttigi tespit edildi.
Migrasyon deneyi sonuglarinda, miR-8078’in kontrole oranlandiginda H1299 ve A549
hiicrelerinin migrasyon yeteneklerinde kayda deger bir etkiye neden olmadigi tespit edildi
(Sekil 4-51).
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Sekil 4-51. miR-8078'in H1299 ve A549 KHDAK hicrelerinin invazyonu ve migrasyonu izerine etkisi.
*p<0.05
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4.15. miR-8078’in H1299 ve A549 KHDAK Hiicrelerinin Proliferasyonu Uzerine Olan
Etkisi

mMiR-8078’in C2CD2 ekspresyonunu baskilayarak invazyonu arttirdigi tespit edildikten
sonra H1299 ve A549 hucrelerinin proliferasyonu (zerine etkileri incelendi. 96 kuyulu
platelere ekilen H1299 ve A549 hiicrelerine ayri ayri 50 nM kontrol mimik, miR-8078 mimik
transfekte edildi. Transfeksiyon asamasi 0. saat kabul edildi ve transfeksiyondan sonra 24.
ve 48 saat’lerde MTT kullanilarak hticre canhligi él¢tldi. Hicre canliliklar 0. saat’e gore
oranlandi ve analizi yapildi. H1299 hucrelerinde, miR-8078 mimik transfeksiyonu sonucu
kontrole oranla hicre canliliginda %25 artis gézlendi. A549 hicrelerinde, miR-8078 mimik

transfeksiyonu sonucu hiicre canliligi %30 oraninda arttigi tespit edildi (Sekil 4-52).
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Sekil 4-52. miR-8078'in H1299 ve A549 KHDAK hucrelerinin proliferasyonu tzerine etkisi.

4.16. miR-8078 ve C2CD2’nin KHDAK Hastalarinin Tiimor Dokularindaki Ekspresyon

Seviyeleri

KHDAK hicre hatlarinin invazyonunu indikledigi tespit edilen miR-8078’in klinik
olarak anlamhhgi arastiriidi. Bunun i¢in, miR-8078 ve hedef geni C2DC2’nin ekspresyon
seviyeleri, metastatik tani almamis ve almis olan KHDAK hastalarinin parafine gémali
primer timor dokusundan elde edilen RNA 6rneklerinde real-time PCR yontemi ile belirlendi.
Metastatik tani almis olan hastalarda (n=12), metastatik tani almamis olan hastalara (n=14)
gbre miR-8078’in ekspresyon seviyesinin anlamli 6lglide fazla oldugu tespit edildi
(P=0.0094) (Sekil 4-53). Metastatik tani almis olan hastalarda (n=6), metastatik tani
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almamis olan hastalara (n=9) gére C2CD2’nin ekspresyon seviyesinin anlaml 6lglide disik
seviyede eksprese oldugu tespit edildi (P=0.049) (Sekil 4-53). miR-8078 ve C2CD2’nin

ekspresyon seviyeleri ayni hastalarda karsilastirildiginda aralarinda anlaml bir korelasyon

bulunamadi.
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Sekil 4-53. KHDAK hastalarinin parafine gémuli timér dokularinda miR-8078 ve C2CD2'nin
ekspresyon seviyelerinin real time PCR sonucu. miR-8078 i¢cin normalizatdr olarak Snord61, C2CD2

icin B-aktin kullanildi.
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5. TARTISMA

Akciger kanseri, tim diinyada kanser iligkili 6limlerin basinda gelmektedir (Siegel vd.
2016). Akciger kanserlerinin insidansi ve prevalansi 6zellikle bati diinyasinda endise verici
oranda artmaktadir. Gelisen teshis ve tedavilere ragmen 5 yillik sag kalim orani yaklasik
%15’tir. Akciger kanserine karsi mucadelede, yeni tedavi stratejileri ve ydntemlerinin
gelismesi igin kanserlesmenin ve progresyonun altinda yatan molekiler mekanizmalarin
anlasiimasi oldukg¢a 6nemlidir. Akciger kanseri teshisi konulan hastalarin yaklasik %90’i
kUguk hacreli disi akciger kanseri’dir.

Transkripsiyon, translasyon, proliferasyon, invazyon, migrasyon, bayime ve sagkalim
gibi baglica hicresel fonksiyonlarin dizenlenmesinde goérev alan PI3K/AKT yolagi, akciger
kanseri dahil birgok kanserde surekli aktif olan énemli bir sinyal yolagidir (Akca vd. 2011,
Shukla vd. 2007, Yun vd. 2013). PI3K/AKT yolaginin diizensiz aktivasyonu kanser, diabet,
kardiyovaskuler hastaliklar dahil birgok hastaligin geligimi ile iligkilidir (Vivanco vd. 2002).
PI3K/AKT yolagi downstream hedeflerinde STAT3, Ap-1 ve NF-kB gibi ¢esitli transkripsiyon
faktorleri bulunmaktadir. Bu transkripsiyon faktorleri arasinda en énemlilerinden biri kanser
gelisimi, invazyon, anjiyogenez, farklilasma, metastaz, proliferasyon, apoptozdan kagis ve
inflamasyon gibi bircok proseste rol alan NF-kB’dir (Aggarwal 2004). Prostat, meme, boyun,
pankreas ve akciger kanseri dahil solid timorlerde NF-kB’nin slrekli aktif oldugu
bilinmektedir (Karin vd. 2005). NF-kB ailesi p65, p50, p52, RelB, c-Rel tyelerinin homodimer
ya da heterodimer formlarindan meydana gelmektedir. En yaygin olarak bilinen p65:p50
formu birgok hucresel prosesin gerceklesmesi igin gereken genlerin duzenlenmesini
saglamaktadir (Verma vd. 1995). NF-kB inaktif durumda IkB ailesi proteinleri tarafindan
sitoplazmada tutulur. IKK’lar tarafindan IkB'nin fosforillenmesi ile serbest kalan p65:p50
heterodimeri, niikleusa transloke olur ve p65 altbirimi DNA’'daki kB motiflerine baglanarak
hedef genlerinin transkripsiyonel aktivasyonuna ya da baskilanmasina neden olur. NF-kB,
500°’den fazla genin ekspresyonunu kontrol edebilmektedir. Cok farkh dis uyarilarla aktif
olabilen NF-kB’nin en kuvvetli uyaricisi TNF-a’dir (Durand vd. 2017). Cok cesitli hiicresel
fonksiyonlarda goérev almasi, NF-kB’yi kanserde encok caligilan transkripsiyon
faktorlerinden biri yapmistir. Akciger kanserinin en sik goérilen sinifi olan KHDAK’inde
surekli aktif olan NF-kB sinyal yolaginin aydinlatiimasi, akciger kanseri tedavisi i¢in yeni
stratejilerin gelisimine katki saglayacaktir.

miRNA’lar, yaklagik 22 ndkleotit uzunlugunda, kuguk kodlamayan sinifina giren RNA

molekulleridir. Genlerin 3’'UTR’lerine baglanarak translasyonlarini inhibe eden miRNA’lar,
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hicrenin gesitli biyolojik sireclerinde oldukca kritik rol oynarlar. C.elegans’ta kesfinden bu
yana miRNA’lar, yeni bir alan acarak hiicre biyoloji ve patolojisinin anlasiilmasinda yeni
yaklasimlar getirmistir. insan genomunda tespit edilmis olan yaklasik 2700 adet miRNA'nin
c¢ogunun fonksiyonu bilinmemektedir. Calismalar, miRNA’larin anormal ekspresyonlari ile
kanser arasinda iligki oldugunu goéstermistir (Calin vd. 2002). miRNA biyogenezinin énemli
asamasi; pri-miRNA’nin transkripsiyonudur ve bu asama ¢ogu kanserde bozuktur. insan
mMiRNA genlerinin ¢odu, kanserde delesyonun, amplifikasyonun ya da translokasyonun
oldugu frajil ya da genomik bolgelerde lokalizedirler (Calin vd. 2004). Bu genetik
varyasyonlar sonucunda, pri-miRNA transkripsiyonu ve miRNA’nin ekspresyonu
degismektedir. Boylece, hedef mMRNA anormal ekspresyonu ortaya gikarak kanser olusumu
ve progresyonu indiiklenebilmektedir (Zhang vd. 2006). Ornegin, Kronik lenfositik I6semi’de
mMiR-15 ve miR-16’'nin yer aldigi kromozom 13gl4 bdlgesinde siklikla delesyon
gbzikmektedir. Boylece, BCL-2 mRNA’larini hedefleyerek apoptozu kontrol eden miR-15
ve miR-16 kaybi ya da azalmis ekspresyonu sonucu apoptoz yolagi baskilanmaktadir
(Cimmino vd. 2005). Genetik degisimlere ek olarak, miRNA ekspresyonlarindaki
dizensizlikler timor baskilayici veya onkogenik faktorlerdeki degdisiklikler sonucuda ortaya
cikabilmektedir. Transkripsiyonal aktivator ya da baskilayici olarak fonksiyon gosteren bu
faktorler pri-miRNA'nin transkripsiyonunu kontrol etmektedirler. MYC, iyi bilinen bir proto-
onkoproteindir ve kanserde miR-17~92 kimesi onkogenik miRNA’larin ekspresyonlarini
aktive etmektedir (O'Donnell vd. 2005). Kanser dahil bazi hastaliklarla ilgili yapilan
calismalarda, miRNA’larin NF-kB tarafindan diizenlendigi gosterilmistir. Ornegin, mide
kanseri hicre hattinda NF-kB’nin, miR-16 ve miR-21’in promotorlarina baglanarak
transkripsiyonlarini aktive ettidi bildiriimistir (Shin vd. 2011). Karaciger kanserinde miR-
143’Gn transkripsiyonunun NF-kB tarafindan upregile edilerek HepG2 and Huh7
hiicrelerinde invazyon ve migrasyonu arttirdigi tespit edilmigtir (Zhang vd. 2009). Ayni
¢alismada arastiricilar, in vitro elde ettikleri sonuglari in vivo yaklagimla arastirarak miR-
143’in karaciger metastazini indikledigini tespit etmiglerdir. Gunimuzde, KHDAK’'nde
bilinen NF-kB hedef miRNA’larin sayisi olduk¢a azdir (Tablo 2-1). Akcider kanseri
gelisiminde oldukga énemli role sahip olan NF-kB’nin, hedef miRNA’larinin tespit edilerek
NF-kB sinyal yolagindaki her bir elemanin ve fonksiyonunun bilinmesi akciger kanseri ile
micadele i¢in olduk¢ca 6nem arzetmektedir. Bu ¢alisma ile, akciger kanserinin en sik gorilen
tipi olan kuguk hucreli disi akciger kanserinde surekli aktif olan NF-kB tarafindan
dizenlenen miRNA’lari tespit etmeyi ve tespit edilen miRNA’larin hedef genlerini saptayarak

KHDAK karsinogenezindeki fonksiyonlarini aydinlatmayi amagladik.



102

Calismanin ilk asamasinda, TNF-a ile indiklenen hicrelerde, PI3K/AKT/NF-kB
yolaginin aktive olup olmadigini belirledik. TNF-a’nin bilinen iki reseptériinden biri olan ve
tim hucrelerde eksprese olan TNFRL1’in sitoplazmik bdlgesine PI3K’in alt birimi olan p85’in
baglandigi bilinmektedir (Guo vd. 1996). Ayni zamanda TNF-a’nin, PI3K ve AKT'yi aktive
ettigi tespit edilmistir (Nidai Ozes vd. 1999). Endotel hiicrelerinde TNF-a ve IL-1'in PI3SK/AKT
yolagini aktive ettigi gosterilmistir (Madge vd. 2000). Bagka bir calismada, akciger kanseri
dahil farkl kanserlere ait hidcre hatlarinin TNF-a muamelesi ile gerceklestirilen EMSA
deneylerinde, NF-kB’nin DNA baglanma kapasitesinin arttigi gosterilmistir (Gustin vd. 2004).
Literatr bilgileri dogrultusunda, galismamizda KHDAK hlcre modeli olarak belirledigimiz
H1299 hicre hattini, TNF-a ile muamele ederek AKT’nin aktive oldugunu tespit ettik (Sekil
4-1). Daha sonra, AKT nin downstream hedeflerinden olan NF-kB’nin alt birimi p65’in DNA
baglanma etkinligini belirledik. TNF-a ile muamele ettigimiz H1299 hicrelerinde
gerceklestirdigimiz EMSA deneylerinde, p65’in DNA baglanma kapasitesinin arttigini tespit
ettik (Sekil 4-2). p65’in transkripsiyonel aktivitesini incelemek icin lusiferaz deneyleri
gerceklestirdik. TNF-a ile muamele edilen H1299 hiicrelerinde p65’in transkripsiyonel
aktivitesinin arttigini saptadik (Sekil 4-3). p65’in transkripsiyonel aktivasyonunu arttirmak
icin kullandigimiz TNF-a’'nin yaptigi etkinin tersine, p65 siRNA transfekte edilen H1299
hiicrelerinde p65’in transkripsiyonel atktivitesinin azaldigini tespit ettik (Sekil 4-4). TNF-a
indiksiyonu sonucu PI3K/AKT/NF-kB yolaginin aktive oldugunu ve NF-kB (p65)'nin DNA
baglanma aktivitesinin arttigini tespit ettikten sonra, NF-kB’nin promotorlarina baglanarak
dizenledigi hedef miRNA’lar tespit edebilmek igin, p65’in H1299 genomunda baglandigi
bolgeleri belirledik. Bunun icin, TNF-a ile indukledigimiz H1299 hucrelerinde
gercgeklestirdigimiz ChlP-Seq deneyleri sonucunda p65’in baglandigi genom bdlgelerini
saptadik. Saptadigimiz bu bélgelerin herhangi bir miRNA’nin promotor bdlgesi olabilme
potansiyelini biyoenformatik araclar vasitasiyla belirledik. Ozsolak ve arkadaslari, miRNA
promotorlarini  tanimladiklari c¢alismalarinda, miRNA’larin transkripsiyon baslangi¢
bdlgesine (TSS) olan uzakliklarinin birka¢ yiiz bazdan 20 kilobaza kadar ve hatta daha uzun
olabildigini belirtmislerdir (Ozsolak vd. 2008). Bu baglamda, insan genomunda lokasyonu
bilinen pre-miRNA’larin &’ yoniinde, yaklasik 20 kb’a kadar olan bdlgede ChIP-Seq sonucu
belirledigimiz p65 baglanma bolgesi varsa bu bdlgeyi o miRNA’nin potansiyel olarak
promotoru tayin ettik. Bu sekilde tespit ettigimiz miRNA’lar Tablo 4-2'de go6sterilmistir. Bu
miRNA’larin, NF-kB (p65) tarafindan duzenlenip duzenlenmedigini belirlemek igcin p65
siRNA transfekte edilmis ve edilmemis H1299 hicrelerini TNF-a ile muamele ederek

sectigimiz miRNA’larin ekspresyon seviyelerini belirledik. Bu deney sonucunda, TNF-a
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muamelesi sonucunda miR-548as-3p, miR-8078, miR-1915-5p, miR-621, mMiR-1203’ln
transkripsiyonlarinin indiklendigini, p65 siRNA varliginda ise TNF-a muamelesinin bu
indiklenmeyi gerceklestiremedigini tespit ettik (Sekil 4-7). Dolayisi ile miR-548as-3p, miR-
8078, miR-1915-5p, miR-621, miR-1203’Un NF-kB tarafindan dizenlenen miRNA’lar
oldugunu saptadik. miR-3179’'un TNF-a muamelesi sonucu ekspresyonunun azalmasi ve
p65 siRNA varliinda TNF-a’nin miR-3179’un ekspresyonunu baskilayici etkisinin aksine
ekspresyon seviyesinin artmasi sonucunda, miR-3179’'un NF-kB tarafindan negatif yonde
dizenleniyor oldugu sonucuna vardik.

miR-548as-3p, host geni Glypican Proteoglycan 5 (GPCS5) olan ve 7 ile 8. ekzon
arasinda bulunan intragenik bir miRNA’dir. Genel olarak intronik miRNA’lar, host genleri ile
ortak promotorlara sahiptirler ve birlikte transkribe olurlar. Bu dogrultuda, TNF-a indiksiyonu
sonucu  transkripsiyonu indiklenen = miR-548as-3p’nin, host geni GPC5’in
transkripsiyonunda TNF-a’nin etkisi olup olmadigini arastirdik. Zamana bagl olarak, TNF-a
uygulamasl sonucu miR-548as-3p’nin ekspresyonu artarken, GPC5’in ekspresyonunun
azaldigini tespit ettik (Sekil 4-8). Bu sonug, miR-548as-3p’nin host geni GPC5’ten bagimsiz
bir promotora sahip oldugunu goOstermektedir. Yapilan birgok arastirmada intronik
miRNA’larin, host genlerinden bagimsiz promotorlara sahip oldugunun saptanmis olmasi
da, bu bulgumuzu desteklemektedir (Ozsolak vd. 2008, Steiman-Shimony vd. 2018). ChlIP-
Seq sonucu tespit ettigimiz p65 baglanma bolgesi pre-miR-548as’nin 5’ yoniinde ve yaklasik
7 kb uzagindadir. Bu bélgenin bir promotor bdlgesi olup olmadigini biyoenformatik aracglar
kullanarak tahmin etmeyi amagladik. Bilindigi gibi, miRNA’larin gogu RNA Pol Il tarafindan
transkribe olmaktadir. Her ne kadar RNA Pol llI'te miRNA’larin transkripsiyonunda kullanilsa
da, mekanizmasi tam olarak anlagiimamistir. Ayrica, her iki polimeraz da, globin genlerinde
oldugu gibi ayni promotoru kullanabilmektedir (Carlson vd. 1983) ve RNA Pol IIl,
transkripsiyon faktorleri tarafindan aktive edilebilmektedir (Gomez-Roman vd. 2003, Reina
vd. 2006). Bu bilgiler dogrultusunda, RNA Pol Il promotorlarinin ézelliklerini, miR-548as’nin
promotorunu tahmin etmek igin kullandik. RNA Pol Il promotorlari CpG adalari,
transkripsiyon baslama bdélgesi (TSS), korunmus transkripsiyon faktdér baglanma bélgesi
(TFBS), poli A sinyali ve TATA kutusu icermektedir (Fujita vd. 2008). USCS genome browser
kullanarak ChIP-Seq bdlgesini ve pre-miR-548as arasinda kalan bdlgeyi inceledigimizde,
pre-miR-548as’nin 3’ tarafinda 5.557 baz uzaginda TSS’si olan bir EST’nin varligi tespit
edilmistir (Sekil 4-9). Bu bilgiler, miR-548as-3p’nin EST ile birlikte transkribe oldugunu
dusundirmustar. Ayrica, EST’'ye ait TSS ile p65’in baglandigi bodlge arasinda TATA

kutusunun varhigini tespit ettik. Tim bu deneysel veri ve biyoenformatik analizler sonucunda,
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intronik miRNA sinifinda olan miR-548as’nin host geni ile ortak promotora sahip olmadigini
ve ChlIP-Seq deneyi sonucunda tespit ettigimiz bolgenin miR-548as’nin promotoru olma
potansiyeli tasidigini belirledik. Bu tahminin dogrulanmasi igin, bu bdlgenin lusiferaz reporter
vektorine klonlanarak lusiferaz aktivitesi 6lciimleri gerekmektedir.

mMiR-548as-3p, MiR-548 ailesinin 74 Uyesinden biridir. Literatlirde, miR-548as-3p
hakkinda yapilan calismalarda UGT2B15 3-UTR’sinde tanima boélgesi oldugu lusiferaz
deneyleriyle tespit edilmistir (Papageorgiou vd. 2017). Ancak, miR-548as-3p’nin kanser ile
iliskisinin tespit edildigi bir calisma bulunmamaktadir. miR-548 ailesi Gyelerine bakildiginda,
miR-548a-5p’nin Tg737 genini hedefleyerek karaciger karsinomunda apoptozu inhibe
ederek proliferasyonu arttirdigi tespit edilmistir (Zhao vd. 2016). miR-548c’nin, yumurtalk
ve endometriyal kanserinde Twisti downreglle ettigi, bdylece invazyon ve metastaz
Uizerinde timar baskilayici roli tespit edilmistir (Sun vd. 2016). Kolon kanserinde miR-548c-
5p’nin, PGK1’i hedefleyerek prolifeasyonu inhibe ettigi tespit edilmistir (Ge vd. 2019). Meme
kanseri hastalarindan elde edilen timoér dokularinda gergeklestirilen bir ¢calismada, miR-
548c-5p’nin ekspresyonunun hastaliksiz sagkalimla iligkisinin anlaml oldugu bulunmustur
(Block vd. 2018). miR-548-3p’nin 6zofagus skuamoz karsinoma hucrelerinde, invazyon ve
migrasyonu arttirdigi saptanmistir (Ni vd. 2018). Meme kanserinde yapilan bir calismada
mMiR-548j'nin, Tensin1 genini hedefleyerek metastazi indikledigi bulunmustur (Zhan vd.
2016). KHDAK'nde tespit edilen miR-548 ailesi Uiyelerinden miR-548e-5p’nin, UBE2C genini
hedef alarak ZEB1/2 araciligiyla KHDAK proliferasyonu ve invazyonunu inhibe ettidi in vitro,
in vivo ve klinik caligmalarla gésterilmistir (Jin vd. 2019). miR-548I'nin AKT1’i downregtile
ederek KHDAK invazyon ve migrasyonu inhibe ettigi gosterilmigtir (Liu vd. 2015).

miR-548as-3p’nin NF-kB tarafindan regule edildigini tespit ettikten sonra, biyolojik
surecteki etkisini tespit edebilmek icin hedef genini saptamayi amagladik. 4 farkli hedef gen
tahmini programlari kullanarak PTEN’in, mir-548as-3p’nin hedef geni olma potansiyeli
tasidigini tespit ettik (Sekil 4-11). Bunu dogrulamak igin dncelikle, miR-548as-3p’nin PTEN
ekspresyonuna etkisini mRNA duzeyinde degerlendirdik. H1299 hiicrelerine miR-548as-3p
mimik ve inhibitoriind transfekte ederek PTEN ekspresyon seviyesinin, miR-548as-3p mimik
transfekte edilenlerde azaldigini, miR-548as-3p’nin inhibitdérindn transfekte edildigi
hicrelerde arttigini gézlemledik (Sekil 4-13). miRNA’lar, kanser ¢esitine gore farkli genleri
hedefleyebilmektedirler. Hatta, ayni kanser g¢esitinin farkli hicre hatlarinda dahi farkl genleri
hedef alabilmektedirler. Bundan dolayi, miR-548as-3p’nin PTEN’i hedef aldigini yanlizca
H1299 hicrelerinde ve mRNA duzeyinde belirledigimizden dolay galismaya A549 KHDAK

hucre hattini da dahil ederek, miR-548as-3p’nin PTEN ekspresyonuna etkisini protein
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duzeyinde inceledik. H1299 ve A549 KHDAK hicre hatlarina miR-548as-3p mimik
transfekte edildiginde, miR-548as-3p’nin PTEN ekspresyonu azalttigini, miR-548as-3p
inhibe edildiginde, PTEN ekspresyonunun arttigini tespit ettik (Sekil 4-14). miR-548as-
3p’nin, PTEN mRNA'’sini dogrudan hedefledigini tespit edebilmek icin lusiferaz deneyleri
gerceklestirdik. Lusiferaz deneyi igin dncelikle, miR-548as-3p tanima bodlgesini tasiyan
PTEN geninin 3’'UTR bdélgesini, psi-CHECK?2 lusiferaz gen reporter vektériine klonladik
(Sekil 4-20). Site-directed mutagenez yontemiyle klonlanan vektérde miR-548as-3p tanima
dizisinin tamaminda mutasyon olusturduk (Sekil 4-23). Hem yabanil tip hem de mutanat
vektoru transfekte ettigimiz, transfeksiyon verimliligi yuksek olan HEK293T hucre hatlarinda
miR-548as-3p mimigin etkisini degerlendirdik. Yabanil tip PTEN 3’UTR’sinin klonlandigi
vektorin transfekte edildigi hucrelerde miR-548as-3p mimik, kontrol mimike oranla lusifreaz
aktivitesini azaltirken mutant vektériin transfekte edildigi hiicrelerde, kontrol mimike oranla
lusiferaz aktivitesinde kayda deder bir degisime neden olmadigi saptandi (Sekil 4-24). miR-
548as-3p’nin lusiferaz aktivitesi Uzerindeki etkisinin, klonlanan PTEN 3’UTR’den
kaynaklandigini géstermek igin, deneye psiCHECK-2 bos vektérde dahil edildi. miR-548as-
3p hedef gen calismalari, miR-548as-3p’nin hedef geninin PTEN oldugunu, ayni zamanda
PTEN'’i hedeflemesi tek bir hiicre hattina bagl olmadigini géstermistir.

PI3K/AKT yolaginin baslica negatif diizenleyicisi olan PTEN, tim kanserlerde p53’ten
sonra mutasyonun goruldigu en yaygin ikinci timér baskilayici gendir (McLoughlin vd.
2018). PIBK/AKT yolaginin surekli aktive oldugu KHDAK timorlerinin yaklasik %70’inde
PTEN protein ekspresyonu downreguledir. Cok ¢esitli fizyolojik stireclerde rol alan PI3K/AKT
yolaginin dizenleyicisi PTEN’in siki kontrol edildigi asikardir. Bu kontrol, transkripsiyon
oncesi ve sonrasl, translasyon sonrasi olabilmektedir. Transkripsiyon sonrast miRNA aracili
negatif dizenleme, bu kontrolin énemli asamalarindan biridir. Son zamanlarda yapilan
¢alismalar PTEN’in bircok miRNA tarafindan hedef alindigini gdstermektedir. Yalnizca
KHDAK ele alindiinda, glinimize kadar miR-543, miR-1297, miR-205, miR-486-5p, miR-
429, miR-374b, miR-4286, miR26a, miR-92a, miR-494, miR-130b, miR-221, miR-183-5p,
MiR-328, miR-29b, miR-106a, miR-21, miR-155, miR-93-5p, miR-130, miR-10a, miR-130b,
miR-454’Gn PTEN’i hedef aldidi tespit edilmistir (Bi vd. 2016, Bu vd. 2017, Cai vd. 2013,
Gao vd. 2018, Lang vd. 2014, Li vd. 2019, Ling vd. 2019, Liu vd. 2012, Lu vd. 2017, Mao
vd. 2015, Miao vd. 2017, Ren vd. 2016, Wang vd. 2018, Wang vd. 2015, Wang vd. 2019,
Wang vd. 2019, Wang vd. 2018, Xie vd. 2015, Xu vd. 2014, Xue vd. 2016, Yang vd. 2018,
Yevd. 2017, Yu vd. 2015, Zhang vd. 2018, Zhu vd. 2016). Daha 6nceki calismamizda PTEN

overeskpresyonunun, KHDAK hucrelerinin invazyon ve proliferasyonunu azalttigini tespit
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etmistik (Akca vd. 2011). Diger calismalarda, miR-21 aracihiiyla PTEN downregulasyonu,
KHDAK proliferasyonu ve invazyonunu indikledigi gosterilmistir (Liu vd. 2013). PTEN’i
hedef alan mMiR-93-5p’nin inhibe ediimesiyle KHDAK proliferasyon, migrasyon ve
invazyonun azaldigi gosterilmistir (Yang vd. 2018). Bu baglamda, PTEN’i hedefleyen miR-
548as-3p’'nin  KHDAK’ndeki fonksiyonunu belirlemek icin, invazyon ve proliferasyon
deneyleri gerceklestirdik. H1299 ve A549 KHDAK hicre hatlarini  kullanarak
gerceklestirdigimiz deneylerde, miR-548as-3p mimik transfekte ettigimiz her iki H1299 ve
A549 hucre hattinda da invazyonu anlamli sekilde arttirdigini belirledik (Sekil 4-25). miR-
548as-3p’nin invazyonu arttirici etkisi, A549 hicrelerinde H1299’a gore yaklasik 2 kat daha
fazlaydi. Bunun sebebinin, H1299 ve A549 hiicrelerindeki miR-548as-3p’nin hedef geni olan
PTEN ekspresyon farkliligindan kaynaklandigini dusunmekteyiz. H1299 hucreleri, diger
KHDAK hicre hatlarinin ¢oguna gore dustk bir PTEN ekspresyonuna sahiptir. A549
hicrelerinde, H1299 hiicrelerine gbre daha yiksek seviyede PTEN ekspresyonu oldugunu
dusunudrsek, miR-548as-3p’nin A549 hiicrelerinin invazyon kapasitesi Gizerine etkisinin daha
¢arpici sekilde oldugunu disinmekteyiz. miR-548as-3p’nin inhibe edildigi her iki hicre
hattinda da invazyonun baskilandigini tespit ettik. miR-548as-3p mimikin hem H1299 hem
de A549 hicrelerinin proliferasyonuna kayda deger bir etkisinin olmadigi gorulmektedir
(Sekil 4-26). miR-548as-3p’nin inhibisyonu sonucu H1299 ve A549 hiicre proliferasyonu
yaklasik %20 civarinda azalmistir. PTEN’in proliferasyon Uzerindeki etkisi gbz oninde
bulunduruldugunda, miR-548as-3p’nin  PTEN’'i downreglle ederek proliferasyonu
arttirmasini beklerken kayda deger bir degisimin gdézlenmemesi, miR-548as-3p’nin PTEN
geninden baska hedef geni/genleri oldugunu digsundirmektedir. Bunu tespit etmek icin
mikroarray gibi genom 0lgeginde gergeklestirilen tekniklerin kullanimi gerekmektedir.
miR-548as-3p transkripsiyonel aktivasyonun NF-kB tarafindan gercgeklestigi ve miR-
548as-3p’'nin PTEN'’i hedef aldigi sonuglari; TNF-a indikli NF-kB aktivasyonu sonucu
PTEN downregilasyonunun posttranskripsiyonel diizeyde miR-548as-3p tarafindan
gerceklesiyor oldugunu gostermektedir. Bunu dogrulamak igin gergeklestirdigimiz
deneylerde, NF-kB'nin aktivasyonunu saglayan TNF-a ile muamele edilen H1299
hiicrelerinde PTEN seviyesi azalirken, bununla baglantili olarak p-AKT seviyesinin arttigini
tespit ettik (Sekil 4-27). Ayni zamanda, NF-kB (p65)’i siRNA araciligiyla knockdown ettigimiz
H1299 hacrelerinde PTEN protein ekspresyon seviyesinin arttigini, p-AKT seviyesinin
azaldigini tespit ettik. p65'in knockdown edildigi grubta TNF-a varliginda PTEN’in
downregile olamadigini tespit ettik. Dolayisi ile, TNF-a’nin PTEN Uzerindeki etkisinin NF-

KB (p65) aktivasyonuyla gerceklestirdigi sonucuna vardik. Bu sonuclar dogrultusunda, NF-
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kB tarafindan upregule edilen miR-548as-3p, PTEN’i hedef alip PI3K/AKT/NF-kB yolaginin
aktivasyonunu saglayarak positive feedback loop olusturuyor oldugunu 6ngérdik. Bunu
degerlendirmek icin, miR-548as-3p mimik ve inhibitorleri ve PTEN overekspresyon vektori
kullanarak H1299 hucrelerinde NF-kB lusiferaz aktivitesi deneyleri gerceklestirdik.
Ongdrdigimiz gibi, miR-548as-3p’nin NF-kB lusiferaz aktivitesini arttirdigini, miR-548as-
3p inhibisyonunun ve PTEN overekspresyonunun, NF-kB aktivitesini azalttigini tespit ettik
(Sekil 4-28). PTEN-NF-kB zit iligkisi, tiroid kanseri fare modellerinde PTEN yoksunlugunda
NF-kB aktivitesinin arttiginin tespit edildigi arastirmada gdsterilmistir (Guigon vd. 2008).
Elde ettigimiz sonuglara benzer bir galisma pankreas kanseri hiicreleri ile gergeklestirilmigtir.
miR-301a’nin, NF-kB tarafindan upregile edilerek Nkrf'yi (NF-kB-repressing factor)
downregile ettigini ve bunun sonucu olarak NF-kB aktivasyonunu arttirarak positive
feedback loop olusturdugu gosterilmistir (Lu vd. 2011). Bu calismada, bulgularimizi
destekler niteliktedir.

Metastaz, kanser hticrelerinin primer timér dokudan, ikinci bir bolgeye yayillmasidir.
Metastaz, hayati en ¢ok tehdit eden patolojik olaylardan biridir. Metastazin molekuiler
mekanizmasi oldukg¢a karisik olmakla birlikte, streg 4 farkh adimda gerceklesmektedir; i)
primer tGmdrden hdcrelerin ayrilmasi, ii) ¢evre dokuya invazyon, iii) Kan veya lenfatik
damalara intravazasyon, iv) Kan veya lenfatik sistemde yayilma, v) Damar yolundan
ekstravazasyon ve ikincil kisimda buydme. Bu sirecin en énemli asamalari, hlcrelerin
primer tumorden ayrilarak etrafindaki dokuya invaze olmasidir. Bunun igin, hicre-hiicre
baglantilarinin kopmasi, hlicre-matriks adezyon bdlgesinin yeniden diizenlenmesi ve tumor
hiicrelerinden enzimler salinarak ekstraseluler matriksin degredasyonu gerekmektedir.
Epitelyal-Mezenkimal Gecis (EMT) olarak adlandirilan bu sireg, kanser disinda embriyonik
dénemde ve yara iyilesmesi durumlarinda da gorulen geri dondurulebilir bir prosestir. Epitel
Ozelliklerin kaybolarak invaziv karaktere neden olan mezenkimal fenotipin kazaniimasiyla
gercgeklesir. Tumor hicreleri ikincil bolgeye gog ettiginde, Mezenkimal-Epitelyal Gegis (MET)
gercekleserek slreg tersine doner. Bu sireg oldukga kompleks bir mekanizmaya sahiptir.
Genel olarak EMT mekanizmasi, hicre-hicre baglanti proteini E-Kaderinin
downregulasyonu, mezenkimal marker olan N-Kaderin ve Vimentin’in ve ekstraselller
matriksin degredasyonu igin Matriks Metalloproteinazlarin upregulasyonu seklindedir. Bu
sure¢ geri dondurulebilir oldugundan Snail1, Slug, Twist1, Zeb1, Zeb2 gibi cesitli
transkripsiyon faktorleri tarafindan kontrol edilmektedir (Cano vd. 2000, Vandewalle vd.
2005, Zhu vd. 2016). EMT i¢sel ve dissal uyarilarla uyarilabilmektedir. Son yillarda yapilan
c¢alismalar, EMT’nin PI3K/AKT/NF-kB tarafindan aktive edildigini tespit etmistir (Xu vd.
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2015). PISK/AKT/NF-kB vyolaginin glioblastomada aktivasyonu Snail'i indikleyerek
metastaza sebep oldugu saptanmistir (Ji vd. 2018). Pankreas kanseri hiicrelerinde, TNF-a
indUkli NF-kB’nin Zeb1 ve Vimentin’i indikleyerek EMT'’ye girdikleri gosterilmistir (Maier vd.
2010). NF-kB’nin aracili Zeb?’in upregulasyonu, A549 KHDAK hicrelerini EMT’ye gecisi
saglayarak invazyon ve metastazi indukledigi belirtiimistir (Gu vd. 2015). NF-kB tarafindan
MMP9Q’un upreglle oldugu akciger, boyun ve meme kanserinde tespit edilmistir (Kao vd.
2012).
miR-548as-3p’nin PTEN'’i hedef alip PISK/AKT yolaginin aktive ederek NF-kB’nin
surekli atkivasyonu sagladigini saptamistik. Bundan dolayi, miR-548as-3p’nin invazyonu
indukleyici etkisinin NF-kB Uzerinden gergeklestiriyor oldugunu hipotez ettik. Bunun
molekiler mekanizmasini saptamak igin, yukarida verdigimiz bilgiler dogrultusunda Slug,
Zeb1 ve MMP9’un ekspresyon seviyelerini inceledik. miR-548as-3p’nin bu genler Gzerindeki
etkisini incelemeden 0©nce, miR-548as-3p’nin duzenleyicisi NF-kB’nin bu genlerin
ekspresyonlari Uzerindeki etkisini degerlendirdik. PISK/AKT/NF-kB yolaginin aktivasyonu
icin kullandigimiz TNF-a ile indUkledigimiz H1299 hucrelerinde Slug, Zeb1 ve MMP9'un
protein ekspresyonlarinin arttigini tespit ettik (Sekil 4-29). TNF-a indukli H1299
hiicrelerinde bu etkinin NF-kB (p65) lGizerinden oldugunu gosterebilmek icin, p65’i siRNA
araciligiyla knockdown ettigimizde Slug, Zeb1 ve MMP9 protein ekspresyonlarinin
azaldigini belirledik. p65 siRNA varliginda TNF-a uyguladigimizda Slug, Zeb1 ve MMP9
ekspresyon seviyelerindeki azalma etkisinin geri dondugunu tespit ettik. Boylece, NF-kB’nin
H1299 hicrelerinde Slug, Zebl ve MMP9 genlerini indikledigini belirledik. miR-548as-
3p’nin KHDAK invazyonunu indikleyici etkisini NF-kB’nin surekli atkivasyonunu saglayarak
gercgeklestirdigi dngériumuzde. miR-548as-3p overeksprese edilen H1299 hicrelerinde,
PTEN’in azaldigini ve AKT’nin aktive oldugunu gdstererek Slug, Zeb1 ve MMP9’in
ekspresyonlarinin arttigini belirledik (Sekil 4-30). Bu sonuglari dogrulamak igin, miR-548as-
3p’yi inhibe ettigimiz ve PTEN'i over eksprese ettigimiz hicrelerde, PTEN ekspresyonunun
artmasiyla AKT aktivasyonunun ve Slug, Zebl, MMP9 ekspresyonlarinin azaldigini
saptadik. Boylece, miR-548as-3p’nin KHDAK invazyonunu indukleyici etkisini, PTEN’i hedef
alarak PI3K/AKT/NF-kB yolaginin surekli aktive olmasini saglayip Slug, Zeb1 ve MMP9'’in
ekspresyonlarini arttirarak gosterdigini tespit etmis olduk.
miR-548as-3p’nin invazyona olan etkisini klinik olarak incelemek icin, metastatik tani
almig ve almamig olan KHDAK hastalarinin primer timdr dokularindan elde ettigimiz
orneklerde miR-548as-3p ve PTEN’in ekspresyon seviyesini inceledik. miR-548as-3p’nin

ekspresyonu metastatik tani almig olan érneklerde (n=11), metastatik tani almamis olanlara
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(n=14) gore ylksek seviyede oldugunu tespit ettik (P=0.0067) (Sekil 4-31). Ayni hasta doku
orneklerinde, PTEN’in ekspresyonunun beklenildigi gibi, metastatik tani almamis hasta doku
orneklerinde metastatik tani alanlara gére ylksek seviyede oldugunu gordik (P=0.01). miR-
548as-3p ve PTEN ekspresyonlari ayni hasta doku orneklerinde karsilastirildiginda
aralarinda negatif korelasyon oldugunu belirledik (Sekil 4-32).

Gerek in vitro gerek Klinik verilerden elde ettiimiz sonuclarda, PI3K/AKT/NF-
KB/miR-548as-3p ekseninde miR-548as-3p’nin, PTEN’i hedef alarak PI3K/AKT/NF-kB
sinyal yolaginin surekli aktif olmasinda rol oynadigini saptadik. Bu rolii ile, NF-kB tarafindan
dizenlenen ve EMT surecinde rol oynayan Zeb1, Slug ve MMP9 ‘un upregile olmasina
katki saglayarak KHDAK karsinogenezini arttirdigini belirledik. Ayrica miR-548as-3p’nin,
miR-548 ailesinin diger Uyelerinden farkli olarak onkogenik bir rol oynadigini ve KHDAK
progresyonunu inddkledigini tespit etmis olduk. Bdéylece, kiglk hicreli digi akciger
kanserinde PI3K/AKT/NF-kB yolaginin kontrolu igin yepyeni bir mekanizma bulmus olduk
(Sekil 5-1).

NF-kB tarafindan duzenlendigini tespit ettigimiz bir diger miRNA, miR-8078 igin
literatlir taramamiz sonucunda, melanoma hastalarindan elde ettikleri dokularda miR-
8078'in metastatik olan dokularda metastatik olmayanlara goére yiksek seviyede eksprese
oldugu tespit edildigini gérduk (Mikkelsen vd. 2019). miR-8078 hakkinda KHDAK dahil diger
kanserlerdeki fonksiyonu ile ilgili bir calismaya rastlamadik.

miR-8078, intergenik bir miRNA oldugundan dolayi kendisine ait promotor bdlgesine
sahiptir. ChlP-Seq sonucu elde ettigimiz sekans sonuclarinda, okunan bdlgenin pre-miR-
8078’i kapsadigini USCS genome browser kullanarak tespit ettik (Sekil 4-33). Ayrica, pre-
miR-8078 ve ChIP-Seq sonucu okunan bélgeyi kapsayan bir CpG adalarinin varhgini
belirledik. CpG adalarinin olmasi bu bélgenin promotor olma ihtimalini arttirmaktadir. Ancak,
bunu deneysel olarak tespit etmek gerektigininden, bu bdlgenin lusiferaz reporter vektériine
klonlanarak lusiferaz deneyleri gerceklestirilerek dogrulanmasi gerekmektedir.

KHDAK’ndeki rolini tespit etmek igin ©Oncelikle miR-8078’in hedef genini,
biyoenformatik analizlerle bulmayr amagcladik. Kullandigimiz 4 farkli miRNA hedef gen
bulma programda, ortak olarak GREB1’in miR-8078'in hedefi olma potansiyeli tagidigini
belirledik (Sekil 4-34). Bu sonucu dogrulamak igin gerceklestirdigimiz real-time PCR
deneylerinde, miR-8078 ile transfekte ettigimiz H1299 hucrelerinde GREB1 mRNA
ekspresyon seviyesinde bir degisiklik olmadigini gorduk (Sekil 4-35). miR-8078’in hedef geni
tespit etmek icin biyoenformatik analizlerden sonu¢ elde edemedigimiz icin mikroarray

deneyleri gergeklestirdik. miR-8078 mimik'in transfekte edildigi H1299 hlicrelerinde, kontrole
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oranla 26 genin ekspresyonunun degistigini ve bu genlerden yalnizca WASH1, C2CD2,
CRCP ve TELOZ?'in ekspresyonunun azaldigini tespit ettik (Sekil 4-36). Ekspresyonu azalan
bu 4 genden yalniza C2CD2 ve CRCP’nin 3'UTR bdlgesinde miR-8078’in tanima dizisi
oldugunu belirledik (Sekil 4-37) ve WASH1 ve TELO2 genlerini eledik. Bir genin miRNA
tarafindan hedeflendigini tespit etmek icin, genin mRNA’sinin 3’UTR bdlgesini lusiferaz
reporter vektoriine klonlayarak lusiferaz deneyleri gerceklestirmek gerekmektedir. Klonlama
¢alismalarinin zaman, is gicl ve maliyet agisindan yiksek olmasindan dolayr miRNA’nin
aday hedef sayisini daraltmak ve klonlama calismalari éncesi, olasi her teyit ydntemini
kullanmak &énem arzetmektedir. Bundan dolayl, mikroarray analiz sonuglarinda
belirledigimiz C2CD2 ve CRCP genlerini teyit etmek icin gerceklestirdigimiz real-time PCR
deneylerinde, miR-8078 mimik transfekte edilen hiicrelerde C2CD2 mRNA ekspresyonu
azalirken CRCP’nin ekspresyonunda bir degisiklik olmadigini belirledik (Sekil 4-38). miR-
8078 transkripsiyonu TNF-a tarafindan induklenmektedir (Sekil 4-7). Dolayisi ile miR-
8078’in hedef geninin, TNF-a muamelesi sonucu ekspresyonunun azalmasi gerektiginden
C2CD2 ve CRCP’nin ekspresyon seviyelerini TNF-a indUkli H1299 hucrelerinde
degerlendirdik. C2CD2’'nin ekspresyonu azalirken CRCP’nin ekspresyonunda degisiklik
gbzlemlemedik (Sekil 4-39). Hem miR-8078 transfekte edildijinde hem de TNF-a ile
muamele edildiginde C2CD2’nin ekspresyonu azalirken CRCP’nin ekspresyonunda bir
degisiklik olmamasi, CRCP’nin elenmesine C2CD2'nin de hedef gen olma potansiyelini
arttirmasina neden olmustur. miRNA'larin baslica fonksiyonu translasyonun inhibisyonu
oldugundan dolayi mRNA dlzeyinde elde ettigimiz sonuglari, protein ekspresyonu
duzeyinde de elde etmek gerekmekteydi. Bu etkinin yalniza H1299 KHDAK hucresine 6zgu
olmadigini arastirmak igin calismaya A549 hicre hattini da dahil ederek western blot
deneyleri gergeklestirdik. miR-8078 mimik transfekte ettigimiz H1299 ve A549 hicre
hatlarinda C2CD2’nin protein ekspresyon seviyesinin hem 24. hem de 48. saatlerde
azaldigini belirledik (Sekil 4-39). Klonlama 6ncesi farkh yontemlerle C2CD2’'nin kuvvetle
muhtemel miR-8078’in hedef geni oldugunu belirlemis olduk. Bunu dogrulamak igin,
C2CD2’nin miR-8078 tanima dizisi tasiyan 3’'UTR boélgesini psiCHECK-2 lusiferaz reporter
vektorine klonladik (Sekil 4-45). Ayrica, site-directed mutagenez ydntemiyle klonlanan
vektorde miR-8078 tanima dizisinin tamaminda mutasyon olusturduk (Sekil 4-48). Hem
yabanil tip hem de mutant vektori transfekte ettigimiz HEK293T hiicre hatlarinda miR-8078
mimik, C2CD2 3’'UTR’sinin klonlandigi yabanil tip vektoriin transfekte edildigi hicrelerde
lusiferaz aktivitesini azaltirken miR-8078 tanima dizisinin mutant oldugu vekt6rin transfekte

edildigi hicrelerde lusiferaz aktivitesinde kayda deger bir degisime neden olmadigini tespit
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ettik (Sekil 4-49). Bu sonuglar, miR-8078'in dogrudan hedefinin C2CD2 oldugunu ve bu
etkinin tekbir hicreye bagli olmadigini gostermektedir.

mMiR-8078’in NF-kB (p65) tarafindan diizenlendigi sonucundan yola ¢ikarak, NF-kB’nin
C2CD2'nin ekspresyonuna etkisini degerlendirdik. NF-kB aktivasyonu icin TNF-a, NF-kB'’yi
overeksprese etmek icin p65 vektorl, p65’i knockdown etmek icin p65 siRNA kullanarak
C2CD2'nin ekspresyonunu western blot yontemi ile belirledik. TNF-a indikli H1299
hucrelerinde C2CD2’nin mRNA duzeyinde eskpresyonunun azaldigini, miR-8078’in hedef
genini tespit etme calismalarinda belirlemistik. Protein dizeyindeki ekspresyonuda mRNA
dizeyindeki sonuglarla paralel olarak TNF-a uygulanmasiyla C2CD2'nin ekspresyonu
azaldigini gosterdik (Sekil 4-50). p65 overeksprese ettigimiz H1299 hicrelerinde C2CD2’nin
ekspresyonun azaldigini p65’'in  knockdown edilmesiyle C2CD2nin ekspresyonunun
arttigini belirledik. Bu veriler dogrultusunda, TNF-a indUkli NF-kB aktivasyonu ile
gerceklestirilen C2CD2 downregilasyonunda miR-8078’in aracilik ettigi sonucunu ¢ikardik.

Bilindigi gibi miRNA’lar hucresel fonksiyona etkilerini, hedefledikleri genlerin
translasyonel olarak baskilayarak gerceklestirmektedirler. miR-8078'in KHDAK’ndeki rolinu
tespit etmek icin, C2CD2’nin hiicresel surecteki rolind tespit etmek gerekmekteydi. Literatir
arastirmalarimizda 696 aminoasitten olusan C2CD2’nin, plazma membran proteini
olmasinin disinda fonksiyonu hakkinda herhangi bir bilgiye rastlamadik. Huttlin ve
arkadaslarinin high-throughput affinity-purification kitle spektrometresi ile HEK293T
hiicrelerini kullanarak protein-protein etkilesimlerini tespit etmek amaciyla gergeklestirdikleri
calismalarinda, C2CD2’nin Rho GTPaz aktive edici protein 10 (ARHGAP10) ile etkilestigini
tespit etmisler (Huttlin vd. 2015). Rho GTPaz aktive edici protein ailesi Uyesi olan
ARHGAP10’un yumurtalik kanserinde downregule oldugunu ve yumurtallk kanser
hicrelerinin timor olusumunu baskiladigi bildiriimistir (Luo vd. 2016). Akciger kanseri ile ilgili
yapilan bir galismada, ARHGAP10’un ekspresyonunun akciger timér dokularinda normal
dokulara goére disuk sevyede oldugunu goéstermislerdir (Teng vd. 2017). Ayni ¢alismada,
A549 ve H460 KHDAK hicre hatlarinda ARHGAP10'un overekspresyonunun hicre
proliferasyon, invazyon ve migrasyonu azalttigini tespit ederek timor baskilayici bir rold
olduklarini belirtmislerdir. C2CD2’nin ARHGAP10 ile etkilestigi bilgisinden yola ¢ikarak miR-
8078'in KHDAK’ndeki biyoloji etkisini arastirmak igin H1299 ve A549 hicre hatlarini
kullanarak proliferasyon, invazyon ve migrasyon deneyleri gerceklestirdik. miR-8078 mimik,
H1299 ve A549 hiicre hatlarinda invazyonu arttirirken migrasyonda bir degisiklige neden
olmadigini gézlemledik (Sekil 4-51). Schaeffer ve arkadaslarinin, EMT sonrasi invazyon ve

migrasyon arasindaki iliskiyi anlamak i¢in yapmis olduklari in vivo ve in vitro deneylerde,
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karsinom iligkili EMT slresince migrasyon ve invazyonun ayri olabilecedini belirtmiglerdir
(Schaeffer vd. 2014). Nitekim, kolon kanseri hiicrelerinde a-kateninin hiicre migrasyonu icin
gerekliyken invazyon icin gerekli olmadiginin tespit edildigi ¢alisma, migrasyon ve
invazyonun ayri olabilecegini desteklemektedir (Andre vd. 2004). Hicre migrasyonunda
herhangi bir etkisi olmayan miR-8078, H1299 ve A549 hicre hatlarinda proliferasyonu
arttirmaktadir (Sekil 4-52). Bu sonuclar, miR-8078’in KHDAK hiicre hatlarinin invazyon ve
proliferasyonunu arttirdigindan dolayr onkogenik bir miRNA oldugunu gdstermektedir.
Ayrica, miR-8078’in bu etkiyi C2CD2’yi downregule ederek gergeklestirmesi; C2CD2’nin
KHDAK’nde timor baskilayici gorevi sonucunu dogurmustur. C2CD2'nin invazyondaki
rolindn aydinlatilmasi i¢in daha ileriki calismalara ihtiya¢ vardir.

miR-8078’in in vitro yaklasimla tespit ettigimiz invazyonu indukleyici etkisinin klinik
onemini degerlendirmek igin, metastatik tani almis ve almamis olan KHDAK hastalarinin
primer timor dokularinda real-time PCR ile ekspresyon g¢alismalari yaptik. miR-8078 ve
hedef geni C2CD2'nin ekspresyon dizeyini degerlendirdik. Metastatik tani almis olan
hastalarda (n=12) miR-8078’in, metastatik tani almamig hastalara (n=14) gore yiksek
dizeyde eksprese oldugunu saptadik (P=0.0094) (Sekil 4-51). C2CD2'nin ekspresyonunun
ise, metastatik tani almamis hastalarda (n=9), metastatik tani almis olanlara (n=6) goére
yuksek seviyede oldugunu belirledik (P=0.049). Ayni hasta doku &rnekleri
karsilastiriidiginda, miR-8078 ve C2CD2'nin ekspresyonlari aralarinda anlamli bir
korelasyona rastlamadik.

in vitro ve Klinik veriler sonucunda, TNF-a indiiklii NF-kB aktivasyonu ile upregiile olan
miR-8078’in, KHDAK invazyon ve proliferasyonunu arttirdigini ve KHDAK hastalarinda
metastaz ile iligkili onkogenik bir miRNA oldugunu saptamis olduk. Sonuglarimizda, miR-
8078’in KHDAK huicre hatlarindaki invazyon ve proliferasyona etkisini C2CD2’yi downregule
ederek gergeklestiriyor oldugu goriulmektedir (Sekil 5-1). Ayrica, kanserde fonksiyonu
hakkinda literatirde herhangi bir bilgi bulunmayan C2CD2’nin, KHDAK’'nde tumor
baskilayici olarak rol oynadigi gérilmektedir. Bu sonucu teyit icin daha fazla deneysel
arastirmaya ihtiyag vardir.

Tdm sonuglar degerlendirildiginde, TNFa indukli PI3K/AKT/NF-kB yolaginin surekili
aktivasyonu sonucu upregile olan miR-548as-3p ve miR-8078’in, KHDAK
karsinogenezinde rol oynadigi mekanizmanin tespit edilmesi, akciger kanseri ile miicadele

icin yeni stratejilerin gelistiriimesine katki saglayacagi kanaatindeyiz.
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Sekil 5-1. miR-548as-3p ve miR-8078’in KHDAK progresyonunda rol aldigi mekanizmanin
gOsterimi.
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6. SONUGCLAR

10.

11.

TNF-a, H1299 KHDAK hicrelerinde AKT'yi aktive ederek NF-kB’nin DNA baglanma
kapasitesini arttirmaktadir.

mMiR-548as-3p, MiR-8078, miR-621, miR-1203, miR-1915-5p NF-kB tarafindan
pozitif olarak diizenlenirken miR-3179 negatif olarak diizenlenmektedir.

intronik olan miR-548as-3p host geni olan GPC5’ten bagimsiz bir promotora sahiptir.
ChIP-Seq yontemi ile p65’in baglandigini tespit ettigimiz bolgenin pre-miR-548as’nin
5’ tarafinda yaklagik 7131 baz uzaginda yer aldigi ve bu bdlgenin buyuk olasilikla
miR-548as’nin promotor bdlgesidir. Bunu teyit etmek icin, daha ileri deneysel
arastirmalara ihtiyag vardir.

miR-548as-3p, H1299 ve A549 KHDAK hicre hatlarinda PTEN’i hedef alarak
KHDAK invazyonunu arttirmaktadir. miR-548as-3p’nin A549 invazyon kapasitesini
H1299’a gdére 2 kat daha fazla arttirmigtir. Proliferasyon yeteneginde degisiklik
olmamasi, miR-548as-3p’nin farkli hedeflerinin oldugunu distndirmektedir.

NF-kB tarafindan upregile olan miR-548as-3p, PTEN'i downreglile ederek
PI3K/AKT/NF-kB aktivasyonunu saglayip positive feedback loop olusturmaktadir.
Boylece, NF-kB’nin surekli aktivasyonunu saglamaktadir.

miR-548as-3p’nin invazyonu arttirici etkisini; EMT sirecinde gérev alan Zebl, Slug
ve MMP9'u upregulle eden NF-kB'yi aktive ederek gergeklestirmektedir.
miR-548as-3p, metastatik tani almis olan KHDAK hastalarinin primer timor
dokularinda, metastatik tani almamig olanlara gére daha yuksek seviyede eksprese
olmaktadir. PTEN’de bu durum tersidir. Ayni hasta dokularinda miR-548as-3p-PTEN
arasinda negatif korelasyon bulunmaktadir.

intergenik olan miR-8078, kendi promotoruna sahiptir. ChlP-Seq yéntemi ile p65
baglanma motifinin oldugu bdlgeyi ve pre-miR-8078’i kapsayan bir CpG adalari
bulunmaktadir. Bu bdélge muhtemelen miR-8078’in promotor bdlgesidir. Bunu
dogrulamak igin, daha ileri deneysel arastirmalara ihtiyag vardir.

miR-8078 C2CD2yi hedef alarak KHDAK invazyonu ve proliferasyonunu
arttirmakta, migrasyona bir etkisi olmamistir.

NF-kB tarafindan gerceklesen C2CD2 downregulasyonu miR-8078 araciligiyla
gerceklesmektedir.

miR-8078’in ekspresyon seviyesi, metastatik tani almig olan KHDAK hastalarinin

tumor dokularinda, metastatik tani almamig olanlara gore yuksek seviyededir.
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12. KHDAK’nde miR-8078 onkogenik bir rol oynarken C2CD2’nin timor baskilayici bir

gen oldugu 6ngorulmektedir.
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The aim of the study was 1o determine the differences between expression leve ks of certain miRNAL a8
their association with schizophre nia has been well presenced in the lreraowee, and to investigare Cheir
relation to restment resistance in schizophrenic patients Three groups were frmed: 1) treatment-
redistant group, 1) restment responsive grous and 3) healthy contral group. Bxpresdon levels of mikNAs
from periphenc Bood samples were determined by real-time quantilative reverss franscrplion poly-
merase chain resction (qRT-PCRL We investigated the roles of 29 schizophrends-related miRNAS in
Schizophrenda treatment and their potentials to be condiderad 25 indicators. Amang these miRNAS, anly
miR- 181 b-5p, mik-195-5p and miR-3012-3p expressions were found 1o be significantly different be-
rween the treatme nt-resistant growpand the growp respaonding well to the treatment. miRNAS may cause
réesiprance by silencing the reepor genes of the drugs wied for schizophrenia trestment mif- 181 b-5p,
mik-195-5p and mik-30013-3p muy be candidate indictors that can be uded Do revesl redsiancs againgl

schizophrenia trestment.
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1. Introducton

Sehizo phrenia is a mental disorder inwhich the affected persan
becomes distanced to rmeal world and creates an idiosyneratic
word and significant changes are observed in emotion, thought
and behavior (Ozturk, 1990 Incidence of schizophrenia, a brain
dizsorder considered being of organic and psychosocial origing,
within society is between 05% and 1% (Tandon et al, 2008).
Pregnancy and hirth, gender and age, infection and immune sys-
term, autoimrmune diseases, ethnic origin, simulant substance use
and genetic factors are among the most significant risk factors for
schizophrenia (Kinney et al., 2010; Watkins and Andrews, 2015)

Whemeas complete remission is observed in 10-20% of schizo-
phrenic patients, partial remission is observed in 30% of the pa-
tients ( Lieberman and Murray, 2012 ). At least half of the patients
do not respond to treatment and the diseaze may progress further
{Lieberman and Murmy, 2012). Polymorphism(mutations in re-
ceptor/signal transduction molecules that are the target of treat-
ment medication, andfor increased expression of transport

* Corresponding autho o
E-madl eddress: d rhussyinalaam@homadlom (H Alam)
! These two authors are equal as the first author. They spent same amount of
labvar

bt dxd ol arg MO8 peychres 301608 037
O¥5-T781 j& 2016 Eewier Ineland 15d. All rights reserved.

proteins that move the drug out of the cell are among known
maolecular mechanisms of treatment resistance (Longley and
Johnston, 2005). Ota et al (2012) represented that DRDA rs4532
polymorphism showed a dose-response gradient with increased
rizk for treatment resistance and may be a potential pharmaco-
netic marker for antipsychotic drug reatment response. Zhang
et al. (2013) represented that ValG6Met polymorphism in brain
derived meurstrophic factor (BDNF), which iz asociated with
Many neursransmitters, can cause resistance against schizo-
phrenia treatment by adversely affecting the intracellular traffic of
proBOME. In addition to these data, factors regulating the expres-
sion of molecules mediating the effect of the drug are also con-
sidered to be mediating the development of resistance. The role of
microfNA (mikMA), which takes part in regulation of the gene
exprestion, in development of resstance against chemother
apeutics was cleady shown in cancer treatment { Qian et al, 2015).
Similar to this resistance observed in cancer reatment. mikMNA is
alzo considered to be causing treatment resistance in schizo-
phrenic patients.

mifMNAs, containing appredmately 20-25 nucleotides, are a
large dass of small endogenous RNA molecules (Kim, 2005).
mifMAz, like other genes, are transcribed from DMNA and, before
being ransformed into proteins, they pardcipate in regulaton of
ne expression in the form of small RNA molecules (Kozomara
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Abstract

Transforming growth factor-f (TGF-E) pathway plays crucial roles during the carcinogenesis and metastasis. TGF-f
receptor 2 [TGFBR2) is a key molecule for the regulation of TGF-f pathway and frequently downregulated or lost in several
cancer types including non-small cell lung cancer (MSCLC), and TGF-§ pathwray is often regulated by negative-feedback
mechanisms, but little is known about the mechanism of TGFBRZ downregulation in NSCLC. Here, we found that the
expression of mik-520e is upregulated in metastatic tumor tissues compared with non-metastatic ones, and its expression
is inversaly correlated with that of TGFBR2 in clinical samples. We also discovered that TGF-f dramatically increased the
expression of miR-520e, which targeted and downregulated TGFBR2, and the suppression of miR-520e significantly impaired
TGF-f-induced TGFER2 downregulation. Chromatin immunoprecipitation-PCR experiments further showed that miR-520e
is transcriptionally induced by SMADZ/3 in response to TGF-f. Dur findings reveal a novel negative-feedback mechanism in

TGF-f signaling and the expression level of miR-520e could be a predictive biomarker for NSCLC metastasis.

Introduction
Lung cancer has the highest rates of incdence and mortality
compared with other cancer types (1). Lung cancer is histologically
categorized as two different subtypes, small cell ung cancer (SCLC)
or non-small call hing cancer (MSCLC), with indidences of - 15 and
B4%, respectvely (2). NSCLC is the leading cause of cancer-melated
deaths and has & 5 year survival rate of <15% (3). Although the
use of novel treatment optons increased the surival of NSCLC
patients, the survival rate of NSCLC patients is stll poor due
to distant metsstasis. Therefore, understanding the molecular
mechanisms of metastasis of NSCLC cells i essential to develop
novel and effective strategies for NSCLC therapy.

The transforming growth factor-f (TGF-F) i8 @ muld-
functional cytokine and has dual effects in cancer prograssion
including MSCLC (4-6). TGF-f plays & crudal role in cancer

metastasis by activating epitheliasl-mesanchymal transition
(EMT). However, TGF-f also regulates the cell cycle by inducing
expression of CDE inhibitor p?1l and causes G1 arrest (6,7).
Mechanistically, when TGF§ binds to TGF-f-receptor type 2
(TGFERZ), which is a transmembrane serine-threonine kinase,
it recruits and phosphorylates TGF-f-receptor type 1 (TGFER1).
Activated TGFER1 phosphorylates receptor-regulated Smads
(R-5MADE), SMAD? and SMAD3, which interact with SMAD4
[co-SMADs), resulting in the formation of the SMAD23-SMADS
complex. This complex accumulates in the nuclews, binds to the
regions called as SMAD-binding elements (SBEs) on the promoter
of target genes (8,9) and induces or repressas their transoipton.
The activated SMAD complex not only represses the expressions
of E-cadherin and CARL, which are epithelizl markers, but also
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The Standardization Subcommittes of the International
Continence Society (1CS), in 2002 defined owveractive
bladder (OAB) as a symptom syndrome consisting of

INTRODUCTION

Abstract

Aims: It has been demonstrated that there are abundant stable microRNAs
(miRNAs) in plasma, which is potentially disease-specific. Adrenergic and
muscarinic pathways play an important role in voiding physiology. Alterations
in the levels of miENAs are thought o influence the regnlation of these
pathways at the molecular level. The aim of this stndy was to investigate the
relationship of miRNAs with overactive bladder pathogenesis and to provide a
new perspective to treatment approaches.

Methods: This study included patients with an overactive bladder (OAB)
diagnosis and a healthy control group. All patients completed a validated
OAB-VE questionnaire. The relative expression levels of 12 miRNAs were
examined in plasma by PCR. Receiver operating characterstic (ROC) curves
were penerated to evaluate the diagnostic qualification of miRNAs.

Results: The relative expression levels of let-7b-5p, miR-92a-3p, miR-98-5p,
miR-142-3p, and miR-200¢-3p were significantly upregulated and miR-139-5p
was significantly downregulated in patients with OAB and no correlation was
determined between the levels of miRMNAS with OAB symplom score. Among
the miRNAs, miR-98-5p provided the highest diagnostic accaracy alone (area
under curve [AUC]=079) in ROC analysis. The combination of miR-98-
5p+ miR-139-5p was seen to be a good indicator (AUC =0.839)
Conclusions: These results suggest that alteration of the miENA levels can be
used as anxiliary parameters to explain the pathophysiology of OAB syndrome
amd could shed light on new treatment options.

KEYWORDS
biomarkers, micoBNA, overaclive hladder

urgency, with or without urge incontinence, usually with
frequency and nocturia, in the absence of proven
infection or other obvious pathology.” OAB is a clinical
diagnosis and spontaneous or induced abnormal detrusor
muscle activity is observed in urodynamic tests. As

Newreurokgy and Urodynamics. 3001515711575
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Abstract: Backgrownd: Mon-Small Cell Limz Cancer (WSCLC) is an agzressive cancer type doe to high metas-
tatic capacity. Muclear Factor Kappa B (WF-cB) is a consistently active tmnsoiption factor in maliznant g
cancer cells and has cnucial sisnificance in W3CLC progression. It & also inplicated in the transoriptional regs-
lation of mamy genes inchading microRMAs (miRNA:) that forction a5 tomor suppressor or oncogene It has
besn mirexsmely reported that severa] mifMAs defined as gens members are induced by WF-xB. The present
stady aimed to find novel miRMNAs that are regulated by MF-xB.

Methods: Chromatin Imnamoprecipitation Sequencing [ChIP-Seq) experiment and biomformatic analysis were
uzed to deerming WF-xB-dependent mifMAs. Western blot analysis, quantitative =al-fime polymerase chaim
reaction (gR.T-PCR), hiciferase reporter pene assays were camed oot to investizate the target genes of miEMAs.
Ta determine hialogic activity, answell imvasion and MTT azsay were camied out on H1200 WSCLC cell Hne.
miFMA expression level was evalated in metastatic and non-metastatic tssue samples of NSCLC patisnts.

Remilty: ChIP-Seq and qRT-PCE. experiments showed that miR-5482s-3p & manscriptionally regulated by WE-
KB i response to Tumor Mecrosis Factor-a (THF-o) treatment Then, we found that tumer suppressor Phospha-
tase and Tension homolog (FTEX) & a direct target of miR-548as-3p. Furthermaore, miF-548as-3p mediates
phosphatidylnositel-3-0H kinase (PI3E) Akt pathway and NF-xB-implicated genes inchuding Matrix Merallo-
proszinases 8 (WMMPY), Shag and Febl. We firther showed that il 548as-3p increased invasivensss of NSCLE
cells and was upregulated in metystatic fomer tismues compared to noD-metrstatic ones.

Conchision: All these findings provide a mifAs-medirted powel mechanizm for NF-E signaling and that

miR-548a:-3p conld be a biomarker for WSCLC metastasis.
Keywords: NF-kappa B, neoplasm metastasis, invasion, miP-548as-3p, carcinoms, non-small-cell limg, FTEN.

1L INTRODUCTION

Lumz cancer is the main cause of cancer-related deaths woorld-
wide and more than s million new cases are added every year [1].
Incidence and prevelance of hmg cancers are incressing &t an
alarming rate, particularly m the westem world. Mearly 90% of hng
cancers are NSCLC, inchading Squamons Cell Carcinoma (500,
Large Cell Cardnoma (LCC), adenocarcinoma and admnsquamm:s
cell carcinoma. In spite of advanced diagmostic and therapeutic
improvemsents, 5-year survival rate incressed only by 15% in the
past 40 years [2]. Therefore, understanding the molecular mecha-
nizms underlying carcinogenesis and progression of lung cancer is
weTy important to fizht agamst this cancer type.

As a pmitifimctional Tanscrption factor, WF-xB induces cell
survival imvasion, metsstasis, angiogenesis, diffsrentistion and
prevents apoptosis in a vanety of cancer cells, mcluding limg can-
cer [3-6] WF-B is constimtively active in many types of cancer,
especially im MSCLC [7, 8]. NF-EB is nomally sequestersd in the

* Address cormespondance to this author at the Deparment of Medical Ge-
DeEtics, af Medicine, Panmkkale University, Denizli 20160, Turkey,
Tel: +30 258 206 4804, +90 538 863 2078 E-mail” hakcag@pan sdu
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cytoplasm of unindnced cells by binding to Inhibitor kappa B (IkB)
family proteims. WF-+xB can be activated by a senes of stimmli in-
cuding epidermal growth factor (EGF), insulin, E-Ras, (THNF-a),
and mferdeukin-1§ (IL-1f) n bumsn cancers [4]. While THF-a and
I -1f induces NF-xB activaton wis canonicsl pathwsy, the others
nse non-canonical pathwey to activate NF-xB. At the end, regard-
less of whether the activated pathway is canonical or not, all thess
stimmli induce activation of IEB kinases, consisting of TKK-o, TFKE-
B, IKE-y. When activated, IEEs phosphorylate IkBs mnd indoce
their degradstion by proteasome Subsequently, NF-xB sobumits
releasing from IkBs ranzlocate to nuclens and induce the transcrip-
on of target genes by binding to NF-xB-binding sites on the pro-
moters of respomsive genes [, 9]

MicroBMAs (miFMAs) are small non-coding BEMA moleculas
containing approximately 22 nocleotides that negatively regulate
the ranslations of messenger FNAs (mFMA) by binding to their 3°
uniranslated regions (UTE). miRMAs plsy important resulstory
roles in many biolegical processes inchding mmvasion, proliferation,
spoptosis and differentistion of cells [10]. Recent smdies have
showm that miRMAz: are frequently dysrepulated in most homem

cancer types incloding long capcer [11, 12]. Transcriptions of
miFMA genes are controlled by various mansoiption factors such

2019 Bentham Science Fuoblishers
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