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KISALTMALAR

AAV Adeno—ortaklasa virus

a’/h Agirlik/hacim

DMEM Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium
DMSO Dimetil siilfoksit

DNA Deoksiribontikleik asit

ECM Extracellular matriks, (Ekstraselliiler matriks)
EDTA Etilendiamintetraasetik asit

h/h Hacim/hacim

HCI Hidroklorik Asit

Igfbp4 Insiilin biiyiime faktdrii baglanma proteini-4
MEGM Mammary Epithelial Growth Medium (Memeli epitelyal biiyiime
medyumu)

miRNA mikroRNA

NaCl Sodyum klortir

Na,HPO, disodyum hidrojen fosfat
NaH,PO, Sodyum dihidrojen fosfat

NaOH Sodyum hidroksit

ng Nanogram

NH4Ac NH4CH3COOQO, (Amonyum asetat)

OD Optik Densite

0D260 260 nm dalga boyundaki optik densite degeri
0OD280 280 nm dalga boyundaki optik densite degeri
PBS Phosphate Buffer Saline, (Fosfat sodyum kloriir tamponu)
pDNA Plazmid DNA

PEG Polietilen glikol

PEI Polietilenimin

PLA Polilaktik asit

PLGA Polilaktik ko-glikolik asit

PLL Poli L-lizin
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Pre-miRNA Precursor miRNA

Pri-miRNA
RNA
RNAIi
SDS
shRNA
siRNA
TAE
TBE

TE

TEM
Tinagll
Tris
Tris-HCl
VEGF

ng
pg/ml

ul

Primer miRNA

Riboniikleik asit

RNA interference

Sodyum Dodesil Siilfat, (Sodyum lauril stilfat)

Short hairpin RNA

Small interfering RNA

Tris-Asetik Asit-EDTA

Tris-Borik Asit EDTA

Tris/EDTA

Transmission Electron Microscopy

Tubulointerstitial nephritis antigene-like 1

Trizma® base, 2-amino-2-hydroxymethyl-1,3-propanediol
Hidroklorik asit ile pH degeri ayarlanmis Tris ¢ozeltisi
Vaskiiler endotelyal biiylime faktorii

Mikrogram

Mikrogram/mililitre

Mikrolitre
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1. OZET

Amacg: MikroRNA’lar (miRNA’lar) gen ekspresyonu iizerinde onemli regiilator
etkiye sahip kisa, endojen ve kodlanmayan RNA molekiilleridir. Son calismalar
miRNA deregiilasyonunun kanser gibi farkli hastaliklar ile iligkili oldugunu
gostermistir. Bu nedenle miRNA’lar kanserde dnemli bir terapdtik hedeftir. Ancak,
miRNA’larin tedavide kullaniminda 6nemli engeller; fiyolojik ortamda dayaniksiz
olmalari, hizli klirens ve hiicreler tarafindan alimlarinin zor olmasidir. Bu nedenle
hiicrelere uygun bir tasiyict sistemle tasinmalart tedavi agisindan onemlidir. Bu
calismada amag; normal meme hiicresinden farkli olarak meme kanserinde
ekspresyonu downregiile olan miR-200 ailesinden miR-200c ve miR-141’in
ekspresyon Ozellikleri incelenerek, katyonik bir biyopolimer olan kitozanla
hazirlanan kompleks formlarinin MCF-7, MDA-MB-231 ve MDA-MB-435 meme
kanseri hiicre hatlarinda etkinligini (EMT, protein ekspresyonu, invazyon, apoptoz
ve hiicre proliferasyonuna etki) ve meme kanseri tedavisinde kullanilabilirligini in
vitro olarak arastirmaktir.

Gere¢ ve Yontem: miR-200c ve miR-141 mimikleri ve kitozan kompleksleri
olusturulup, in vitro karakterizasyonlar1 (partikiil boyutu, zeta potansiyeli, TEM
calismasi, stabilite caligmalar1) yapildi. Meme kanseri hiicre hatlarinda doz
denemeleri ile her hiicre ve her miRNA icin uygun doz RT-PCR ydntemi
kullanilarak belirlendi. Belirlenen uygun dozlarla kitozan/miR-200c ve kitozan/miR-
141 komplekslerinin kanser hiicre hatlarina transfeksiyonu sonrasi hiicrelerdeki
VEGF, E-kaderin, Tinagl1, Igfb4 miktarlar1t ELISA ile 6l¢iildii ve invazyon, apoptoz
ve hiicre proliferasyon testleri yapildu.

Bulgular: miR-200c ve miR-141’in kitozanla tam kompleks olusumu saglandi.
Komplekslerin in vitro transfeksiyonu ile anjiyogenez, EMT ve invazyonun
baskilandig1 saptanmistir.

Sonuclar: Calismamizda miR-200c ve miR-141’in kitozan kompleksleri ile
hiicrelere stabil olarak tasindigi, hiicreye internalize olarak kanser hiicrelerinde
bozulan miRNA regiilasyonunun tedavi edilmesiyle kanser hiicrelerinin invazivligini
azalttig1 ve kitozan komplekslerinin miRNA i¢in giivenilir ve etkin bir tagiyici sistem
oldugu gosterilmistir.

Anahtar Sozciikler: miR-200¢, miR-141, kitozan, meme kanseri, miRNA tasiyici
sistem
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1. ABSTRACT

Objective: MikroRNAs are small, endogenous and non-coding RNA molecules
which regulate gene expression. Recent studies show that deregulation of miRNAs
have been associated with different diseases including cancer. Therefore, miRNAs
are important therapeutic target in cancer. However, major obstacles of usage
miRNAs in therapy are stability, rapid clearance and internalization. For this
reason, it is important in terms of therapy with appropriate carrier system to the
cells. Aim of this study is to investigate efficacy (EMT, protein expression,
invasion, apoptosis and cell proliferation) and usability in breast cancer cell lines
(MCF-7, MDA-MB-231 and MDA-MDA-435) of polyplexes forms of chitosan
and miR-200c and miR-141 mimics.

Material and Method: miR-200c and miR-141 mimics and chitosan complexes
were prepared. In vitro characterisation of these complexes were done. By using
RT-PCR method appropriate doses were determined for each miRNAs in breast
cancer cell lines. Then, with these dosage have used to investigate VEGF, E-
cadherin, Tinagll, Igfb4 protein levels by using ELISA assays and invasion,
apoptosis and cell proliferation assays have done.

Result: Chitosan/miR-200c and Chitosan/miR-141 complexes were formed.
Inhibition of angiogenesis, EMT and invasion by using in vitro transfection of these
complexes have been detected.

Conclusion: Our studies show that chitosan/miR-200c and chitosan/miR-141
complexes were internalized stably to cancer cells, thus deregulated miRNA levels
repaired. Invasiveness of cancer cells was reduced. Chitosan complexes were

shown to be safe and efficient delivery system for miRNA.

Key Words: miR-200c, miR-141, chitosan, breast cancer, miRNA

delivery system



3. GIRIS

Kanser diinyada giin gectikce daha sik goriilen 6nemli bir saglik problemidir.
Kanser dogasinin kompleks olmasi nedeniyle, yeni tedavi yaklasimlarina karsin
kanserden oOliimler gelismis toplumlarda halen ikinci sirada yer almaktadir (Fenton

ve Longo, 2011).

Meme kanseri; her yil yaklasik bir milyon yeni vaka ile kadinlarda
kanserlerin goriilme sikliginin ve ayn1 zamanda kadinlarda kanser 6liimlerinin en sik

nedenleri arasinda ilk sirada yer almaktadir (Ulhmann ve ark., 2010).

Son zamanlarda mikroRNA' larin (miRNA) anormal ekspresyonunun meme
kanseri dahil farkli insan kanserleri ile de iliskili oldugu, hiicre proliferasyonunda,
farklilasmasinda ve apoptozunda onemli rollere sahip oldugu anlasilmistir. Yapilan
calismalarda cesitli miRNA’larin meme kanser hiicrelerinin invaziv ve metastaz
yapan fenotipinin regiilasyonuna dahil oldugu gosterilmistir. Ayni zamanda meme
kanseri invazyonunu ve metastazini inhibe eden tiimor baskilayict (supressor)
miRNA’lar da bildirilmistir (Ulhmann ve ark., 2010). Meme kanserinde énemli olan

miRNA’larn etkinligi ve terap6tik kullanimina iliskin yayin sayisi ise sinirhidir.

Gen ekspresyonunu kontrol eden yeni bir sinif olan mikroRNA’lar (miRNA)
endojen, kodlanmayan RNA’lardir. Ilk miRNA lin4 olup 1993°de bulunmustur.
Gegen siire igerisinde biyolojik proseslerdeki farkli rolleri nedeniyle ¢ok yogun
olarak arastirilmistir. Bunlar arasinda kanserdeki rolleri, 6rnegin hiicre ¢ogalmasi ve
apoptozis gibi onemli hiicresel degisikliklerine etkileri arastirilmistir (Lee ve ark.,
1993; Hwang ve Mendell, 2006; Jovanovic ve Hengartner, 2006). Buna ilave olarak
miRNA’lar kanser gelisiminin degisik sathalarinda etkiye sahiptirler. Kanser
komplike genetik bir hastalik olarak, kodlanan ve kodlanmayan genlerdeki
ekspresyon ve yapisal anormallikleri kapsar. Ozellikle pek ¢ok miRNA’nin

ekspresyonunun kanserde downregiile oldugu goriilmiistiir (Shi ve Guo, 2009).



miRNA’lar kiigiik (yaklasik 21-23 niikleotid uzunlugunda) kodlanmayan
RNA’lar olup, mRNA’nin 3’ untranslated bolgesinde (UTR) komplementer
sekanslara miikkemmel sekilde baglanip direkt mRNA’y1 degrede ederek ya da kismi
olarak komplementer sekanslara baglanip translasyonel baskilamayi indiikleyerek
hedef genlerin post-transkripsiyonel gen ekspresyonunu diizenlerler. Herbir olgun
miRNA bir¢ok gen hedefini kontrol eder ve her bir mRNA bir¢ok miRNA tarafindan
diizenlenir. Insanlarda miRNA genlerinin %350’sinden fazlasi, kanserle iliskili
genomik bolgelerde yada frajil, kirilgan bolgelerde lokalizedir, bu nedenle
miRNA’lar kanserde yeni teshis ve prognostik markerlar olarak tedavide yeni
molekiiler hedefleri olusturmaktadir (Uchino ve ark., 2013).

miRNA’lar hiicrede DNA’dan primer transkriptleri (pri-miRNA’lar)
olusturmak i¢cin RNA polimeraz II’den transkripte edilirler, pri-miRNA’lar 7-
metilguanozin basligina sahip olup poliadenillenmistir. Pri-miRNA’lar RNaz III
enzimi olan Drosha ve kofaktorii olan Pasha/DGCRS tarafindan nukleusda islenir ve
stem-loop (sa¢ tokasina benzer) yapisinda yaklasik 60-70 niikleotidlik prekiirsorler
(pre-miRNA’lar) olusur ve nukleus zarinda yer alan RAN GTP-bagimli transporter
olan Exportin-5 araciligiyla sitoplazmaya geger. Sitoplazmada pre-miRNA’lar RNaz
IIT enzimi olan Dicer enzimi ile islenerek olgun miRNA’lar olusur ve RNA ile
indiiklenen susturma kompleksine (RISC) baglanirlar. miRNA/RISC kompleksi
hedef mRNA’nin 3°-UTR boélgesine baglanir ve ekspresyonu downregiile eder
(Broderick ve Zamore, 2011). Boylece miRNA’lar hiicre biiyiimesi, proliferasyonu,
hareketi ve canlilig1 gibi birgok farkli hiicresel prosesi modiile ederler. miRNA’lar
sadece normal fizyolojik proseslerde degil, kardiyomiyopati ve kanser gibi pek ¢ok
hastalikta da rol oynarlar (Chen ve ark., 2008; Esquela-Kerscher ve Slack, 2006).
Pek ¢ok hastaligin uygun olmayan miRNA ekspresyonu ile baglantili oldugu
bulunmustur (Medina ve Slack, 2008; Petrocca ve Lieberman, 2009). miRNA’larin,
promotor ve kodlanan bolgelerinde ki mutasyonlari, tiimdr olusumuna neden olur.
Baz1 hastaliklarda 6zel miRNA ekspresyonu kaybolur veya azalir. Ozellikle kanserde
pek ¢ok miRNA ekspresyonu normalden daha diisiik seviyededir (Esquela-Kerscher
ve ark., 2008). Bu nedenle miRNA’ lar pek ¢ok hastalik i¢in tedavide yeni hedefleri

olusturmaktadir.



Son yillarda miR-200 ailesinin farkli solid tliimdrlerde potent timor
baskilayici rol oynadigr gosterilmistir (Jurmeister, 2011). Bes tiyeli miR-200 ailesi 2
klusterdan olusur; miR-200ab/429 klusteri; miR-200a, b ve miR-429’ u Kkapsar,
miR200¢/141 klusteri; miR-200c ve miR-141" den olusur (Korpal ve Kang, 2008;
Hung ve ark., 2013).

Son arastirmalar miR-200’lerin pleiotropik etkide bir aile olarak tiimoriin
baslamasi, gelismesi, malign metastaz ve kemorezistans1 dahil, timdr gelisiminin
biitiin kademelerinde gorev aldigimi gostermistir (Korpal ve Kang, 2008; Hung ve
ark., 2013).

Son yillardaki yayinlar daha ¢ok miR-200 ailesi molekiillerinin epitelyal-
mezenkimal doniistiimdeki (EMT) rolleri ve metastaz ile ilgilidir. Bilindigi gibi
metastaz multi-kademeli bir proses olup epitelyal karsinomlarin g¢evre dokulara

yayilmasi, sirkiilasyonda canliliklart ve koloni olusturmalari ile ilgilidir (Ding ve

ark., 2012; Korpal ve Kang, 2008).

Metastazda epitelyal karsinom, EMT degisimine ugrar, boylece hiicrelerde
adezyon azalir, hareket artar, e-kaderin azalir. miRNA-200 ailesinin ekspresyonunun
azalmasi 6zellikle EMT nin basglamasi ve siirdiiriilmesinde etkilidir. edilmistir (Ding
ve ark., 2012). Timoérde EMT degisiminde miR-200’lerin promotor bolgelerinde bu
degisimde rol oynayan ZEB1 ve ZEB2 transkripsyon faktorleri i¢in baglanma yerleri
bulunmaktadir. miR-200’1in yliksek miktarda ekspresyonu ZEB’lerin ekspresyonunu
baskilamaktadir. miR-200’ lerin ekspresyonunun degismesi pek c¢ok kanser tipinde

EMT’ ye ve hastalik gelismesine neden olmaktadir (Dhayat ve ark., 2014).

miR-200’lerin EMT’ye olan etkileri yaninda p53’iin tiimor baskilayici
fonksiyonuna da aracilik etmektedirler (Chang ve ark., 2011).

mMiR-200’lerin bir diger 6nemli rolii kanser kok hiicrelerinin kendilerini
yenilemesini baskilamalaridir, boylece tiimoriin baskilanmasinda da gorev aldiklar

ortaya ¢ikmaktadir (Shimono ve ark., 2009).



Diger taraftan VEGF sinyal yolaklar1 anahtar komponentlerine, 6rnegin
VEGF-A, FLT1, KDR ve ETS1 hedeflenen miR-200’ler anjiyogeneze katilirlar.
Anjiyogenezde gorevli bu proteinlerin ekspresyonunu regiile eden miR-200’ler bu

sekilde tiimor gelisimini engellerler (Choi ve ark., 2011).

miR-200’lerin etkin oldugu bir diger konu ise kanser hiicrelerinin

kemoterapotiklere rezistansidir (Gramantieri ve ark., 2008)

Kisaca ozetlersek miR-200’ler timor gelismesinin 4 kademesinde timor
baskilayici etkiye sahiptir. (Zhang ve ark., 2014b).
1. Tiimoriin baglatilmasi; miR-200’ler BMI1 ve SUZ12’yi hedefleyerek kanser kok
hiicrelerinin olusmasini ve gelismesini modiile eder.
2. Timoriin gelismesi; miR200’ler anjiyogenezi regiile eder.
3. Malign metastaz; EMT’ye ve bdylece kanser invazyon ve metastazini etkiler.
4. Kemorezistansa etkisi; TUB3, ERRFI-1, E2F3 ve EMT ile ilgili hedefleri
etkileyen miR-200 ailesinin ekspresyonunun manipiilasyonu, kemorezistansa sahip

kanserlerin tedavisi igin gelecek vaat eden molekiillerdir (Rui ve ark., 2010).

Yukaridaki mekanizmalara ilave olarak miR-200’lerin tiimor mikro gevresini

etkileyerek tiimori baskiladiklart da gosterilmistir (Schliekelman ve ark., 2011).

miR-200’lerin anormal ekspresyonu (¢ogunlukla downregiilasyonu) nispeten
yiiksek insidans gosteren hemen hemen tiim solid tiimorlerde tespit edilmistir. miR-
200’ler meme kanserinde epitelyal mezenkimal gegisin (epithelial mesenchymal
transition; EMT) ve invazivligin potent baskilayicilari olarak gosterilmektedir, miR-
200 ailesindeki regiilasyonun bozulmasi meme kanseri gelisimine, ilerlemesine ve
metastazina neden olmaktadir. Biitiin bu 6zellikleri nedeniyle miR-200’ler kanser
tedavisinde en iimit veren hedeflerden biri olmustur. Degisik kimyasallarla miR-

200’lerin ekspresyonu modiile edilmeye c¢alisilmistir (Li ve ark., 2009).
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Kanser Kok Hiicreleri Anjiyogenezis EMT (6rn; Kemorezistans
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* Devamlihgi metaztazi direnci

8kil 3.1. Kanser gelisimindeki farkli asamalarda miR-200 ailesinin fonksiyonunun

Tiimoérin
Baglamasi

sematik gosterimi. Kanser kok hiicrelerinin, anjiyogenezisin, EMT’ nin ve
kemorezistansin olusumunda rol oynayan genlerin dogrudan hedeflenmesiyle, miR-
200’ ler tiimor baslamasi, timdr korunmasi, invazyonu/metastazi ve kemorezistansi
da dahil kanserlerin ilerlemesinin tiim safhalarinda o6nemli roller oynadig:
gosterilmistir. Ozellikle, EMT’ de 6nemli roller oynayan miR-200 ler ve hedefleri
arasinda coklu kendi kendini giiglendiren regulator looplar olusturulur. Belli
biyolojik prosesler malign ilerlemesinin sadece bir tek asamasima katilir. Ozellikle,
kanser kok hiicreleri, hem tiimor baslamasinda hem de tiimdér korunmasinda
sorumludur; angiogenezis hem tiimor biiylimesi hem de tiimér metastazina katki
saglayan bir prosestir; EMT prosesi kanser hiicrelerine sadece yliksek

invazif/metastatik ~ 6zellikler —kazandirmaz ayn1 zamanda da tiimorlerin

kemorezistansini kolaylastirir (Zhang ve ark., 2014a).

miRNA’ nin fonksiyonuna ve hastalikli dokudaki veya kanser dokusundaki
durumuna gore miRNA-temelli tedavilerde iki yaklasim mevcuttur; 1) miRNA
antagonistleri (locked niikleik asitler (LNA), antagomiR’ler ve antimiR’ler)
kullanilarak  timorii  indiikkleyen miRNA’larin  (onkomiR) inhibisyonu ile
fonksiyonun kazanilmasi, 2) fonksiyon kaybini tamir etmek i¢in tiimor baskilayici

fonksiyonlart olan miRNA’larin yeniden verilmesi ile miRNA replasman tedavisidir

(mimic miRNA’lar). Kisaca, miRNA antagonistleri hastalikta fonksiyon kazanan



miRNA’ lar1 inhibe ederken, miRNA mimikleri fonksiyon kaybeden miRNA’ larin

normal olarak ekspresyonlarini saglar (Aravalli, 2013).

miRNA tedavisi replacement (yerine koyma) ve inhibitor yaklagimlara karsin
in vivo uygulamada diger niikleik asit-temelli terapétiklerin sorunlarin1 da
tagimaktadir; bunlar stabilite, giivenirlik ve bariyerleri gegerek uygun doku ve
hiicrelere etkili bir sekilde ulasmasidir. Stabilite sorununun Kimyasal modifikasyonla
¢oziimlenmesine karsin, hiicreye penetrasyon sorunu devam etmektedir (Pereira ve
ark., 2013). Diger niikleik asitler gibi miRNA’larin da negatif yiik tagimalari
hidrofobik hiicre membranindan gegislerini engellemektedir. Bu sorunun giderilmesi
icin uygun tastyicilarin kullanilmasi gereklidir. Gen tasiyict sistem olarak; viral
tasiyicilar yiiksek oranda transfeksiyon etkinligine sahip olmalarina karsin potansiyel
mutasyon, rekombinasyon ve onkojenik etkiler gibi ciddi problemler tagimaktadirlar.
Alternatif olarak, ¢cok daha giivenli, viral olmayan gen tasiyici sistemlere iliskin

calismalar yogunlagsmistir.

Viral-olmayan sistemler ile gen tasinmasinda strateji; katyonik lipitler,

lipozomlar, polikatyonlar, dendrimerler vb. kullanilmasidir.

Yukarida kaydedildigi gibi miRNA molekiillerinde de siRNA ve diger
niikleik asit-temelli terapdtiklerde oldugu gibi hiicreye taginma, gecis ve stabilite gibi
cesitli problemler mevcuttur (Soifer ve ark., 2007). Ciplak riboniikleik asitler hizla
niikleaz-bagimli degredasyona ugrar ve bu nedenle biyolojik sivilarda stabil
degillerdir. Bu durum RNA1 temelli uygulamalarin lokal uygulama ile smirh
kalmasma neden olmaktadir. Ancak lokal uygulama sinirhi sayida hedef dokuya

yapilabilir, biitiin hastalikl hiicrelerin ilagla temas1 saglanamaz.

Sistemik uygulama bu nedenle daha iyi bir uygulama seklidir. Ancak serum
niikleazlari ile niikleik asitlerin degredasyonu disinda miRNA’lar hedefe ulasmadan
once pek ¢ok bariyeri asmak zorundadirlar (endositoz, endozomal serbestlesme gibi).
Biitin bu problemlere ilave olarak miRNA’nin sistematik uygulanmasi diger

oligoniikleotid-temelli ilaglara benzer yan etkiler, 6rnegin; agregasyon, kompleman



aktivasyon, karaciger toksisitesi, TLR’lerin immun stimulasyonu gibi (Bader ve ark.,

2011) ortaya ¢ikabilir.

miRNA ilaglar1 i¢in de diger niikleotid-temellilerde oldugu gibi benzer
teknolojilerden ve tasiyicilardan yararlanilmistir. Diger gen ilaglarinda kullanilan
viral tastyicilar kullanilmistir (Roth, 2006). Ornegin, kiiciik hiicreli olmayan akciger
kanser modelinde Let-7 i¢in Adenoviral (AV) veya Lentiviral (LV) vektorler ile
tasinma ¢alisilmis ve Let-7’nin tiimori inhibe edici etkisi saptanmustir (Esquela-
Kerscher ve ark., 2008). Benzer sekilde miR-26a i¢in AV ile tasima ¢alisilmistir
(Kota ve ark., 2009).

Kanser tedavisinde miRNA’lar kanser i¢in Onemli molekiiller olmakla
beraber, tedavide kullanilmalarinda eksojen miRNA’nin serum ve doku niikleazlarla
degredasyon, dokulara taginamama, hedef hiicre tarafindan alinamamasi ve uygun
gen ekspresyonu gibi ciddi sorunlar mevcuttur. miRNA ile gen tedavisinde ideal
tagiyrct sistem, 1)miRNA’y1 etkin sekilde tasimali ve hedef hiicreye girmesini
saglamali, 2)interseliiler matriksteki niikleazlara kars1 degredasyondan korumali ve

3)toksik olmamalidir (Zhang ve ark., 2013).

Eksojen miRNA uygulamasinda tek dozla hedefin regiilasyonu genellikle
saglanamayabilir. Yukarida sayilan nedenlerle ¢ok-dozlu miRNA replasmani veya
miRNA’ da yapisal modifikasyon ya da formiiliin optimizasyonu gerekebilir.
miRNA’ nin yapisal modifikasyonu ise toksisitenin artmast gibi degisik sorunlari

ortaya cikarabilir.

miRNA’ nin 20-30 giin yeterli miktarda salimi gereklidir, ayrica miRNA
replasman tedavisi etkili ve de gilivenli olmalidir. Bu nedenle uygun miRNA tasiyici

sistem gelistirilmesi son derece dnemlidir (Broderick ve Zamore, 2011).

miR-200 ile yapilan yayinlarin ¢ogu etki mekanizmasi ile ilgili olup tasiyici

vektor olarak ¢cogunlukla lipofectamin® gibi ticari bir katyonik lipit kullanilmigtir.



Diger taraftan, biyouyumlu, biyoparcalanir bir biyopolimer olan kitozanin
degisik yaymlarla iyi bir DNA, siRNA ve antisens oligoniikleotid tasiyicis1 oldugu
belirlenmistir (Mao ve ark., 2001; Akbuga ve ark., 2004; Salva ve ark., 2012; Turan
ve ark., 2010). Kitozanin bir diger énemli 6zelligi immun yanit olusturma 6zeliginin
zayif olmasi ve toksik olmamasi ve de katyonik 6zellige sahip olup negatif yiikli
miRNA ile kolaylikla kompleks olusturmasidir. Kitozanin miRNA tasiyicist olarak
kullanildig1 yayin sayisi yok denecek kadar azdir (Deng ve ark., 2014; Geng ve ark.,
2013). Ayrica miR-200’ iin tedavide kullanimina iligkin yayin sayis1 da sinirlidir.

Bu tez c¢ergevesinde; normal meme hiicresinden farkli olarak meme
kanserinde ekspresyonu downregiile olan miR-200 ailesinden miR-200c ve miR-141
calistlmistir.  miRNA’lar ve kitozan ile kompleks olusturulup, in vitro
karakterizasyonu yapilmistir. miR-200c ve miR-141’in MCF-7, MDA-MB-231,
MDA-MB-435 meme kanseri hiicre hatlarinda ve MCF-10A saglikli meme
hiicresinde ekspresyon oOzellikleri incelenerek, hazirlanan formiilasyonlarin bu
hiicreler tiizerindeki in vitro etkinligi (EMT doniisiimii, protein ekspresyonu,
invazyon, apoptoz ve hiicre proliferasyonuna etki) ve meme kanseri tedavisinde

kullanilabilirligi arastirilmistir.
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4. GENEL BIiLGILER

4.1. Kanser ve Meme Kanserine iliskin Bilgiler

Kanser diinyada giin gectik¢e daha sik goriilen 6nemli bir saglik problemidir.
Kanser dogasinin kompleks olmasi nedeniyle, yeni tedavi yaklagimlarina karsin
kanserden Oliimler gelismis toplumlarda halen ikinci sirada yer almaktadir (Fenton

ve Longo, 2011).

Meme kanseri diinyada kadin malignitesinin en yaygin formlarindan biridir.
GLOBOCAN 2012’ye gore tahmini olarak 1.67 milyon kadinda 2012 yilinda meme
kanseri teshis edilmistir (Goh ve ark., 2015)

Ayni1 zamanda hastalik kontrol ve 6nleme merkezinden (Centre for Disease
Control and Prevention) tekrar edilen istatistiklerde meme kanseri Amerika’da
kadinlar arasinda en yaygin kanser olarak bildirilmistir (Kamangar ve ark., 2006).
Meme kanseri erken asamalarda saptanmazsa genellikle oliimciildiir (Jazbutyte,
2010). Meme kanserinin erken teshisi ve tedavisi hastaligin genellikle iyi
seyretmesini saglar. Fakat, ¢ogunlukla kemorezistansin gelismesi ve hastaligin
metastatik ilerlemesi sebebiyle her yil yaklasik olarak 522 000 (kadinda tiim kanser
Oliimlerinin %15’ 1) meme kanseri hastasi 6lmektedir. Meme kanseri heterojen bir
hastalik olup heteronijitesine bagli olarak ilerlemesinin altinda yatan molekiiler

mekanizma halen anlasilamamigtir (Kamangar ve ark., 2010; Kaboli ve ark., 2015).

Meme kanseri halk sagliginda kiiresel bir sorundur, fakat, insan kanserlerinin
fenotipleme ve ekspresyon profillenmesindeki giincel gelismeler, bir¢ok tiimdriin,
ozellikle meme kanserlerinin, teshis ve biyolojik siiflandirilmasini genis Slgiide

tyilestirilmistir (Natarajan ve Venugopal, 2011).

Meme kanseri tedavisi dorde ayrilabilir: 1) Saf invazif olmayan karsinom

(Lobuler karsinoma in situ [LCIS] ve duktal kasinoma in situ [DCIS] [evre 0]); 2)
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Ameliyat edilebilir, lokal-bolgesel invazif karsinom (klinik evre I, evre II ve bazi
evre IIIA tiimorler); 3) Ameliyat uygulanamayan lokal-bolgesel invazif karsinom
(klinik evre IIIB, evre IIIC ve baz1 evre IIIA tiimdrler); 4) Metastatik veya rekiirren

karsinom (evre IV) (Aydiner ve Topuz, 2006).

Meme kanseri tedavisi; lokal hastaligin cerrahi, radyasyon tedavisi (RT) veya her
ikisi kullanilarak; sistemik hastaligin ise sitotoksik kemoterapi, endokrin tedavisi,
biyolojik terapi veya bunlarin kombinasyonlariyla tedavi edilmesini igerir. Cesitli
lokal veya sistemik tedavilere gerek duyulmasi ve bunlarin se¢imi bir takim
prognostik ve prediktif faktorlere baghdir. Bunlar arasinda tiimor histolojisi, primer
timoriin klinik ve patolojik o6zellikleri, aksiller nod durumu, tiimoriin hormon
reseptorii igerigi, HER2/neu diizeyi, saptanabilir metastatik hastalik olmas1 veya
olmamasi, hastanin komorbid hastaliklari, yas1 ve menopoz durumu yer alir (Aydiner

ve Topuz, 2006).

Sistemik tedavide giiglii prognostik faktorler hasta yasi, komorbidite, tlimoriin
boyutu, tutulan aksiller lenf nodu sayisi ve olasilikla HER2/neu ekspresyon
diizeyidir. Biitiin yeni tan1 konan invazif meme kanserlerinde HER2/neu ekspresyonu
diizeyinin belirlenmesi 6nerilmektedir. HER2/neu ekspresyonu diizeyi prognoza dair
bilgi edinmek, antrasiklin bazli adjuvan kemoterapinin siklofosfamid, metotreksat ve
S-fluorourasil (CMF) kemoterapisine istiinliigiini 6ngoérmek ve trastuzumabin
adjuvan/neoadjuvan kemoterapi olarak ve yineleyen veya metastatik meme kanseri

tedavisi olarak yararlarin1 ongérmek i¢in kullanilabilir (Aydiner ve Topuz, 2006).

Meme kanserinde gelencksel tedavi yaklasimlarinda, cerrahi tedavi,
radyoterapi, kemoterapi ve hormon tedavisi yaygin olarak kullanilirken, monoklonal
antikorlarla tedavi de yayginlasmistir. Meme kanserinde metastaz mevcut degilse
primer timoriin cerrahi yontemle giderilmesi hastanin tamamen iyilesmesini
saglayabilir. Fakat, primer timor metastazi olursa, geleneksel tedavi yontemleri ile

metastatik meme kanserini tedavi etmek ¢ok giictiir (Pulaski ve Rosenberg, 1998).
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Meme kanseri distal dokularda hem primer tiimor biiylimesi hem de
metastatik yayilmay1 desteklemek i¢in intrinsik ve ekstrinsik tiimor hiicre
proseslerini kullanan sistematik bir hastaliktir. Bu siireglerde rol oynayan faktorlerin
tanimlanmasi, hastaligi degerlendirme ve hastalik tekrarin1 Onleme agisindan

onemlidir (Epstein, 2014).

Meme kanseri, mikroarray-temelli gen ekspresyon izleri tanimlanmasi
kullanilarak farkli alttiplere ayrilir. Bu alttiplerin siniflandirmasi, meme kanserinin
ER (6strojen reseptorii), PR (progesteron reseptorii) ve HER2 reseptor durumlarina
dayanmaktadir. Alttipler; Luminal A, Luminal B ve Bazal olarak isimlendirilmistir.
Luminal A; yiiksek seviyede ER ve/veya PR eksprese ederken, HER2 negatiftir,
Luminal B; ER, PR ve HER2 pozitiftir ve Bazal tiimdrler; ER, PR ve HER2
negatiftir (Natarajan ve Venugopal, 2011). Meme kanser alt tiplerinde mRNA gen
ekspresyonu, fenotipi, prognozu ve farkli tedavilere hassasiyet agisindan farklilik
gostermektedir (Jazbytyte ve Thum, 2010). Bazi kanser tiplerine nispetle meme
kanserinde, tiimér DNA kopya sayisi, DNA dizi ve mutasyonlari, gen ekspresyon ve
protein profilleri, epigenetik ve miRNA’lar gibi ¢ok genis ve ulasilabilir genomik

bilgi mevcuttur (Natarajan ve Venugopal, 2011).

Kanser tedavisinde normal hiicreleri etkilemeden kanser hiicrelerini
hedefleyen degisik stratejiler gelistirilmektedir. Gen tedavisi de mevcut tedavilere
alternatif bir tedavidir. Kanser gen tedavisinde kullanilan antigen ve antisens
molekiiller ile yapilan preklinik ve klinik ¢alismalarda basarili sonuglar alinmistir.
Son yillarda RNA interferans teknolojisinin kesfedilmesi ile siRNA ve miRNA’lar
ile meme kanser tedavisinde gen tedavisi ¢alismalart yayginlasmistir (Natarajan ve

Venugopal, 2011).

Yakin geg¢miste, kanser biyomarkerlari olarak mikroRNA’larin (miRNA’lar)
ortaya ¢ikist meme kanserinin “molekiiler izlerine” ekstra boyut eklemistir (Iorio ve

ark., 2005; Calin ve Croce, 2006; Wang, 2014)
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4.2.Kanserde Gen Tedavisi

Meme kanseri tedavisi son yillarda gelistirilmistir ve hastalar i¢in artan bir
sagkalim orania neden olmustur. Meme kanseri i¢in klinikte kullanilan tedaviler;
ameliyat, radyoterapi ve onkogenik siirecleri hedefleyen ila¢ tedavilerini
icermektedir (Majeed ve ark., 2014). Fakat, son yillarda gen tedavisi uygulanabilir
tedavi secenegi olarak ortaya ¢ikmistir, ancak meme kanseri i¢in onayli gen tedavi
tirtinii halen yoktur (McCrudden ve McCarthy, 2014). Gen tedavisi yeni bir tedavi
modelidir ve kanser hiicre 6liimiine veya tiimoriin biiylimesinin yavasglamasina neden
olan yeni gen girisi veya var olan genin manipiilasyonunu saglamaktadir (Anaya-

Ruiz ve Perez-Santos, 2015).

Gen tedavisinin temel amaci fonksiyonel genin fonksiyon kaybini onarmak veya
hastalig1 tedavi etmek amaciyla hiicreye yerlestirilmesidir. Gen tedavisi hedeflenen
hiicrenin yapisina gore iki ana kategoriye siniflandirilmaktadir; somatik gen tedavisi

ve esey hiicrelerinde gen tedavisi (Ibraheem ve ark., 2014).

Hastanin somatik hiicrelerine terapdtik gen tasindiginda bu gen sadece uygulanan
nesilde etkisini gosterir ve kalitimla aktarilmamaktadir. Gen tedavisine iliskin
Avrupa-¢apinda diizenleme yoktur. Uzmanlar dikkatli risk/fayda
degerlendirmesinden sonra hayati-risk iceren hastaliklar i¢in somatik-hiicre gen
tedavisi denemelerine izin verilmesi gerektigi uzmanlar tarafindan tartisilmaktadir

(Ibraheem ve ark., 2014).

Sperm veya zigot olarak germ hiicrelerine fonksiyonel genin yerlestirilmesine
baghdir. Gen tedavisinin bu tipi etik sebeplerden dolayr insanlarda
uygulanmamaktadir. Fakat, Food and Drug Administration (FDA) Amerika’da esey

hiicrelerinde gen tedavisinin kullanimina izin vermistir (Ibraheem ve ark., 2014).
Bu stratejinin in vivo uygulanmasini sinirlayan ana problem biiyiik, hassas ve

DNA gibi negatif yiikli molekiillerin niikleusa degrede olmadan taginmasindaki

zorluklardir. Gen tedavisinin basarisinin temeli giivenli ve etkili tasiyici sistemler
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olusturmaya dayanmaktadir (Guo ve Huang, 2012). Gen tastyict sistemlere iliskin

ayrintili bilgi 4.8.’de verilmistir.

Gen tedavisinin farkli uygulamalar1 vardir; gen ekleme tedavisi, viral gen
tedavisi, viral-olmayan gen tedavisi ve RNA interferans-temelli gene tedavisi

(Anaya-Ruiz ve Perez-Santos, 2015).

4.3. RNA Interferans (RNAi)

Biyoteknolojik ilag gelistirilmesinde hedef, hiicre, doku ve organlardir
(Whittaker, 2003). Insan genomunda ¢ogu genin tanimlanmasi; potansiyel yeni ilag
hedeflerinin bircogunun Ongdriilmesini saglamistir. Fakat, ila¢ tedavisinde bu
genomik bilginin translasyonu halen karsilasilan en O6nemli sorundur. Hastalarda
olas1 terapotik cevabi olusturmak i¢in hedefi bilinen ilacin modiilasyonu en 6nemli
adimdir. Baslica sinirlamalar, bir hastaligin patolojisine fonksiyonel olarak dahil olan
gen lirlinlerinin (hedef dogrulama) belirlenmesidir. Hem hedef dogrulama hem de
terapdtik strateji olarak mRNA hedeflenmesi aktif olarak ribozimler veya antisens
uygulamalar1 kullanilarak siirdiiriilmektedir. RNA interferans (RNA1) teknolojisinin
kesfedilmesiyle gen tedavisi calismalari yeni bir boyut kazanmistir (Leung ve

Whittaker, 2005).

RNAI ilk olarak 1980’lerin sonlarin bitki biyologlar1 tarafindan gozlenmistir,
ancak 1990’larin sonunda nematod Caenorhabditis elegans’da Andy Fire ve Craig
Mello tarafindan yapilan calisma RNAi’nin evrimsel korunmus gen-susturma
mekanizmast oldugunu gosterene kadar RNAi’nin molekiiler mekanizmasindaki
belirsizlik devam etmistir. dSRNA injekte ederek sitoplazmik mRNA’nin etkin ve
dizi-spesifik degredasyonunu izlenmistir. dsRNA tarafindan dizi-spesifik post-
transkripsiyonel gen susturma birgok organizmada korunmustur: bitkiler,
Neurospora, Drosophila, C. Elegans ve memeliler. Bu proses viriislere kars1 normal
savunma ve degistirilebilir genetik elementlerin mobilizasyonu ile ilgilidir (Leung ve

Whittaker, 2005; Griinweller ve Hartmann, 2005; Ku ve Mcnamus, 2008).

15



I- RN A1 mekanizmasi

RNA engellemesi veya RNA interferans bir¢ok reaksiyonda komplementer
mRNA hedeflerinin spesifik ve etkili degredasyonunu indiikleyen endojen hiicresel
mekanizmadir (Griinner ve Hartmann, 2005). Kiicik RNA molekiillerinin ¢ tipi
shRNA, siRNA ve miRNA, RNAI teknolojisinde merkezi bir role sahiptir (Fujita ve
ark., 2015). Bu kisa RNA’lar sitoplazmik riboniikleaz III proteini olan Dicer ve
multiprotein  kompleksi olan indiiklenmig-RNA susturma kompleksi (RISC)
katilmasiyla mRNA’larin degredasyonuna (post-transkripsiyonel gen susturma)
sebep olan biyokimyasal olaylar kaskadini tetiklemektedir. Endojen olarak iiretilen
miRNA'lar niikleusta biiyiik onciil (prekiirsor) formlarda iiretilir. Drosha enzimi
primer miRNA transkriptlerinin pre-miRNA’lar (~70mer) haline islenmesine aracilik
eder. Pre-miRNA’lar daha sonra sitoplazmaya taginir (Lee ve ark., 2003). Dicer;
endojen miRNA-kaynakli veya viriis replikasyonu kaynakli ¢ift-iplikli molekiillerin
3’diniikleotid overhang yapi1 tasiyan 19-25 baz ciftlik (bp) kiiciik RNA dupleksleri
haline kesmekten sorumludur (Bernstein ve ark., 2001). Kiiclik interferans RNA
(siRNA) dubleksinin RISC ile birlesmesi ATP-bagimli helikaz tarafindan dupleks
yap1 acilmasi sonrasinda, 2 iplik¢ikten herhangi birinin bagimsiz olarak mRNA’lar1
tanimasini saglar (Kisielow ve ark., 2002). siRNA’lar Watson-Crick baz eslesmesi
kurallarina dayanarak tasarlandig1 i¢in, potansiyel olarak ilgilenilen herhangi geni

susturabilir (Griinweller ve Hartmann, 2005).

RNAI, terapétik gen susturmasinin gelismesi i¢in umut vaat etmektedir.
Hedef secimi ve RNAi taginmasindaki son gelismeler translasyonel medikal
arastirmalar i¢in dikkat gekici olmustur ( Fujita ve ark., 2015). RNAi mekanizmasi
sekil 4.1.de gosterilmistir.
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Sekil 4.1. miRNA, shRNA ve siRNA icin Memeli Post-transkripsiyonel Gen
Susturma Yolagi. (A) miRNA’lar primer miRNA transkriptleri olarak genemik
bolgede transkripte edilir. Pri-miRNA’lar Drosha/DGCRS tarafindan precursor
miRNA’lar (pre-miRNA) olarak islenirler ve daha sonra Exportin-5 araciligiyla
sitoplazmaya taginirlar. Pre-miRNA Dicer tarafindan islenir ve olgun miRNA RICS
kompleksine yiiklenir. (B) miRNA’nin aksine shRNA’lar eksojen kaynakli DNA
tarafindan dogrudan pre-miRNA-benzeri molekiiller halinde transkripte edilir ve bu
nedenle Drosha/DGCRS8 prosesine gerek yoktur. Daha sonra miRNA’lar gibi
sitoplazmaya exportin-5 araciligiyla tasmir. Sitoplazmada loop yapist Dicer
tarafindan kesilir ve bir dizi RISC’e yiiklenir. (C) Memelilerde, siRNA’lar yapay
olarak sitoplazmaya transfekte edilir ve daha sonra RISC’e ytiklenirler (Li ve ark.,

2009).

Fakat, RNAI gibi niikleik asit-temelli tedavi stratejilerinin ana problemi etkin ve
spesifik taginmadir. Klinik oncesi RNAi ¢aligmalarinda baslica tagsima stratejileri
olarak dogrudan lokal veya sistemik uygulama i¢in “giplak” ve peptit- veya
kolesterol-konjugat siRNA’lar kullanilir veya efektor molekiilleri spesifik hedef
hiicre veya dokuya tasimak i¢in daha kompleks viral-olmayan nanopartikiiller veya
viral-temelli tagtyict sistemler kullanilir. Hiicre kiiltiiriinde siRNA lipofektamin gibi

lipofilik ajanlarla veya elektroporasyonla kolaylikla tasmabilir. Fakat, bu
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uygulamalarin hayvan deneylerinde toksik yan etki olusturmasi nedeniyle

uygulanabilir degildir (Griinweller ve Hartmann, 2005).

4.3.1. MikroRNAya Iliskin Bilgiler

MikroRNA’lar, hiicre dongiisii, hiicre farklilasmasi, gelismesi, apoptozu ve
regiilasyonu gibi birgok biyolojik prosesde Onemli rolleri olan gen ekspresyon
modiilatorlerinin yeni gelistirilen bir smifidir. Bu kiicik RNA molekiillerinin
deregiilasyonu, bir¢ok ¢alismada, kanser gibi hastaliklarin baglamasi ve ilerlemesi
icin temel belirleyici olarak tanimlanmistir. Sadece miRNA’lar degil ayn1 zamanda
miRNA prosesinden sorumlu enzimler de kanserde deregiile olabilmektedir.

(Schooneveld ve ark., 2015)

MikroRNA’lar; tek zincirli, kiigiik ~ 22 niikleotidlik, kodlanmayan, hedef
mRNA’ya baz eslesmesi ile baglanarak gen ifadesini post-transkripsiyonel olarak
baskilayan endojen RNA’lardir (Lee, 2013; Gurtan ve ark., 2013; Bail ve ark., 2010).
MikroRNA’lar mRNA’larin  3°-UTR’lerine spesifik olarak baglanarak ve
translasyonlarini inhibe ederek Okaryotik gen ekspresyonunu post-transkripsiyonel
olarak regiile eder. miRNA’larin hedef mRNA’larin 5°-UTR gibi kodlanan
bolgelerini de hedefleyerek gen ekspresyonunu modiile ettigi gosterilmistir (Zhang
ve ark., 2014). Insanda 600’iin iizerinde miRNA karakterize edilmistir ve genin
yaklasik %3’iinli temsil eden insan genomu tarafindan kodlanan 1000’den fazla

miRNA oldugu 6ngdriilmektedir (Bail ve ark., 2010).

miRNA’lar genellikle 3 genomik bdlgede bulunur. Genomik lokalizasyonuna

gore, miRNA’lar; kodlanmayan transkriptlerde lokalize ekzonik miRNA’lar,

kodlanmayan transkriptlerde lokalize intronik miRNA’lar ve protein kodlayan
transkriptlerde lokalize_intronik miRNA’lar olarak siniflandirilabilir (Iorio ve ark.,

2011; Sotillo ve Thomas-Thikhonenko, 2011).

MikroRNA’lar RNA polimeraz II tarafindan biiyiik primer transkriptler (pri-
miRNA’lar ) olarak transkribe edilirler (Lee, 2013).
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miRNA prosesi 2 faz igerir. Birincisi niikleusta yer alan RNaz III ailesinden
Drosha tarafindan yapilir. Ikincisi de sitoplazma da RNaz ailesinden Dicer tarafindan

yapilir (Iorio ve ark., 2011) (Sekil 4.2.).

Primer miRNA'lar (pri-miRNA), ilk trankripte edilen miRNA’dir (Zhang ve
ark., 2013).

Drosha riboniikleazi, niiklear RNaz III ailesi enzimlerinin bir {iyesidir ve
dsRNA baglanma proteini ve regiilator bir alt {inite olan DGCRS8/Pahsa (DiGeorge
Syndrom Critical Region Gene 8) ile mikroislemci enzim kompleksi olarak
isimlendirilirler. Bu mikroislemci kompleks, ikinci islenme adimi i¢in tanima dizisi
olarak hizmet veren 3’ sonlanma ucunda bir 2 nt overhang ile bir 3’ hidroksil ve bir
5’ fosfat iceren, yaklagik 70nt uzunlugunda prekursér miRNA (pre-miRNA)’lar1
iretir (Bail ve ark., 2010)

Genellikle pre-miRNA’lar, exportin-5 ve Ran-GTP tarafindan sitoplazmaya
taginirlar. (Lund ve ark., 2004; Bail ve ark., 2010; Verghese ve ark., 2008).

Sitoplazmada pre-miRNA RNaz III ailesinden diger bir endoriboniikleaz olan
Dicer tarafindan ikinci defa kesilir. Dicer siRNA prosesinde de rol oynamasindan
dolay1 Hannon ve Plasterck laboratuarlar tarafindan kesfedilen RNAi yolaklarinda

ortak bir basamagi olusturur (Sotillo ve Thomas-Thikhonenko, 2011)

Dicer, pre-miRNA’y1 kesmeden 6nce TRBP (transactivating response RNA
binding protein) ile kompleks olusturur (Chendrimada ve ark., 2005). Stem-loop
yapisindaki pre-miRNA’nin loop yapisini keser ve ayni zamanda miRNA dubleks
olarak da bilinen 22-25 nt uzun dsRNA’y1 olusturur. Bu dubleks yapi1, fonksiyonel
veya rehber miRNA iplikcigi ve onun tamamlayicisi, fonksiyonel olmayan veya
yolcu iplikcigi (miRNA*) icerir. Prensip olarak, her iki iplikcik de miRISC (miRNA
Induced Silencing Complex) i¢ine dahil olma yetenegine sahiptir ve olgun miRNA

haline gelir veya degrede olur (Schwarz ve ark., 2003; Khvorova ve ark., 2003).
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miRNA yiiklii RISC kompleksinin fonksiyonu i¢in 4 Argonat proteinininden
(Agol-4) birini belirgin olmayan sekilde tercih ederek ¢alistirir; ancak sadece Ago2
endoniikleaz aktiviteye sahiptir ve hedef mRNA’y1 boélebilir (Sotillo ve Thomas-
Thikhonenko, 2011).

miRISC olustuktan sonra, kendi hedef mRNA’sinin 3’UTR (translate
olmamig bdlge)’sine baglanir. Bu baglanma ¢ok siklikla miRNA 5'-terminalde
lokelize 7-8 nt’lik bir bolge olan miRNA ¢ekirdek dizisi boyunca olusur. Genel
anlamda, kusursuz bir mRNA/miRNA tamamlayicili§i ve destabilize edici etkilere

sahiptir (Sotillo ve Thomas-Thikhonenko, 2011).

Ozelikle 3°-UTR, farkli miRNA’lar i¢in ¢coklu miRNA baglanma bélgeleri
icerebilir ve tek bir miRNA pek ¢ok hedefe baglanabilir. Bu durum, miRNA-temelli
tedaviler i¢in bir¢cok hedefin tek bir molekiille regiile edilebilmesinden dolay1 6nemli

avantaj olusturmaktadir (Soriana ve ark., 2013).

MiRNA aracilikli mRNA susturulmasinin en az {i¢ bagimsiz mekanizmasi
aciklanmistir. Bunlar; hedef pargalanmasi (target cleavage), translasyonel
inhibisyonu ve mRNA olusmasinin engellenmesi (mRNA decoy)’dir (Sotillo ve

Thomas-Thikhonenko, 2011).

miRNA ile gen ekspresyonunun regiilasyonu ya mRNA’nin degredayonu ya
da mRNA’nin translasyonunun inhibisyonu ile yapilir. miRNA’lar; belirli miRNA ve
hedef mRNA arasindaki tamamlayicilik derecesine bagli olarak translasyonu inhibe

ederler (Hutvagner ve Zamore, 2002).
Tipik olarak, c¢ekirdek dizi 2-7 niikleotit uzunlugundadir ve miRNA/mRNA

eslenmesi pozisyon 10 ve 11°e geldiginde, Ago2 hedef mRNAnin par¢alanmasini

katalize eder. (Hutvagner ve Zamore, 2002).

20



miRNA gene
Ld

1 Nucleus Cytoplasm
> Pri-miRNA
?1"*4 I
\ \\
550 } Ran+GTP
“~  Pre-miRNA
L R S —- )
) |’
) Sory, ’

Sekil 4.2. miRNA biyogenezi (Gregory ve Shiekhattar, 2005)

miRNA’larin fonksiyonunu gdéstermesi miRISC kompleksi ile etkilesmesi
yoluyla olmaktadir. siRNA ve mRNA’nin siRISC taninmasi gibi, mRNA’nin
miRISC taninmasi miRNA’nin mRNA ipligi ile ¢ok iyi bir sekilde baz eslenmesi
yoluyla olabilir. Fakat, hedef mRNA’lara miRISC’lerin baglanmasi ¢ok iyi
eslenmeyi gerektirmez. Bu gelisigiizellik siRNA ile karsilastirildiginda miRNA nin
benzersiz 0zelligi olmasina ragmen, miRISC ve siRISC fonksiyonlarinin
mekanizmasinda 6nemli oOrtiisme oldugunu gostermektedir. miRISC kompleksi
(mRNA’ya baglanan) translasyonu baskilar veya indiikler (stimiile etmesi nadir

olarak goriilse de) (Zhang ve ark., 2013).

Yaklasik 10 yildir, miRNA arastirmalar1 hizli bir sekilde miRNA taramadan,
terapdtik gelistirme programlarina tasinmistir. Bu hizli ilerleme hastalik patolojisinde

veya tedavisinde miRNA’larin 6nemini yansitmaktadir (Iorio ve ark., 2011).

4.4. miRNA ve Kanser

miRNA’larin regiilasyonunun bozulmasi kanser dahil bir¢cok hastalikla

iligkilidir. Yiksek-¢iktili miRNA profilleme, meme kanseri gibi g¢esitli kanserlerde
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miRNA ekspresyonunun regiilasyonunun bozuldugu yerde, farkli “miRNA izleri”
ortaya ¢ikarmistir. miRNA izlerinden gesitli epitel kanserlerin tabakalagmalarinda ve

karakterizasyonunda bolca yararlanilabilinir (Goh ve ark., 2015).

Kanserlerin ¢ogunda, timdr silipressor olarak rol oynayan miRNA’larin
ekspresyonu genellikle azalmistir. Glincel yayinlarda insan tiimor-kaynakli hiicreler
ile karsilik gelen saglikli dokular karsilastirildiginda tiimor kaynakli hiicrelerde
birkag miRNA’nin diisiik seviyelerde eksprese edildigi gosterilmistir (Gaur ve ark.,
2007). Diger bir ¢alismada kanserde miRNA’nin ekpresyonunun kaybinin timor
olusumuna yol agtig1 gosterilmistir (Kumar ve ark., 2007). Bu sonuglar miRNA
ekspresyonunun kaybinin tiimér olusumunu artirdigini desteklemektedir (Natarajan

ve Venugopal, 2011).

Kanser gelismesi ve ilerlemesi ile miRNA’larin yukarida bahsedilen iligkileri
g6z Oniline alindiginda, bu kiiclik diizenleyici RNA’lar anti-kanser gen tedavisinin
potansiyel hedefleridir. AntagomiR’lere dayali antisens teknolojisi; timor
hiicrelerinde istenmeyen miRNA ekspresyonunu azaltmak i¢in 6nemli bir metod
olarak kullanilmaktadir. AntagomiR’ler, spesifik miRNA’lar1 antagonize etmek i¢in
dizayn edilmis oligoniikleotidlerin yeni bir smifin1 temsil etmektedir. Antisens
molekiiller onkogenik miRNA’larin aktivitesini inhibe edebilirler ve bunlar, miRNA
baglanma bolgeleri igeren reporter gen iizerinde miRNA aktivitesini azaltabilirler

(Natarajan ve Venugopal, 2011).

Tiimdr stlipressor olarak gorev yapan miRNA’lar ayn1 zamanda asir1 eksprese oldugu
gibi; kanserde kaybolmus da olabilir. Bdylece yeni kanser tedavilerinde miRNA’ nin
hedeflenmesine karsi alternatif uygulama olarak; bu kayip miRNA’larin
ekspresyonunu tamir etmek i¢in bir tasiyici sistemle birlikte miRNA’larin tasinmasi
ve es zamanli olarak miRNA’nin hedefi olan genin ekspresyonunu baskilamasi

olacaktir (Natarajan ve Venugopal, 2011).
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4.5. Meme Kanserinde mikroRNA

Bugiine kadar, miRNA profilleme ile analizi yapilmis meme tiimorlerinin her
tipinde ayni doku orjinli normal doku ile karsilastirildiginda 6nemli derecede farkl
miRNA profilleri gosterilmistir. miRNA profilleme meme kanserinin tiimér olusumu
ve ilerlemesinde miRNA’larin ¢esitli rollerini belirlemek i¢in kullanilmaktadir.
Biiyiik-6lgekli miRNA profilleri birgok miRNA’nin meme kanseri hastalarinin
tiimorlerinde deregiile edildigini bildirilmistir (Andorfer ve ark., 2011).

miRNA’larin anormal ekspresyonu meme kanseri dahil c¢esitli insan
kanserleri ile iligkili oldugu ve hiicre proliferasyonunda, farklilagsmasinda ve
apoptozunda 6nemli rollere sahip oldugu daha fazla belirgin hale gelmektedir. Cesitli
miRNA’larin meme kanseri hiicrelerinin invaziv ve metastaz yapan fenotipinin
regiilasyonuna dahil oldugu gosterilmistir. Oysaki meme kanseri invazyonunu ve
metastazini inhibe eden tiimor siipressor miRNA’lar da bildirilmistir. Benzer olarak,
cesitli miRNA’larin  hiicre dongiisiiniin  ilerlemesini modiile ederek hiicre
proliferasyonunu veya anahtar ara tirlinleri hedefleyerek apoptozu regiile ettigi de

bildirilmistir (Ulhmann ve ark., 2010).

Meme kanserinde anormal ekspresyonun tanimlanmasina ragmen, miRNA
ekspresyonlarinda 6nemli farkliliklar vardir. Meme kanserlerinde bulunan intrinsik
heterojenite dikkate alindiginda, miRNA profillerindeki degiskenlik HER2, ER veya
PR durumu, tiimér durumu, vaskiiler invazyon veya proliferasyon indeksleri gibi

klinikopatolojik degiskenlerden ortaya ¢ikabilir (Andorfer ve ark., 2011).

miRNA’larin onkogenezi modiile edebilecegini destekleyen birkag ¢alismada
miRNA’larin meme kanserinde deregiile edildigi gosterilmistir. Meme kanserinde,
miR-21 ve miR-155 up regiile edilirken, miR-200’ler, miR-10b, miR-125b ve miR-
145 downregiilasyonu, bu miRNA’larin ya tiimor siipressor ya da onkogen olarak
onemli  bir rol oynayabilecegini  desteklemektedir. ~Ayni  zamanda,
proonkogenik/prometastatik miRNA’larin upregiilasyonu ve/veya

antionkogenik/antimetastatik miRNA’larin downregiilasyonu ile tiimor meteastazi
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tesvik edilebilir. miR-7, miR-128a, miR-210 ve miR-51-3p’nin meme kanseri

ilerlemesine dahil olmaktadir. miR-373 ve miR-520c’nin upregiilasyonu, CD44

ekspresyonunu inhibe ederek metastazin siirmesini saglamaktadir. miR-21’in

antionkogenik fonksiyonda 6nemli rol oynayan tropomiyosin 1’1 hedeflemektedir

(Natarajan ve Venugopal, 2011). Goh ve arkadaslar1 kanserin 6zelliklerine dayali

meme kanserine dahil olan miRNA’lar1 derlemis ve listelemislerdir (Tablo 4.1.)

(Goh ve ark., 2015).

Tablo 4.1. Farkli meme kanserlerinde kanser 6zelliklerine goére gruplandirilmis
miRNA ekspresyonlar1 (Goh ve ark., 2015).

Ozellikler

Upregiile miRNA’lar

Downregiile miRNA’lar

miRNA’lar

Proliferatif Sinyali Destekleyen

miR-21
miR-146a
miR-146b-5p
miR-27
miR-106b
miR-155
miR-210
miR-301
miR-375
miR-378

miR-7
miR-17-5p
miR-101
miR-125a
miR-125b
miR-126
miR-193b
miR-203
miR-205
miR-206
miR-214
miR-22
miR-30
miR-302¢
miR-451
miR-96
miR-26b
miR-107
miR-195-5p
miR-30a
miR-24
miR-100

Kag¢inma

Biiylime Siipressorlerden

miR-451

Hiicre Oliimiine Direng

miR-155
miR-128
miR-191/425

miR-147
miR-1226
miR-26a
miR-26b
miR-451
miR-34a
miR-99a
miR-195
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Invazyon ve Metastazi miR-10b Let-7g
Aktiflestirme miR-21 miR-9
miR-29b miR-124
miR-103 miR-1258
miR-107 miR-145
miR-200c miR-183
miR-210 miR-214
miR-301 miR-200c
miR-495 miR-22
miR-661 miR-203
miR-9 miR-335
miR-301a miR-339-5p
miR-374a miR-31
miR-182 miR-34
miR-96 miR-340
miR-221 miR-520b
miR-222 miR-720
miR-34c
Anjiyogenezi indiikleme miR-301 miR-126
miR-9
miR-155
Replikatif immortalite - miR-22
miR-127
Hiicresel aktivitenin miR-378 miR-200a
deregiilasyonu miR-155/miR-143
Immiin cevaplar1 énleme miR-155 miR-148
miR-10b miR-150
miR-152
miR-155
miR-19a-3p
miR-92a

Meme kanseri-baglantili miRNA’lar onkogen ve tiimor siipressor miRNA’lar
olarak ayrilabilir. Kanserin ¢esitli durumlarinda onkomiR’lerin overeksprese veya
upregiile edildigi ve tsmiR’lerin ise downregiile edildigi bulunmustur. Meme
kanserini tedavi etmek i¢in, miRNA’larin onkogen veya tiimor siipressor rollerini ve
meme kanseri gelismesi ve ilerlemesini nasil etkilediklerini anlamamiz
gerekmektedir. TsmiR’lerin overekspresyonu anti-kanser terapétik etkiler saglarken,
onkomiR’lerin bloklanmasi ve downregiilasyonu meme kanseri tedavisinde dnemli

bir rol oynayabilir (Kaboli ve ark., 2015).
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4.5.1. Onkogenik MiRNA’lar

Tiimorlerde  ekspresyonu  artan  miRNA’lar  onkogenler  olarak
nitelendirilebilir. “OnkomiR’ler” olarak isimlendirilen bu onkogen miRNA’lar
genellikle hiicre farklilagmasi veya apoptozu kontrol eden genleri ve/veya timor
stipressOr genleri negatif olarak inhibe ederek tiimor gelisimini yiiriitiirler. Birgok
miRNA’nin farkli kanserlerde 6nemli derecede over-eksprese edildigi bulunmustur

(Zhang ve ark., 2007).

Meme kanserinde, onkomiR’ler kanser hiicrelerinin metastazini ve
proliferasyonunu c¢ogunlukla etkilerler ve ¢ok az onkomiR’in anjiyogenez ve

apoptoza dahil oldugu bilinmektedir (Kaboli ve ark., 2015).

Yaklasik olarak kanserle iligkili Oliimlerin %90’una metastaz neden
olmaktadir; bdylece, metastazi inhibe etmek i¢in etkili bir yol bulmak her yil
bildirilen 6liimlerin sayisinda 6énemli bir azalmaya onderlik edebilir. Giincel anti-
kanser ilaglart (6rn; bevacizumab) metastaza karsi daha az etkilidir. Birgok
miRNA’nin meme kanserinin metastazini yiiriittiigii bulunmustur, 6rnegin; miR-
301a, miR-103/107, miR-21, miR-9, miR-181b-1, miR-17/92, miR-489, miR-495,
miR-520c ve miR-373. Bu miRNA’larin ekspresyonunu azaltmak icin bir terapotik
strateji bulmak meme kanseri tedavisi icin etkili bir yaklagima yol agar (Kaboli ve

ark., 2015).

Meme kanser hiicreleri EMT sistemini kullanabilir ve bazi miRNA’lar
metastazi tesvik etmek icin EMT’yi etkileyebilir. Vaskiiler endotelyal biiyiime
faktorii (VEGF), PB-catenin ve E-kaderin hiicre migrasyonunu kontrol eden
proteinlerdir. Bir onkomiR olarak miR-489 EMT aktive etmek i¢in Vimentin ve N-
kaderin ekspresyonunu artirdigi  kadar E-kaderin ekspresyonunu azalttigi
bulunmustur. miR-489 ayni zamanda Smad3’li inhibe eder ve indirekt olarak miR-
200c seviyesini etkiler. Smad3 inhibisyonu, miR-489; ZEB1 ve ZEB2 aktivasyonu
yoluyla meme tiimor metastazina yardim eder. miR-489 ve miR-200c zit

fonksiyonlara sahiptir ve tersine olarak migrasyonun hiicresel yolagini modiile eder.
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Meme kanserinde, birka¢ calisma miR489 seviyesi arttiginda miR-200c seviyesinin
azaldigimi gostermistir. (Sekil3). Boylece miR-489/miR-200c baglantisi EMT’yi
kontrol ve baskilamak icin etkili bir hedef olabilir (Kaboli ve ark., 2015).

ujuagea -g/um

. \/

miR-200cT: E-cadherinT eMT 4 BMI1 4 Proliferationd
Anti-metastatic role  Anti-proliferative role

Sekil 4.3. Epitelyum-mezenkimal gegis (EMT) nin anahtar regiilatorleri olarak miR-200 ailesi
iiyeleri. miR-200c E-kaderin ekspresyonunu aktive etmek icin ZEB (Zing finger E-box binding
homeobox)’leri inhibe etmektedir; bu nedenle, epitelyum hiicre baglantilar1 kuvvetlendirilmistir. B
hiicre-spesifik Moloney murin 16semi viriis entegrasyon bdlgesi 1 (BMI1; hiicresel proliferasyon ve
oliimsiizliik) ve zinc finger protein 217 (ZNF217; HER3/HER3 aktivatorii) gibi proteinlerin
inhibisyonu hiicre dongiisiiniin durmasina onciiliik eder. MiR-200c hiicre proliferasyonu gibi metastaz
ve EMT’yi de inhibe eder. Diger yandan, miR-200c downregiilasyonu permeabilite glikoprotein
seviyelerinin artmasiyla ilag direncine de sebep olabilir (P-gp; ATP baglanma kaseti [ABC] tastyicr).
TrKB: tirozin reseptor kinaz B (Kaboli ve ark., 2015).
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4.5.2. Tiimor Siipressor MiRNA’lar

Onkogenezde bazit miRNA’larin ekspresyonu kanser hiicrelerinde azalir. Bu
miRNA’lar tiimor silipressor olarak nitelendirilir. Timor stipressor miRNA’lar
genellikle hiicre farklilagsmasini1 ve apoptozu kontrol eden onkogen ve/veya genleri
negatif olarak inhibe ederek tiimor gelismesini 6nlemektedir. Bugiine kadar bir ¢ok

miRNA tiimor silipressor gen olarak nitelendirilmistir (Zhang ve ark., 2007).

Farkli tsmiR’ler meme kanser baskilanmasi i¢in farkli mekanizmalara sahiptir

(Kaboli ve ark., 2015).

Yapilan birgok calisma bulgulari miRNA’larin  insan kanserlerinin
patogenezinde Onemli roller oynadigint desteklemektedir. Bazi miRNA’lar hiicre
farklilasmas1 ve apoptozu konrol ederek kanser gelismesine katilabilirken, bazilari
onkogenleri ve/veya timor siipressorleri hedefleyerek kansere dahil olabilir.
miRNA’larin fonksiyonunu anlamak kanserin molekiiler temelinin ve kanser teshis
ve kanser tedavisi i¢in yeni biyomarkerlarin anlagilmasini saglamaktadir (Zhang ve

ark., 2007).

Meme kanserinde deregiile olan miRNA’larin fonksiyonlarimin birkagi
calisilmig olmasina ragmen, tanisal belirtecler veya terapotik ajanlar olarak

kullanilmasi i¢in halen ¢alisilmas1 gerekmektedir.
4.6. Kanserde MiR-200 Ailesinin Rolii

Son zamanlarda, miRNA’ larin bir ailesi olan miR-200 ailesinin, solid
tiimdrlerin birgok tipinde tiimor baskilayict olarak potent rol oynadigr gosterilmistir
(Xia ve ark., 2010; Zidar ve ark., 2011; Bendoraite ve ark, 2010; Lee ve ark., 2011;

Valladares-Ayerbes ve ark., 2012; Baron ve ark., 2012).

Bilindigi gibi, miRNA biyolojisinde hedef genin 3’ cevrilmeyen bolgeler

(UTR) igerisinde miRNA’ nin baglanma yerine komplemente diziler agisindan,
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cekirdek diziler; gen ekspresyonu iizerinde miRNA’ nin diizenleyici etkilerinde
onemli bir rol oynamaktadir. Teorik olarak bir miRNA ailesinin iiyeleri yiiksek
derecede korunumlu ¢ekirdek dizileri icerir ve miRNA’ lar ayni ¢ekirdek diziler ile
ayn1 ongoriilen hedef gen profillerini paylasabilir. miR-200 ailesi i¢in sadece bir
niikleotid farkina sahip olan iki tip ¢ekirdek dizi karakterize edilmistir (Feng ve ark.,

2014).

MiR-200 ailesi, farkli kromozomlarda lokalize iki cluster icerisinde kodlanan
5 iiye icermektedir. miR-200b-a-429 clustert (miR-200b cluster1) chrlp36 iizerinde
ve miR-200c-141 cluster1 chr12pl3 {izerinde kodlanmaktadir. Bes iiye cekirdek
dizilerine (bir memeli miRNA’sinin 5’ sonlanma ucunda yaklasik 6-8 niikleotid
uzunlugunda) gore 2 gruba ayrilabilir. miR-200a ve miR-141 (AACACUG) bir grup
icerir ve miR-200b/c ve 429 (AAUACUG) diger grubu igerir ve ¢ekirdek dizilerinin
benzerliginden dolayi, benzer hedef genleri paylasabilirler (Zhang ve ark., 2014)
(Sekil 4.4. ve 4.5.).
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Chromosome 1

o =
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LOVVEN Fm NN = N o NN
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poocogo oo oo o oo o oo

i || B 1 BN

Cluster | 1p36.33 ";Eiwm’ miﬁga mﬁ?‘?

1,167,104 - 1,167,863 - 1,169,005 -
1,167,198 1,167,952 1,169,087

Chromosome 12

pl3.32
pl3.31
pl3.2
pl2.3
pl2.1
pll.22

miR-200c __miR-141
Cluster Il  12p13.31 [ ] [ ]

6,963,699 — 6,964,097 —
6,963,766 6,964,191

Sekil 4.4. ki farkli kromozomda lokalize miR-200 ailesinin iki cluster1 (Humphries
ve Yang, 2015).

Seed

Sequence
Functional miR-200b AUACUGICCUGGUAAUGAUGA
Group! | MiR-200¢ [UAAUACUGCCGGGUAAUGAUGGA

miR-429 JUAAUACUGUCUGGUAAAACCGU

Functional | miR-141 [UAACACUGPCUGGUAAAGAUGG
Group Il | miR-200a |UAACACUGPCUGGUAACGAUGU

Sekil 4.5. Olgun miR-200 ailesi iiyelerinin dizileri (Humphries ve Yang, 2015).
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miR-200’lerin kanser kok hiicrelerinin kendini-yenilemesini baskilamasinda
onemli rol oynamakta ve bdylece tiimor olusumu baslangicina katilmaktadir. miR-
200’ler, VEGF-A, FLT-1/VEGFR1, KDR/VEGFR2 ve ETSI gibi VEGF sinyal
yolaginin anahtar komponentlerini hedefleyerek tiimorlerin gelismesine olanak
saglayan anjiyogenez agina da dahil olurlar. miR-200’ler ayn1 zamanda kanserlerin
invazyon ve metastazini modiile eden EMT’ nin merkezi, negatif regiilatorii olarak
tanimlanirlar. Ayrica, kanser hiicrelerinin kemoterapotiklere direncinde de miR-

200’lerin etkili oldugu bildirilmistir (Zhang ve ark., 2014) (Sekil 4.6.).

Timaor Gelismesi

Tiimér Baslamasi Anjiyogenez Kanser Invazyonu
Kanser Kok Hiicreleri Metastaz
VEGF-A
FLT1
BIMI KDR ZEBl—l E-Kaderin
sUZ12 i ZEB2
FAP-1
Igfbp-4 +——— Sec23A ZEB1
Tinagl-1
Metastatik Tiimar Hicre Apoptoz
Kolonizasyon Ekstravazasyonu

Sekil 4.6. Metastatik kaskadin her basamagina dahil olan miR-200 hedeflerinin

temsili

Yukarida aciklandigr gibi miR-200’ler tiimoriin baslamasi, ilerlemesi,
beslenmesi, tiimor metastazi ve kemorezistansini da igeren hemen hemen tiim
asamalara katilmaktadir. Béylece, miR-200’ler malignansilerde kritik ve pleiotropik
roller oynayarak kanser tedavisi i¢in hedef olusturmaktadir. Bu nedenle, miR-
200’lerin resterasyonu kansere karsi umut verici bir terapotik uygulama olarak gorev

yapabilir (Zhang ve ark., 2014).

Bununla birlikte, son zamanlardaki birka¢ ¢calismada meme kanserinde miR-
200’lerin metaztaz1 artiric1 etkisi gosterilmistir. Metastazin karmasik kadkadlarinin

ilk adiminda kanser hiicre invazyonunu miR-200’lerin baskilanmasina ragmen, miR-
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200’lerin uzak organlarda yayilmis kanser hiicrelerinin kolonizasyonunu artirmasi
miR-200’lerin tedavide kullanilmadan o6nce dikkatli degerlendirme yapilmasi

gerektigini gdstermektedir (Zhang ve ark., 2014).

4.6.1. miR-200 Ailesinin Anjiyogenezdeki Rolii

Giincel calismalarda, endotel ve kanser hiicre modelleri lizerinde miR-200
ailesi lyelerinin anjiyogenez diizenleyici aginda bir¢ok proteinin ekspresyonunu
regiile ettigi tespit edilmistir. Chan ve arkadaglar1 Hif-1a stabilizasyonu veya hipoksi
ortaminda indiiklenen pro-anjiyogenik etkilerin insan dermal mikrovaskiiler
endotelyal hiicrelerinde miR-200b ekspresyonunun baskilanmasinin aracilik ettigini
saptamiglardir. Diger bir ¢alismada miR-200b’nin anjiyogenezi tesvik eden anahtar
transkripsiyon faktorii ETS1°1 hedefleyerek hipoksinin pro-anjiyogenik etkilerini
engelledigi bildirilmistir. miR-200b’nin HMEC (insan mikrovaskiiler endotelyal
hiicreleri) ve HUVEC (insan umbilikal ven endotelyal hiicreleri) hiicrelerinin her
ikisinde de KDR/VEGFR2’nin ekspresyonunu inhibe ettigi ve dogrudan hedefledigi
gosterilmistir (Zhang ve ark., 2014).

Ayrica, VEGFA ve FLT1/VEGFRI1 gibi VEGF sinyal yolaginin diger anahtar
komponentleri de miR-200b’nin hedefi olarak karakterize edilmistir. miR-200b veya
miR-200c’nin ektopik ekspresyonu HMEC’ler ve HUVEC’lerin her ikisinin de tiip-
formasyon yetenegini azalttig1 gosterilmistir. VEGF-A ve KDR/VEGFR2’nin diger
fizyolojik ve patolojik modellerde de miR-200’lerin hedefi oldugu gosterilmistir.

Ornegin; kutandz yara anjiyogenezi ve diyabetik retinopati (Zhang ve ark., 2014).

VEGEF sinyal aginda miR-200’lerin potent diizenleyici giicline ragmen timor

anjiyogenezinde miR-200’lerin fonksiyonel etkileri hala eksiktir.

4.6.2. miR-200 Ailesinin Epitelyum-Mezenkimal Ge¢is (EMT) Uzerindeki Rolii

Epitel-Mezenkimal ge¢is (EMT), E-kaderin’in downregiilasyonu ve ardi

ardina gelen hiicre-hiicre adhezyonunun kaybi1 yoluyla mezenkimal fenotipe yol agan
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siirectir. EMT meme kanserini de ic¢ine alan bir¢cok kanser tipinde epitel timor
hiicrelerinin hizli yayilabilirligi, diseminasyonu ve metastazina katki saglamaktadir

(Zhang ve ark., 2014).

Kodlanan gen ekspresyonunda degismelerle iligkili DNA kopya sayisinda
degismeler, mutasyonlar, epigenetik degisimler ve degismis transkripsiyonel ve post-
transkripsiyonel kontrol gibi mekanizmalarin pek ¢ogu yoluyla kanserde miRNA
ekspresyonu deregiile olabilir. Her miRNA’nin ondan fazla hatta ylizden fazla
protein seviyesinde modiile edilen mRNA hedefi olmasindan dolay:r karsinoma
hiicrelerinde EMT ve MET sirasinda miRNA etki agin1 tamamiyla agiklayan biiytlik-
Olcekli profilleme caligmalar1 ve proteomik analizler gerekli olacaktir. miRNA’larin
cok sayida hedefi olmalarma ragmen, endojen regiilator molekiiller olarak
miRNAlar, biiyiik olasilikla spesifik hiicresel programlar1 modiile etmek i¢in evrim

gecirmistir (Zhang ve ark., 2014).

Dolayistyla, miRNA’lar metastatik kaskadin bir¢ok adimini etkileyen birden

fazla pro-metastatik hedefleri baskilayabilen bir terapotik segenek sunabilir.

miR-200 ailesinin (miR-200a, miR-200b, miR-200c, miR-141 ve miR-429)
epitel fenotipi yiiriiten transkripsiyon faktorleri olan ZEB1 ve ZEB2 (Zinc finger E-
box binding homeobox) ekspresyonunu baskiladigi daha onceki yaymnlarda
bildirilmistir. miR-200 ailesi iiyeleri epitel mezenkimal ge¢is durumunu kademeli bir
sekilde en fazla regiile eden miRNA’lardir (D’Amato ve ark., 2013). Ayni zamanda
miR-200b, -200c, -141 ve -429’un diizensiz ekspresyonunun, metastaz anahtari olan
Mezenkimal-Epitel gegisten de sorumlu oldugu bildirilmistir (Yeh ve ark., 2014).
EMT sirasinda hiicreler, hiicre-hiicre adhezyon molekiilii E-kaderini downregiile eder
ve miR-200 ailesinin E-kaderin transkripsiyonel repressorlerini inhibe ettigi ve
bdylece E-kaderin’in upregiilasyonunu ve EMT’nin inhibisyonunu indiikledigi
gosterilmistir. Boylece miR-200 ailesi migrasyonu baskilamaktadir (Gravgaard ve

ark., 2012).
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4.6.2.1.EMT (EPITEL-MEZENKIMAL GECIS)

Hareket yetenegi olan mezenkimal hiicrelere epitel hiicrelerin
transdiferensiasyonu epitelyal mezenkimal gecis (EMT) olarak bilinen bir siirectir

(Lamouille ve ark., 2014).

Baslangicta “epitelin mezenkimale doniisiimii” olarak tanimlanan bu
farklilasma stireci artik yaygin olarak epitel-mezenkimal gecis (EMT) olarak
bilinmektedir. Mezenkimal-epitel gecis (MET) revers proses olarak tanimlanmistir.
Epitel hiicrelerin mezenkimal hiicrelere gecis yetenegi ve tersi, kismen ya da

tamamen epitel fenotipin dogal plastisitesini gdsterir (Lamouille ve ark., 2014).

Dokuya ve sinyal igerigine bagl olarak, epitel hiicreler baz1 6zelliklerini
kaybedebilir veya bazi epitel ve mezenkimal 6zellikleri gosterebilir; bu durum kismi
EMT olarak diisiintilebilir (Lamouille ve ark., 2014).

EMT; normal olarak epitelin bazal yiizeyi lizerinden bazal membranla
etkilesimde olan polarize epitel hiicrelerin ¢oklu biyokimyasal degisiklige
ugramasina olanak saglayan ve bdylece mezenkimal hiicre fenotipini etkinlestiren

biyolojik bir siiregtir (Kalluri ve Weinberg, 2009).

EMT sirasinda; gen ekspresyonunun yeniden programlanmasi ve de non-
transkripsiyonel degisimler baslatilir ve sinyal yollar1 tarafindan ekstraseliiler
uyaranlara yanit kontrol edilir. Epitel hiicreler baglantilarin1 ve apikal-basal
polaritesini kaybeder, hiicre iskeletini yeniden diizenler, hiicre seklini tanimlayan
sinyal programlar1 degisiklige ugrar ve gen ekspresyonu yeniden programlanir.
Mezenkimal hiicre fenotipinin etkinlesmesi, tek tek hiicrelerin motilitesini artirir ve
invaziv bir fenotipin gelismesini ve apoptoza karsi yiiksek bir diren¢ kazanmasini
saglar ve de ECM komponentlerinin tretimi artar. EMT; gelismede, yara
iyilesmesinde ve kok hiicre davraniglarinda gereklidir, pluripotansiyi ve kanser kok
hiicre davranigini indiikler ve yara iyilesmesinde, fibroziste ve kanser ilerlemesinde
yeniden aktive edili. EMT ve MET ayni zamanda embriyonik kok hiicre
farklilagmasini da regiile eder (Kalluri ve Weinberg, 2009; Lamouille ve ark., 2014).
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Hiicre farklilasmasinda ve davranisindaki degismeye transkripsiyon faktorleri
tarafindan aracilik edilir. Bu transkripsiyon faktorlerinin = fonksiyonlari
transkripsiyonel, translasyonel ve post-transkripsiyonel seviyelerde regiile edilir

(Lamouille ve ark., 2014).

a) Organ Gelisiminde ve Hastalikta EMT

Epital-mezenkimal gecisin hastaliklarda 6nemi bilinmektedir. Epitel, ¢esitli
fonksiyonlar1 ile tek hiicre tabakalar1 olarak veya g¢oklu tabakali dokular olarak
bulunur. Epitel hiicreler apikal-bazal polarite gosterirler, aderent o6zelliklidirler,
Ozellesmis intraseliiler baglantilar1 {izerinden birbirleri ile etkilesirler ve
fizyolojilerini tanimlamaya yardim eden membran tabani {izerine yerlesmislerdir.
Epitel permeabilite bariyeri olarak fonksiyon gosterir. Epitel hiicrelerin mezenkimal
hiicrelere doniisiimii, organizma gelismesi sirasinda veya patolojik olarak
olusmaktadir. Ancak ayni zamanda hiicre tipine, doku igerigine ve EMT programini
aktive eden sinyallere bagli olarak dogal bir esneklige sahiptir ve bazi degisiklikler

gosterir (Kalluri ve Weinberg, 2009; Thiery ve ark., 2009; Huang ve ark., 2012)

EMT, fizyolojik doku durumuna bagli olarak ti¢ farkl alt tipe ayrilmustir.
* Tip I EMT, embriyogenezis ve organ gelisiminde meydana gelir.
* Tip 2 EMT, doku rejenerasyonu ve fibroziste 6nemlidir.
* Tip 3 EMT, kanser ilerlemesi ve kanser kok hiicre ozellikleri ile iligkilidir

(Lamouille ve ark., 2014)

Ayrica, epitel fenotipin esnekligi hiicrelerin ¢oklu EMT ve MET gecisine olanak
saglar. Tiim doku iceriklerinde EMT’ deki anahtar olaylar;

1. hiicre-hiicre baglantilarinin kayb1, ¢oziinmesi,

2. apikal-bazal polaritenin kayb1 ve

3. On-arka polaritenin kazanimidir (Thiery ve ark., 2009).

35



EMT ve MET, gelismede ve kanserde “kokliiliik” ile yakindan iliskilidir.
Blastositin i¢ kiitlesindeki pluripotent embriyonik kok hiicreler (ES) epitel 6zelliklere
sahiptir. Gastrulasyonda, pluripotent epitel epiblast hiicreler EMT yoluyla 6ncii
mezoderm formuna doniisiir. Bdylece, EMT pluripotent hiicrelerden ii¢ germ
tabakanin olusmasinda; baslangictaki farklilasma olayimi saglar. Erken farklilasmada
EMT’nin 6nemini aciklamak tlizere, EMT’ nin; kiiltirde ES hiicrelerinde veya
epiblast hiicre kolonilerinde, mezenkimal fenotiple epitel kaderin (E-cadherin),
vimentin ve noral kaderin (N-cadherin) ekspresyonunun kaybina neden oldugu

goriilmistir (Lamouille ve ark., 2014).

b) Hiicre Baglantilarinin ve Polaritenin Tekrar Olusturulmasi

Epitel hiicre-hiicre baglantilarindan &zellesmis hiicre ylizey protein
kompleksleri, epitel biitlinliik i¢in gereklidir. EMT baslangicinda hiicreler arasi
baglantilar (Desmosom, Tight junction, Gap junction ve Adherent junction
(vertebrata hiicreleri i¢in)) ¢oziindiiriiliir ve baglant1 proteinleri yeniden lokalize olur
ve/veya degrade olur. EMT sirasinda tight junctionlarin ¢oziilmesi klaudin ve
okludin ekspresyonunun diismesi ile ve hiicre-hiicre kontaktlarindan zonula

occludens 1’ in diflizyonu ile beraber olur (Lamouille ve ark., 2014).

Adherent junctionlarin destabilizasyonu sirasinda plasma membranindan E-
kaderin ayrilir ve degrade olur. EMT baslamasi desmosomlarin da ayrilmasina sebep
olur ve Konneksin seviyesindeki diisme nedeniyle gap junctionlarin biitiinligi
tehlikeye girer. EMT ilerlemesi sirasinda, epitel baglantilarin kaybin1 dengede tutan
proteinlerin ekspresyonu transkripsiyonel olarak baskilanir. Bazal membran ile
temasta olan epitel hiicreler, apikal-bazal polarite gosterirler. Apikal-bazal polarite;
hiicre junction yapist ile biitiinlestirilmis polarite kompleksleri tarafindan organize
edilmektedir (Kalluri ve Weinberg, 2009; Thiery ve ark., 2009; Huang ve ark., 2012;
Lamouille ve ark., 2014)
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Omurgali hiicrelerinde,
* PAR -partitioning-defective kompleksleri (PAR6, PAR3 ve a tip protein
kinaz C (aPKC) igerir.)
* CRB -Crumbs kompleksleri
* PALSI -Lin-7 1 ile iligkili protein
* PATIJ -PALSI iligkili tight-junction proteini

Apikal olarak tight-junctionlarda lokalizedir ve apikal kompartman olarak tanimlanir.
* SCRIB -Scribble kompleksleri
* DLG -Discs large
* LGL -Lethal giant larvae

Basolateral kompartman olarak tanimlanir (Lamouille ve ark., 2014).

Sonug olarak; EMT sirasinda, epitel baglantilarin ¢oziinmesi apikal-basal
polaritenin kaybina neden olur. Bu iligkiyi desteklemek i¢in, tiimor hiicrelerinde E-
kaderin’ in diisiik ekspresyonu, lateral plazma membrani ile SCRIB etkilesimini
engeller ve SCRIB veya E-kaderin ekspresyonunun azalmasi adhezyonu azaltir ve
hiicre motilitesini artirir. EMT basladiktan sonra, polarite kompleks proteinlerinin

(CRB3 ve LGL2 gibi) ekspresyonu baskilanir (Lamouille ve ark., 2014).

¢) Hiicre Iskeleti Degisimleri ve Motilite

EMT geciren hiicrelerin kortikal aktin hiicre iskeleti yapilar1 dinamik hiicre
uzamasina ve yonsel motiliteye olanak saglayan yeniden bir organizasyon gegirir.
Yeni aktince zengin membran ¢ikintilar1 hiicre hareketine olanak saglar ve hiicre
iskeletinin duyusal uzantilar1 olarak rol oynar. Bu ¢ikintilar tabaka benzeri membran
cikintilar igerir ve lamellipodia olarak isimlendirilir ve lamellipodianin uglarindaki
basak benzeri ¢ikintilar da filopodia olarak isimlendirilir. Aktince zengin uzantilar,
matriks metalloproteinazlar (MMPs) eksprese ederek, ekstraseliiler matriks
degredasyonunda proteolitik fonksiyon gosterirler ve bdylece hiicre invazyonuna
olanak saglarlar. Sonug olarak, EMT, hiicre kontraktilitesini artirmasi1 ve aktin stres

fiber olusumu ile karakterize edilmistir (Hay, 1995; Lamouille ve ark., 2014).
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Sekil 4.7. EMT sirasinda hiicresel olaylar. A. EMT’nin ilk basamagi epitel hiicre-
hiicre baglantilarinin (tight junctions, adherens junctions, desmosomes and gap
junctions) ayrilmast ve Crumbs, PAR ve SCRIB polarite komplekslerinin
pargalanmasiyla hiicre polaritesinin kaybidir. Mezenkimal genlerin aktivasyonu ile
birlikte epitel genlerin ekspresyonu baskilanir. B. Epitel aktin yapilar1 yeniden
organize edilir ve hiicreler lamellipodia, filopodia ve invapodia olusturarak ve
ekstraseliiler matriksi (ECM) degreden eden matriks metalloproteinaz (MMPs)
eksprese ederek hareketlilik ve invazif kapasite elde eder. Mezenkimal-epitel gecis
(MET) stireci EMT gecirmis hiicrelere epitel duruma donmek icin olanak
saglamaktadir. aPKC, atipl protein kinaz C; DLG, discs large; LGL, lethal giant
larvae; N-kaderin, ndral kaderin; PALSI, Lin-7 iliskili protein 1; PATJ, PALSI
iligkili tight-junction protein. (Lamouille ve ark., 2014)
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d. EMT’de Gorevli Transkripsiyon Faktorleri

Epitel fenotipin baskilanmasina ve mezenkimal fenotipin aktivasyonuna katkida
bulunan gen ekspresyonundaki degisimler master regiilatorleri kapsar (Sekil4.8).

-SNAIL

-TWIST

-ZEB (Zing finger E-box binding)

Bu faktorlerin ekspresyonlart EMT de erken safhada aktive edilir ve bunlar
boylece gelisimde, fibroziste ve kanserde merkezi rollere sahiptirler. Bu
transkripsiyon faktorleri belirgin ekspresyon profillerine sahiptir. EMT ye katkis1
hiicre ve doku tipine ve sinyal yolaklarina baglidir. Bunlar genellikle birbirlerinin
ekspresyonlarint kontrol ederler ve hedef genlerde fonksiyonel olarak birlikte
calisirlar. EMT transkripsiyon programi olarak tanimlanir ve EMT ilerlemesini
yiriitiirler. Epitel genlerin baskilanmasin1 ve mezenkimal genlerin indiiklenmesini
koordine ederler. Ve genellikle aynmi transkripsiyon faktorleri beraber baskilanir ve

aktive olurlar (Lamouille ve ark., 2014) .
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e) EMT’ nin miRNA-bagimli Kontroli

Kodlanmayan miRNA’ lar, mRNA’lara secici olarak baglanir, bdylece
mRNA translasyonu inhibe olur veya degredasyonuna oOnciilik etmis olur. Ayni
zamanda epitel fenotipi ve EMT’yi de regiile eder. Bunlardan bazilar1 EMT master
transkripsiyon faktdrlerinin ekspresyonunu kontrol eder. Ornegin; miR-29b ve miR-
30a SNAIL1 ekspresyonunu baskilar ve bu ylizden artan miR-29b ekspresyonu

EMT’yi tersine ¢evirebilir ve hiicre invazyonunu azaltir (Lamouille ve ark., 2014).

miR-1 ve miR-200b’de SNAIL2 ekspresyonunu baskilayabilir ve SNAIL2
miR-1 ve miR-200b ekspresyonunu baskilar. (Double-negatif feedback mekanizma)
Benzer bir feedback dongiisii miR-34 ve SNAILI1, ve miR-203 ve SNAILI arasinda
da meydana gelir (Lamouille ve ark., 2014).

miR-200 ailesinin tyeleri ZEBl ve ZEB2 mRNA’larimin translasyonunu
baskilar ve ¢ift-negatif feed back ile ZEB ve miR-200 ekspresyonunu (miR-200
ekspresyonunu ZEB proteininin baskilamasi ve ZEB ekspresyonunu miR-200’in

baskilamasi ile ) kontrol eder (Kim ve ark., 2011).

EMT sirasinda, azalmis miR-200 ekspresyonu ZEB1 ve ZEB2 seviyesinde ve
EMT ilerlemesinde artisa sebep olur (Lamouille ve ark., 2014).

4.6.3. miR-200 Ailesinin Metastazdaki Roli

Metastazin komplike kaskadlarinin ilk adimi olan epitel-mezenkimal gegis
regiilasyonunda ve E-kaderin ekspresyonunda miR-200’lerin rolii iyi anlasilmis
olmasina ragmen metastatik kolonizasyon tizerindeki etkileri tartismalidir. Korpal ve
arkadaslari1 miR-200’lerin E-kaderin ve epitelyum-mezenkimal geg¢is regiilasyonu
Otesinde prometastatik rollerini arastirmak i¢in klinik ve deneysel modeller
kullanarak, miR-200 ailesinin upregiilasyonu meme kanseri metastazi ve niiksii ile
iligkili oldugunu ve fare modellerinde metastatik kolonizasyonu olusturdugu

bildirmistir (Korpal ve ark., 2012).
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4.6.3.1. miR-200 Ailesinin Sec23A Yolagindaki Rolii

Okaryotik hiicrelerde, salgilanmis proteinler ve plazma membranina ve
internal organellere hedeflendirilen proteinler endoplazmik retikulumda sentezlenir
ve salgt yolaklar1 {izerinden smiflandirilir. ER’den golgi trafigine gonderilmis
proteinler COPII(protein kaplama kompleksi I1)-kapli vezikiillerde paketlenir. COPII
en az bes proteinden (1 GTPaz; Sarl ve 2 sitosolik protein kompleksi; Sec23/24 ve
Sec13/31) olusmaktadir. Sarl’in GTP-baghh formu ER membranma baglanir ve
COPII kaplama yapisin1 tamamlamak i¢in Sec13-Sec31 heterotetramerlerden olusan
dis kaplamaya yardim eden “prebudding complex”i olusturmak i¢in Sec23-Sec24
heterodimere yardim eder (Tao ve ark., 2012).

COPII kompleksi vesikiil i¢indeki kargoyu yakalar ve ER’den vesikiillerin
tomurcuklanmasina aracilik eder. Kargo tanima Sec24 altiinitesi araciligiyla olur.
Sec23 ve Sarl de kargo alt iinitelerini tanimada rol oynar. Sec23 Sarl GTPazini

aktive eden GTPaz aktive edici proteindir (Tao ve ark., 2012)..

Memeli hiicreleri COPII proteinlerini birden fazla paralog olarak eksprese
ederler. Sec23, Sec23A ve Sec23B olarak iki paralog igerir. Sec23A COPII
vezikiillerinin toplanmasi ve tasinmasinda 6nemli rol oynamaktadir (Tao ve ark.,

2012)..

Szczyrba ve arkadaslart Sec23A geninin 3’UTR’si miR-200c i¢in potansiyel
hedefi oldugunu ve prostat kanserinde ektopik olarak ekprese edildiginde Sec23A
protein ekspresyonunu downregiile ettigini bildirmistir. Sec23A overekspresyonu
hiicre biiylimesini azaltir, ancak apoptozu indiiklemez ve Sec23A’nin inhibisyonuna
bagli olarak hiicre proliferasyonunu indiikler (Sxczyrba ve ark., 2011; Korpal ve ark.,

2012).

Sec23A geninin 3’UTR’sinde miR-200c¢’nin potansiyel baglanma bolgesi

hesaplamali analizlerle belirlenmistir (Sxczyrba ve ark., 2011).
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miR-200’ler metastazi baskilayan proteinler olan Igftbp4 ve Tinagll’in
sekresyonuna aracilik eden Sec23A’yr dogrudan hedefleyerek metastatik

kolonizasyonu yiiriitiir (Korpal ve ark., 2012).

4.7. Meme Kanseri icin miRNA-temelli Terapotik Stratejiler

Niikleik asit-temelli terapdtik stratejiler (kimyasal olarak modifiye niikleik
asitler) miRNA’larin normal aktivitesini restore etmek i¢in kullanilir. Niikleik asit
temelli stratejiler 2 ana kategoriye siniflandirilir: (1) miRNA replacement tedavisi ve
(2) anti-miRNA tedavisi. Anti-miRNA tedavisi; etki mekanizmasi ve c¢ekirdek
dizisine bagli olarak iki alt gruba ayrilir: antagomiR’ler ve miRNA siingerleri

(Kaboli ve ark., 2015).

a) miRNA replacement tedavisi: miRNA mimikleri

miRNA yerine koyma tedavisi kanserde bazi hayvan modellerinde
yiritiilmektedir, ancak bu strateji meme kanser hiicrelerinde heniiz yapilmamuistir.
Bir yerine koyma stratejisi bozulmus tiimor baskilayicilar1 yerine koymak i¢in ve
meme kanserini tedavi etmek i¢in ara¢ gelistirmeye limit verici bir yontemdir (Kaboli

ve ark., 2015).

Let-7 insanda ilk kesfedilen miRNA’dir ve normal meme hiicrelerinde normal
olarak eksprese edilir ve Let-7’nin downregiilasyonu meme kanser hiicrelerinin
kendini yenilemesi ve metastazinda kritik rol oynamaktadir. Let-7’nin azalmisg
seviyesi kendini-yenileyen meme kanser hiicrelerinde bildirilmistir ve bu azalma
hiicresel proliferasyonu azaltmak i¢in lentiviral Let-7 miRNA tarafindan yer
degistirebilir. Kanser hiicreleri kemoterapi veya radyoterapiden sonra
belirlenememesine ragmen, kanser hiicre popiilasyonunun kendini yenilemesi;
kanser hiicrelerinin kiigiik ve belirlenemeyen toplanmasindan meydana gelir. Bu
nedenle, hedeflendirilmis bir tedavi olarak kombinasyonel tedavi, kanser hiicrelerinin

etkili yok olmasi i¢in 6nemlidir (Kaboli ve ark., 2015).
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Meme kanserinde, BRCA1, miR-145 ve miR-205 tsmiR’lerini upregiile eder,
bu nedenle, BRCA1’in kayb1 bu miRNA’larin azalmasina neden olur. Bu durumda,
miR-145 ve miR-205 mimiklerinin kullanimi proteinin inaktivitesi devam etse bile
BRCAT’in fonksiyonel roliinii restore edebilir. Ayrica, tsmiR’lerin downregiilasyonu

miRNA yerine koyma tedavisi yoluyla restore edilebilir (Kaboli ve ark., 2015).

b) Anti-miRNA tedavisi

Overeksprese olmus onkomiR ’leri inhibe etmek i¢in {i¢ yol vardir: (1) genetik
knockout, (2) antisense oligoniikletidler (antagomiR’ler) ve (3) miRNA siingerleri.
LNA oligoniikleotidler anti-miRNA niikleik asitleri sentezlemek icin kullanilabilen
kimyasal olarak modifiye anti-sense molekiillerdir. AntagomiR’ler ve miRNA
stingerleri dizi ve mekanizma olarak farklidir ancak ikisi de miRNA susturucularidir

(Kaboli ve ark., 2015).

I- miRNA antagonistleri (antagomiR’ler)

AntagomiR’ler onkomiR’lere baglanarak ve bloklayarak miRNA-iligkili
yolaklar1 etkileyen miRNA antagonistleridir. Bu niikleik asit antagonistleri
onkomiR’leri inhibe etmek i¢in bilinen yollardan biridir ve bdylece kanseri tedavi

etmek icin etkili bir yol olabilirler (Kaboli ve ark., 2015).

Anti-sense oligoniikleotidler kullanilarak inhibe olabilen miR-21, meme
kanserinde overeksprese oldugu iyi bilinen onkomiR’dir. miR-21 kanser hiicre
sinyalini artiran bir¢ok yolagi (6rn; B-hiicre lemfoma-2 protein (Bcl2) regiilasyonu
yoluyla PTEN’i bloklayarak ve apoptozu inhibe ederek PI3K yolak aktivasyonu)
regiile eden onkomiR’dir. AntagomiR-21’in hiicresel proliferasyonun azalmasi ve
apoptozun aktivasyonu yoluyla meme kanseri hiicrelerini etkileyebildigi

gosterilmistir (Kaboli ve ark., 2015).
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AntagomiR’lerin klinik kullanimi antagomiR tedavisinin etkililigi saglamak
icin antagonistlerin dokuya tasmmmasimin giicliigiine bagli olabilir(Kaboli ve ark.,

2015).

II- miRNA siingerleri

Stinger RNA’lar ilgilenilen miRNA’ya baglanma bolgesi igerir. miRNA
stingerleri transgenik hiicrelerden olusmaktadir ve ayni aileden tim miRNA’lar
bloklar. Siingerler belli miRNA’nin ¢ekidek dizisine baglanir. miRNA siingerleri
coklu baglanma dizilerine (genellikle 4-16) sahiptir. miR-9 hiicre migrasyonunu ve
metastazi yiiriiten onkomiR’dir. miR-9 aktivitesinin %50’den daha fazlasinin miR-9
stingerleri tarafindan baskilandigi gosterilmistir. Ayn1 zamanda miR-21 siingerleri
MDA-MB-231 ve MCF-7 meme kanser hiicre hatlarinda basarili bir sekilde
kullanilmistir ve miR-9 siingerlerinin 4T1 metastatik meme kanser hiicre hattinda
yaklastk %50 metastatik aktiviteyi azalttigi gosterilmistir. Bu sonu¢ anti-
miRNA’larin farkl hiicre hatlarinda etili olabilecegini gdstermistir, ancak etki ve yan
etkiler Onemini siidiirmektedir. Birkag c¢ekirdek dizi igeren RNA siingerleri
mRNA’ya ilaveten diger kodlanmayan RNA’lara baglanabilir. Bu nedenle, miRNA
tedavisinin gilivenliginin diger metabolik yolaklarin etkilenmemesini saglamak i¢in

tamamiyle aciklanmasi gerekmektedir (Kaboli ve ark., 2015).

Gen tedavisi kanser ve genetik hastaliklar gibi tedavisi olmayan bir¢ok ciddi
hastaligin tedavi edebilecek yeni teknik saglamaktadir. Bu stratejinin in vivo
uygulanmasini sinirlayan ana problem biiyilik, hassas ve DNA gibi negatif yiiklii
molekiillerin niikleusa degrede olmadan taginmasindaki zorluklardir. Gen tedavisinin
basarisinin temeli giivenli ve etkili tasiyici sistemler olusturmaya dayanmaktadir

(Ibraheem ve ark., 2014).

4.8.Niikleik Asit Tasiyic Sistemler

Gen tedavisi; ya bozulmus genleri saglikli bir genle yer degistirerek ya da eksik

genleri tamamlayarak diizelten, ¢esitli hastaliklar1 tedavi etmek i¢in yakin zamanda
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kullanilan bir tekniktir. Cift-zincirli DNA, tek-zincirli DNA, plazmid DNA, anti-
sense oligoniikleotidler gibi farkli tipte genetik materyaller gen tedavisinde
kullanilmaktadir. Gen tedavisinin basaris1 terapotik genin hedeflenen hiicreye
herhangi bir biyodegredasyon olmadan girisinin saglanmasina baghdir. Fakat
biyolojik medyumdaki niikleazlara DNA’nin hassasiyeti, DNA makromolekiiliiniin
bliyiik hidrofilik polianyonik yapisi; hiicre zarindan pasif bir sekilde gecisini

engeller.

Bu nedenle, tasiyici sistem veya vektorler hedeflenen hiicrede terapotik geni
tastyan, niikleazlar tarafindan degredasyonundan koruyan ve hiicre i¢inde transkribe

oldugunu garanti eden 6zelliklerde olmalidir.

Ideal vektdr birkag kriteri karsilamalidir:

e Kuvvetli bir immun cevap olusturmamalidir.

e Her boyutta niikleik asitleri tagima kapasitesine sahip olmalidir.

o Tasidig1 genetik kargonun siirekli ve diizenli ekspreyonunu saglamalidir.

e Vektdr, geni sadece belli tip hiicrelere tagimalidir.

e Hem boliinebilen hem de boliinemeyen hiicreleri enfekte edebilmelidir.

e Hazirlanmast1 kolay, uciz ve ticari olarak yiiksek konsantrasyonlarda
ulasilabilir olmalidir.

e Ya epizomal pozisyonda devam etmeli ya da genomun spesifik bir bolgesine

rastgele olmayacak sekilde integre olmalidir.

Gen tasiyici sistemler iki tip olarak smiflandirilirlar. Bunlar; viral tasiyici

sistemler ve viral-olmayan tasiyici sistemlerdir.
4.8.1. Viral Tasiyic1 Sistemler
Bir viriis konak hiicre niikleusuna penetre olabilen ve kendi genetik materyalini

eksprese etmek icin hiicresel mekanizmay1 kullanarak replike edebilen, daha sonra

replike olan genetik materyalini diger hiicrelere yayabilme kabiliyetindedir.
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Terapotik genleri hiicre niikleusuna tasimak ve virlis yasam dongiisiinii kullanmak
icin farkli viriisler kullanilmaktadir. Tasiyict vektorler olarak en ¢ok kullanilan
viriisler; retroviriisler (RV), adenoviriisler (AV), adeno-associated viriisler (AAV) ve

herpes viriisler (HSV)’dir.

Viriis geninin patojenik kismi ¢ikarilir ve terapdtik genle degistirilir. Aynm1 zamanda,
hiicreye infekte olmasini saglayan viriisiin patojenik-olmayan yapilar1 (zar proteinler,

fiizojenik proteinler, vs.) muhafaza edilir.

| Yang et al. / Biotechnology Advances 32 (2014) 804-817
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Fig. 1. The process of virus infection.

Sekil 4.9. Viriis infeksiyonun prosesi. (Yang ve ark., 2014)..

Sonug olarak terapotik geni tasiyan patojenik-olmayan viriis, viral vektor olarak
isimlendirilir. Bugiine kadar, viral vektorler dezavantajlarina ragmen in vivo yiiksek
transfeksiyon etkinlikleri nedeniyle gen transferi i¢in en sik kullanilan vektoérlerdir

(Ibraheem ve ark., 2014).
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Viral tastyict sistemler goreceli olarak hem in vitro hem de in vivo’da yiiksek
transfeksiyon etkinligi gostermislerdir. Degisik klinik arastirmalar yapilmis, ancak
Pensilvanya Universitesinde bir ¢aligma, karacigere terapdtik DNA iletimi igin
Adenoviriis vektorii kullanilarak virlis tedavisinde 18 yasindaki bir katilimcinin
oliimii ile sonuglanmig ve gen tedavisinde 6nemli bir gerilemeye sebep olmustur. Bu
olay virlis tedavisinden biiylik inflamasyon riskini ortaya ¢ikarmistir (Yang ve ark.,

2014).

Klinik gilivenlik sorununun disinda, viral tasiyict sistemler; kiiciik tasima kapasitesi,
uzun siireli transgen ekspresyonunun olmamasi, tekrarlayan uygulamalara direng,
biiylik olclide farmasotik kalitede iiretim zorlugu ve kalite kontrolii gibi bazi diger
kritik problemler gdstermistir. Bu da viral vektdrlerin kullaniminin yeniden gézden
gecirilmesine yol agti ve viral tastyict igin toksisite sorunlarmin iistesinden
gelebileceginden  dolayr  viral-olmayan tasiyicilar  {izerindeki  arastirmay1

hizlandirmistir (Yang ve ark., 2014).

Dezavantajlar asagidaki sekilde 6zetlenebilir:
-Viral vektorler oliimciil olabilen akut immun cevaba neden (cevabi uyaran)
olabilir.
-Biiyiik miktarda viral vektor iiretimi ¢ok zor ve oldukga pahalidir.

-Sinirl gen boyutu viriisler tarafindan iletilebilir (Ibraheem ve ark., 2014).

Giivenli ve etkin bir sekilde hedef hiicrelere terapdtik genleri tasiyabilmek igin, viral-

olmayan tastyicilarin (Delivery carriers) rasyonel tasarimi 6zellikle dnemlidir.

4.8.2. Viral-Olmayan Tasiyic1 Sistemler

Viral-olmayan gen tedavisi 6zellikle gilivenlikle ilgili olarak, viral gen tedavisindeki
bircok smirlamalar1 giderme potansiyeline sahiptir. Ornegin, sentetik “tasiyicilar”
viral vektorlerden daha diisiik immiinojenisiteye sahip olma egilimindedir. Viral-
olmayan vektorler ayn1 zamanda daha biiylik genetik materyal tasima potansiyeline

sahiptirler ve sentezi viral vektorlerden daha kolaydir (Yin ve ark., 2014)
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Transgenlerin iletimi i¢in viral-olmayan uygulamalar iki gruba ayrilabilir:

1- Fiziksel uygulamalar: Genin niikleusa penetrasyonu i¢in hiicre membranim
zayiflatan fiziksel bir zorlamaya baglidir. Igne injeksiyon, elektroporasyon, gen
tabancasi, ultrason ve hidrodinamik iletim fiziksel uygulama yollaridir.

2- Kimyasal vektorler: Bunlar polimer ve DNA arasinda etkilesim oldugunda
polipleks olarak, lipit ile DNA arasinda etkilesim oldugunda lipoplex olarak
isimlendirilen bir polimer olusturmak i¢in, poli katyonik tiirevleri ve DNA’nin
anyonik fosfati arasinda, elektronik etkilesim ile veya DNA igeren mikro- ve
nanopartikiil olusturan biyobozunur kiiresel yapilarin iginde DNA’nin
enkapsulasyonu yada DNA’nin adsorpsiyonu ile hazirlanabilir (Ibraheem ve ark.,

2014).

I- Fiziksel metodlar

Fiziksek gen iletim sistemlerinin ilkesi; hiicreye diflizyonla DNA geg¢isine izin veren
gecici yaralanma veya defektlere sebep olarak hedef hiicrenin membraninda gegici
olarak zayif noktalar olusturmak icin mekanik, ultrasonik, elektrik, hidrodinamik

veya lazer-temelli enerji kullanmaya dayanmaktadir (Ibraheem ve ark., 2014).

I- Kimyasal Vektorler

Kimyasal vektorler viral vektorlerin dezavantajlarinin iistesinden gelmek i¢in umut
verici alternatifler olarak Onerilmektedirler. Bu vektorlerin hiicre niikleusuna gen
transferini artiran tic amaci vardir. Bunlar:

(1) DNA-negatif yiiklerini maskeler,

(i1) DNA molekiiliinii daha kiiciik hale getirmek i¢in sikistirir ve

(ii1))  niikleik asitleri intraseliiler niikleazlar tarafindan degredasyonundan

korur.

Bu hedefler, ya anyonik DNA ve polikatyonlar arasindaki elektrostatik etkilesimle ya
da biyobozunur polimerlerle enkapsulasyonuyla veya adsorbsiyonuyla DNA’nin

paketlenmesi yoluyla elde edilebilir (Ibraheem ve ark., 2014).
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1-DNA ve polikatyonlar arasinda Elektrostatik Etkilesim

Bu tip gen tasiyict sistemler anyonik DNA ve katyonik lipit veya polimer arasinda
sirastyla lipopleks ve polipleks olarak bilinen bir pozitif kompleks olusumuna yol

acan elektrostatik atraksiyonu kullanilirlar (Ibraheem ve ark., 2014).

ii-Lipopleksler

Katyonik bir lipit; bir hidrofobik ankor (iki alifatik zincir (doymus/doymamis) veya
bir kolestrol tiirevi, bir hidrofilik pozitif yiiklii bas ve bir aralayici (baglayici) olmak
tizere li¢ kisimdan olusur. Baglayici ankoru bas kismina baglar ve lipitlerin
biyobozunabilirliginin belirlenmesinde 6nemli bir rol oynar. Anyonik DNA ile
pozitif yiiklii lipopleks olusturmak igin kondense olur. Felgner ve arkadaslar
tarafindan  dretilmis  N[1-(2,3-dioleyloxy)propyl]-N,N,N, trimethylammonium
chloride (DOTMA), gen transferi igin kullanilmus ilk dogal-olmayan lipiddir. in vivo
lipopleks kullanimini engelleyen en 6nemli sorun zayif etkinliginin yaninda lipopleks

pozitif yiikiinden kaynaklanan sitotoksisitedir (Ibraheem ve ark., 2014).

ii-Polipleksler

Bir katyonik polimer (fizyolojik pH’da) elektrostatik etkilesim yoluyla kendiliginden
bag olusturmasiyla “polipleks” olarak isimlendirilen nano-boyutta bir kompleks
icerisinde anyonik bir niikleik asidi kondense etmek icin kullanilir. Polipleksler,
hiicresel internalizasyonu kolaylagtiran DNA molekiillerini nispeten kii¢iik boyuta
sikistirabilir ve boylece transfeksiyon etkinligi artar. Poli-I-lizin (PLL) in vivo gen
transferi i¢in kullanilan ilk polimerlerden biri olarak kabul edilmektedir (Ibraheem ve

ark., 2014).

4.9. Kitozana Iliskin Bilgiler

Gen tasinmasinda, yiiksek etkinlik ve diisiik toksisite ile hedef hiicrelere terapdtik

genin tasinmasi olduke¢a zordur (Mao ve ark., 2000).
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Kitozan, viral olmayan vektor olarak, biyouyumlulugu, biyodegrede olabilirligi,
disiik toksisite ve immiinojenitesinden dolayr dikkat ¢ekmektedir. Kitozan
biyomakromolekiillerin ve diisiik molekiiler agirligindaki ilaglarin uygulanmasi igin
ilag tastyici sistemlerin dizayninda ¢ok kullanilan polisakkaritlerden biridir (Mao ve

ark., 2000).

Kitozan glukozamin ve N-asetil-glukozamin iceren dogal polisakkaritlerin bir
cesididir. Kitozan dogada en c¢ok bulunan ikinci polisakkarit olan kitinin
deasetilasyonu ile firetilir. Genellikle, kitozan tekrarlanan glukosidik rezidiilerde
pozitif yiikk veren bir primer amino grubuna sahiptir. Kitozanin primer amino grubu
oldukga aktiftir ve cesitli gruplar icin kitozam biyoiiretim i¢in ideal bir polimer
yapan reaktif bolgeler saglayabilir. Kitozanin fizikokimyasal &zellikleri
deasitilasyonun derecesi ve molekiiler agirligi tarafindan direkt olarak etkilenir.
Kitozan, suda ve notral pH’ da ¢éziinmez, ancak primer amino grup diisiik pH’ da
protonlandiginda, suda ¢oziiniir katyonik polielektrolit haline gelir. Ayn1 zamanda
kitozanin ¢oziniirliigii deasitilasyon derecesine baglidir ve diisiik deasitilasyon
coziinlirliigli ve viskoziteyi artirilabilir. Deasitilasyondan ayri olarak, molekiiler
agirhgl da ¢oziiniirliigii ve diger 6zellikleri 6nemli derecede etkileyen onemli bir
parametredir. Kitozan sollisyonunun vizkositesi kitozan konsantrasyonunun

artmastyla artar (Kumar, 2000).

Sekil 4.10. Kitozanin Yapis1 (Kumar, 2000)

siRNA iletiminde enzimatik degredasyondan korumak icin kitozan diisliniilmeden
once formiilasyon optimizasyonu gerekmektedir. Ayni zamanda siRNA’nin

DNA’dan yap1 ve biiyiikliik olarak oldukga farkli olmasindan dolay1 olusan siRNA
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kompleksinin fiziksel ve biyolojik 6zelliklerine iligkin farkli formiilasyon

parametrelerinin etkisi tamamiyle karakterize edilmelidir (Mao ve ark., 2000).

Kitozanin molekiil agirlig1 kitozan/siRNA nanopartikiiliiniin in vitro gen susturmasi
ve fizikokimyasal 6zelliklerini (biiyiikliik, zeta potansiyeli, morfolojisi ve kompleks
stabilitesi) etkiledigi gosterilmistir. Nanopartikiil stabilitesi ekstraseliiler siRNA
korunmasi icin gereklidir, ancak, RISC gibi intraseliiler komponentlerle etkilesimi
yoluyla RNA-aracilikli gen susturmaya izin vermek igin ayrilma gereklidir. istenilen
molekiil agirhiginda kitozan ile siRNA biyolojik fonksiyonu i¢in siRNA’nin
korunmasi ve salimi arasindaki uygun denge elde edilmesi gerekmektedir (Ibraheem

ve ark., 2014).

Kitozan/siRNA kompleksinin partikiil boyutu kitozan molekiiliine baglidir. Katas ve
arkadaglar1 kitozan nanopartikiillerinin partikiil boyutunu diisiik molekiil agirlikli
kitozan (110kDa) kullandiklarinda yiiksek molekiil agirlikli kitozana (270kDa) gore
daha diisiik oldugunu gostermislerdir (Kumar, 2000).

Ayni zamanda kitozanin konsantrasyonu da kompleks ozelliklerini etkilemektedir

(Kumar, 2000).

Kitozan asidik ortamlarda ¢oziindiiglinde DD degeri pozitif yik yogunlugunu
belirler. Yiksek DD daha iyi siRNA baglanma kapasitesi saglayan artmis pozitif
yiike yol agmaktadir. Yiiksek dereceli deasetilasyon (%80 lizerinde) etkin siRNA-
aracilikli inhibisyonda 6nemli bir faktor olarak tanimlanmistir. Diigiik DD ile kitozan
siRNA ile diisiik yiik etkilesimine sahiptir, partikiiller instabildir ve H1299 insan

akciger kanserinde diislik inhibisyon gozlenmistir (Kumar, 2000).

N/P orani; kitozan amino gruplarinin (N) RNA’nin fosfat gruplaria (P) orani olarak
tanimlanmaktador. Howard ve arkadaslar1 kitozan ve siRNA arasinda nanaopartikiil
olusumu diisiik N/P oraninda artan boyut ile N/P oranim1 bagli oldugunu

belirtmislerdir (Kumar, 2000).
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Kitozan/siRNA nanopartikiillleri aym1 zamanda kitozanin tuz formu ile de
etkilenmektedir. Kitozan hidrokloriirden (CI213, CI113) daha yiiksek molekiil
agirhigina sahip kitozan glutamat (G213, G113) siRNA ile kitozan hidrokloriirden
daha kiiciik boyutta kompleksler iiretilir. Kitozan glutamat ile daha yiiksek siRNA
yiikleme etkinligi ve transfeksiyon sonrasi gen susturma etkisinin de daha yiiksek

oldugu gozlenmistir (Kumar, 2000).

Kitozan, diisliik toksisitede, biyouyumlu ve biyoparcalanabilen ozellikte bir

biyopolimerdir (Mao ve ark., 2000)

4.9.1. Kitozan ve miRNA

Kitozanin miRNA tastyicist olarak kullanildigi ¢ok az sayida yaym mevcuttur.
Kitozanla yapilan ¢aligmada (Chen ve ark., 2014), operasyon sonrasi Achilles tendon
tyilesmesindeki problemlerin ¢oziimii i¢in kitozan arastirilmis kitozanin miR-296
ekspresyonunu belirgin oranda artirdigi saptanmistir. Diger bir ¢alismada akciger
kanseri teshis ve goriintiilenmesinde kitozan/miR-155 molekiiler beakon
kombinasyonu kullanilmistir (Zhu ve ark., 2014). Deng ve arkadaslar1 tiglii negatif
meme kanserinde, doksarubisin ve miR-34a iceren hyalunorik asit-kitozan
nanopartikiillerini kullanmislar, anti-tiimor tedavide olumlu sonu¢ alindigin1 rapor

etmislerdir (Deng ve ark., 2014).
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5. GEREC ve YONTEM

5.1. GEREC

5.1.1. Kimyasal Sarf Malzemesi

Amonyum molibdat
Asetik asit

Borik asit
Bromfenol mavisi
Dimetil siilfoksit
DMEM

EDTA

Etanol (absolii)
Etidyum bromiir
Fenol

Featal bovin serum
Formaldehit
Glasiyal asetik asit
Gliserol

Hidrojen floriir
Hidroklorik asit
Kitozan
Kloroform
Metanol

Sodyum hidroksit
Sodyum Kloriir
Tripan mavisi
Tripsin 1:250

Trizma base

Sigma (ABD)

E. Merck (Almanya)
Sigma (ABD)

Sigma (ABD)

Sigma (ABD)

Biological Industries (srail)
Sigma (ABD)

Riedel de Haen (Almanya)
Sigma (ABD)

Sigma (ABD)

Biological Industries (Israil)
E. Merck (Almanya)

E. Merck (Almanya)
Fluka (Almanya)

Sigma (ABD)

E. Merck (Almanya)
Sigma (ABD)

E. Merck (Almanya)

E. Merck (Almanya)

J. T. Baker (ABD)

Sigma (ABD)

E. Merck (Almanya)
Sigma (ABD)

Roche (Almanya)



5.1.2. Kullanilan Cihazlar

PCR cihaz1

RT-PCR cihazi

Derin Dondurucu (-20)

Derin Dondurucu (-80)

Distile Su Cihazi

Elektroforez Gli¢ Kaynagi

Etiiv

Etiiv

Fluoresan Mikroskop

Dijital fotograf makinesi

Hassas Terazi

Horizontal Karistirici

Isitict Tabla

Invert Mikroskop

Jel Analiz Sistemi

JVC Spot Junior Kamera Sistemi
Karbondioksitli Etiiv

Konfokal Mikroskop

Laminar Akisli Doku Kiiltiirii Kabini
StepOne Plus 7500 fast PCR cihazi
Manyetik Karistiric

Mekanik Karigtirict

Mikropipet seti

Mikrosantrifiij

Mili-Q Su Sistemi

Otoklav

Partikiil Ol¢iim Cihazi

pH metre

Santrifiij

Sogutmali Santrifiij

Spektrofotometre
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Applied Biosystems

Applied Biosystems

Argelik (Tiirkiye)

Nuar (ABD)

GFL (Almanya)

EC-Techne (Ingiltere)

Heraeus (Almanya)

Memmert (Almanya)

Olympus BX50 (Japonya) Olympus
(Japonya)

Shimadzu (Japonya)

Velp Scientifica (Italya)
Ika-Werk (Almanya)

Olympus BH40 (Japonya)
Kodak 1D Dijital Science (ABD)
JVC (Japonya)

Sanyo (Japonya)

Zeiss

Holten-Safe 2000 (Danimarka)
Applied Biosystems®

Ika-Werk (Almanya)

Ika-Werk (Almanya)

Gilson (Fransa)

Hettich (Almanya)

Milipore (ABD)

Kermanlar (Tiirkiye)

Malvern HSA 3000 (ingiltere) WTW
(Almanya)

Hettich (Almanya)

Eppendorf

Shimadzu BioSpec-1601 (Japonya)



Transmission Elektron Mikroskobu Jeol (Japonya)

Terazi Sartorius (Almanya)

U.V. Transilliiminator Vilber Lourmat (Fransa)
Vertikal Karistirici Velp Scientifica (italya)
Yatay Jel Elektroforez Cihazi Atto (Japonya)

Yiizey Yiikii Ol¢iim Cihaz Malvern HSA 3000 (ingiltere)

5.1.3. miRNA Mimiklerinin Yapisi

Tez ¢alismamizda,;
Hsa-miR-200c-3p (Dharmacon), UAAUACUGCCGGGUAAUGAUGGA (50 nM)
Hsa-miR-141-3p (Dharmacon), UAACACUGUCUGGUAAAGAUGG (50 nM)
Cel-miR-67 (Dharmacon), UCACAACCUCCUAGAAAGAGUAGA (5 nM)

Dy547 isaretli Cel-miR-67 (Dharmacon), UCACAACCUCCUAGAAAGAGUAGA
(20 nM)

dizilise sahip olan 22/23-mer’lik miRNA’lar kullanimistir. miRNA’lar A4 formunda
(2°-hidroksil, baglanmis ve tuzu giderilmis ¢ift sarmal) sentezlenmistir. Liyofilize
miRNA’lar, 1XsiRNA tamponu ile son konsantrasyonu sirasiyla 50 nM, 5 nM ve 20

nM olacak sekilde ¢ozlindlirilmistiir.

In vitro calismada, farkli memeli hiicreleri tarafindan endojen ekspresyonu
downregiile edilen miR-200c ve miR-141 miRNA’larinin ekspressiyonunu normal
seviyeye getirmek icin miR-200c ve miR-141 mimikleri ile hazirlanmis olan
formiilasyonlar hiicrelere verilmistir. Transfeksiyon g¢alismalarinda negatif kontrol
olarak cel-miR-67 ile hazirlanmis formiilasyonlar hiicrelere verilmistir. MikroRNA
mimik transfeksiyon kontrolii i¢in Dy547 isaretli cel-miR-67 ile hazirlanmig
formiilasyonlar hiicrelere verilerek floresan ve konfokal mikroskobunda goriintii

alinmastir.
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5.1.4. Kullanilan Hiicre Kiiltiirleri

MCE-10A
MCF-7 (insan meme adenokarsinomu hiicre kiiltiirii):

C.M.McGrath tarafindan 69 yasinda 0 Rh+ kan grubuna sahip Orta Asyal1 bir

kadindan plevral efiizyon ile elde edilmis yiizeye tutunan, epitelyal siit bezi
adenokarsinomudur. Ostrojen reseptdrii pozitif hiicrelerdir. MCF-7 hiicrelerinin
bliylimeleri TNF-a tarafindan inhibe edilir. MCF-7 hiicreleri sitoplazmik Gstrojen
aracilifiyla Ostradiolii prosesleme de dahil diferansiye olmus meme epitel

hiicrelerinin ¢esitli 6zelliklerini tasimaktadir (218).

MDA-MB-231:

MDA-MB-231 insan adenokarsinom modeli olarak kullanilmaktadir.

MDA-MB-435:

MDA-MB-435 60 insan timor hiicre dizisinin NCI-DTP panelinin bir
tiyesidir, metastatik insan meme kanserinin bir modeli olarak kullanilmaktadir. Bu
hiicre dizisi M.D.Anderson’da 31 yasinda meme kanserli bir kadindan pleural
effiizyondan tiirevlendirilmistir (30). Gen ekspressiyon analizleri ile tam olarak
karakterize edilmistir. MDA-MB-435 hiicrelerinin gen ekspressiyon paternleri meme

timdr hiicre dizilerinden ziyade melanoma hiicre dizilerine benzemektedir (63).

L929:
Fare fibrpblast hiicre hattidir.
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5.1.5. Besiyerleri ve Cozeltiler

5.1.5.1. Besiyerleri

e Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM)

1) 4 X DMEM Cozeltisi (-)
DMEM besiyeri 250 ml steril bidistile su igerisinde ¢oziindiiriildii ve 0.22

um’lik filtreden stiziilerek sterilize edildi.

i) Sodyum Bikarbonat Cozeltisi (%10)
100 g sodyum bikarbonat 1 litre steril bidistile su i¢erisinde ¢ozilindiiriildii ve

0.22 um’lik filtreden siiziilerek sterilize edildi.

i) 1 X DMEM Cézeltisi

100 mL serum, 250 mL 4X DMEM (-) ¢o6zeltisi, 100 IU/mL penisilin, 100
pg/mL streptomisin ve 5 pg/mL amfoterisin lizerine 20 mL %10 (a/h) sodyum
bikarbonat ¢ozeltisi eklenerek pH’s1 7.4’e ayarlandi. Cozelti hacmi steril bidistile su

ile 1 litreye tamamlandi. Hiicre kiiltiirli ¢alismalarinda dogrudan bu ¢ozelti kullanildi.

e MEGM™ Mammary Epithelial Cell Growth Medium Bullet kit

5.1.7.2. Cozeltiler

¢ Elektroforez Yiiriitme Cozeltisi (x10)
6.055 g Tris (50 mM), 82 g Glisin (384 mM) ddH,0’da ¢o6ziildii. ddH,O ile 200

ml’ye tamamlandi.

¢ FElektroforez Yiikleme Tamponu (x 6)
% 0.25 Bromfenol Mavisi
% 0.25 Ksilen Siyanol
% 30 Gliserol
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Hazirlanan elektroforez yilikleme tamponu, kiiciik hacimlere bdliinerek +4°C’ de
muhafaza edildi. Jel elektroforezi c¢aligmalar1 esnasinda elektroforez yiikleme

tamponu, 6rnekler ile 1:5 oraninda karistirilarak kullanildi.

e FEtilendiamintetraasetik Asit (EDTA) Cozeltisi (0.5 M, pH 8.0)

186.1 g EDTA 800 mL bidistile suda ¢oziindiiriildii. Pellet halinde NaOH
eklenerek ¢ozeltinin pH’s1 8’e ayarland1 ve hacmi 1 litreye tamamlandi. Hazirlanan
cozelti otoklavda 121°C’de 1 atmosfer basing altinda 20 dakika sterilize edildi.
(EDTA mol agirlig1 = 372.2)

e EDTA Cozeltisi (%5 (a/h))
5 g EDTA tartilip 80 mL distile su icerinde ¢oziindiiriildii, hacmi 100 mL’ye
tamamlandi. Cozeltinin pH’s1 NaOH ile 7.2°ye ayarlandi. Otoklavda 121°C’de 1

atmosfer basing altinda 20 dakika sterilize edildi.

e Etidyum Bromiir (10 mg/ml)

0.1 g etidyum bromiir 10 mL distile su igerisinde ¢6ziindiiriilerek hazirlandu.

e Fenol- Kloroform — izoamil Alkol (25 / 24 /1)

Kristal halde fenol, 65°C’de eritildikten sonra, oksidasyonu 6nlemek i¢in son
konsantrasyonu % 0.1 (a/h) olacak sekilde 8-hidroksikinolin eklendi. Fenol,
Kloroform — izoamil alkol ile karistirilmadan 6nce Tris-HCI tamponu ile doyuruldu.
Bunun i¢in fenol tizerine esit hacimde 0.5 M Tris-HCI tamponu (pH 8.0) eklendi ve
kuvvetlice karistirildi. Fenol ve tamponun iki faz halinde ayrilmasi i¢in emiilsiyon
+4°C’de 60 dakika bekletildi. Ustte olusan Tris-HCI faz1 uzaklastirildi. Ayni islem
0.1 M Tris-HCl tamponu ile fenoliin pH degeri 7.8’den biiyiik olana kadar
tekrarlandi. Tris-HCI1 tamponu ile doyurulan fenol esit hacimde kloroform — izoamil
alkol (24/1) ile karistirild1 ve {izerine yaklagik 0.1 hacim 0.1 M Tris-HCI tamponu
eklendikten sonra +4°C’de sakland1 (215).
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¢ Fizyolojik Fosfat Tamponu (PBS pH 7.4)
2.38 g Na;HPO,4, 0.190 g KH,PO,4 ve 8 g NaCl tartilarak 800 mL bidistile
suda ¢Ozlindiirtildii, 1000 mL’ye tamamlandi. Hazirlanan ¢dzeltinin pH’s1 6l¢iildii,

asidik ise Na;HPOy; bazik ise KH,PO, eklenerek pH 7.4°¢ ayarlandi.

e Glukoz Cozeltisi (0.5 M)
9.01 g glukoz bidistile su igerisinde ¢oziindiiriilerek 100 mL’ye tamamlandi.

(Glukoz mol agirligr = 180.2)

e 5 N Hidroklorik asit (HCI) Cozeltisi
41.44 mL % 37 (a/h) ’lik HCI alinip 100 mL’ye tamamlandi.

e Kitozan Cozeltisi (% 1 (a’/h))
Cozeltilerin hazirlanmasinda molekiil agirhigi 70 kDa olan disiik (L)
molekiiler agirlikl kitozan kullanildi. 1 g kitozan tartilip 100 mL Tris-asetat tamponu
(pH 5.0) igerisinde ¢ozlindiiriildii. Hazirlanan kitozan ¢ozeltileri kompleks

hazirlanmasinda kullanildi.

e Lizis Tamponu
25 mM Tris-PO4 tamponu (pH 7.8)
2mM EDTA
2mMDTT
% 10 Gliserol
% 1 Triton® X-100
Liziz tamponu, 0.22pm por ¢apina sahip filtre kullanilarak sterilize edildi ve +4°C’de

muhafaza edildi.

e RIPA Tamponu
10 mM HEPES, 10 mM KCI, 1.5 mM MgCl,, 0.5 mM DTT, %1 NP-40, PMSF,
%25 gliserol, 0.2 mM EDTA igeren tampon hazirlandu.
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e SiRNA Tamponu
60 mM KCI, 6 mM HEPES-KOH, 0.2 mM MgCl, RNaz icermeyen su igerisinde

cozilindiiriilerek hacmi 100 ml’ye tamamlandi ve pH’s1 7.5’a ayarlandi.

e Sodyum Fosfat Tamponu (0.2 M, pH 7.5)

10.74 g Na;HPO,4 150 mL bidistile su igerisinde konsantrasyonu 0.2 M olacak
sekilde ¢oziindiirildii. (Na;HPO4 mol agirhign = 358.14) 1.56 g NaH,PO, 50 mL
bidistile su igersinde konsantrasyonu 0.2 M olacak sekilde ¢oziindiiriildi. (NaH,PO4
mol agirhigr = 156.01) Yukarida belirtildigi sekilde hazirlanan 0.2 M Na;HPO4
cozeltisinin  pH degeri yukarida belirtildigi sekilde hazirlanan 0.2 M NaH;PO,4

¢oOzeltisi ile 7.5°e ayarlandi.

e Tripan Mavisi Cozeltisi (% 0.4 (a/h))
0.4 g Tripan mavisi tartilip PBS icerisinde ¢oziindiiriiliir, hacmi 100 mL’ye

tamamlanir.

e Tripsin Cozeltisi (% 0.25 (a/h))
2.5 g Tripsin 1 litre steril PBS (pH 7.4) igerisinde ¢oziindiiriildi. 0.22 pm’lik

filtreden siiziilerek sterilize edildi. Hazirlanan bu ¢6zelti -20°C’de saklandi.

e Tripsin— EDTA Cozeltisi (% 0.05 (a/h) : % 0.05 (a/h) )
10 mL % 5 (a/h) EDTA ¢ozeltisinin lizerine 200 mL % 0.25 tripsin ¢ozeltisi
eklendi, steril PBS pH 7.4 ile hacmi 1 litreye tamamlandi.

e 5X Tris — Borik Asit - EDTA (TBE) Cozeltisi
54 g Tris ve 27.5 g borik asit 800 mL bidistile su igerisinde ¢oziindiiriildii.
Cozelti lizerine 20 mL 0.5 M EDTA c¢ozeltisi (pH 8.0) eklendi. Cozeltinin hacmi
bidistile su ile 1 litreye tamamlandi. Elektroforez tamponu olarak veya agaroz

jellerin hazirlanmasinda 1/5 oraninda seyreltildikten sonra kullanildi.

60



e Tris-HCI Tamponu (1 M, pH 8.0)
121.1 g Tris, 800 mL bidistile su igerisinde ¢6ziindiiriildii. 5 N HCI ¢ozeltisi
ile pH’s1 8’e ayarlandiktan sonra hacmi 1 litreye tamamlandi. Hazirlanan Tris-HCI
tampon ¢ozeltisi otoklavda 121°C’de 1 atmosfer basing altinda 20 dakika sterilize

edildi. (Tris mol agirhigi = 121.1)
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5.2. YONTEM

5.2.1. miRNA Mimiklerinin Hazirlanmasi ve Kontrolu

Tez ¢alismasinda hsa-miR-200c¢ ve hsa-miR-141 mimikleri kullanilmustir
(Dharmacon, USA). Liyofilize miRNA’larin son konsantrasyonu 50nmol olacak
sekilde 1XsiRNA tamponu ile resiispansiyonu yapildi. miRNA pelletinin tiipiin
dibinde toplanmasi i¢in kisa siireli santrifiij yapildi. Her bir mikroRNA pelletini
diliie etmek igin, 0,5/1pg/ul ve totalde son konsantrasyon 50nmol olacak sekilde
1 XsiRNA tamponu eklendi. Kabarciklarin olusmasindan kaginarak 3-5 defa pipeta;j
yapildi. Oda sicakliginda 30 dakika orbital karistiricida karismasi saglandi. Karisim
sonunda soliisyonun tiipiin dibinde toplanmasini saglamak icin kisa santrifiij edildi.
UV spektrofotometrede (260nm) miRNA konsantrasyonlar1 kontrol edildi ve
elektroforetik olarak kontrolii yapildi. Resiispande edilen miRNA’lar kiigiik
hacimlerde alikotland1 ve -20°C’de saklandi.

miR-200 mimiklerine iliskin bilgiler 5.1.3.’de ayrintili sekilde verilmistir.

5.2.1.1.miRNA Mimiklerinin Elektroforetik Kontroli

Calismada kullanilan sentetik siRNA’lar agaroz jel elektroforezi ile
incelendi. Bu amagla agaroz %2 (a/h) olacak sekilde, 1XTAE igerisinde (RNaz ve
DNaz i¢ermeyen su ile hazirlanan TAE) kaynatilarak ¢oziindiiriildii. Cozeltinin
sicakligr 55-60°C’ye indiginde 0.05 pg/ml final konsantrasyonda niikleik asid
boyama soliisyonu (RedSafe™, Intron Biotech.) eklendi ve yatay jel kasetlerine
dokiildii. Agaroz jel donduktan sonra 1x TAE tamponu igeren elektroforez tankina
yerlestirildi. miRNA o6rnekleri 5:1 oraninda 6xyiikleme tamponu ile karistirilarak
jele uygulandi. Elektroforez islemi 200 V / 80 mA sabit elektrik akimi altinda 30
dakikada tamamlandi. miRNA bandi UV transilliiminatdr ile goriiniir hale getirildi

ve fotografi ¢ekildi.
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5.2.1.2. miRNA Mimiklerinin Spektrofotometrik Kontrolii

Bu calismada miRNA’larin  spektrofotometrede maksimum absorbans
gosterdikleri 260 ve 280 nm dalga boylarinda miRNA’larin absorbanslar1 dl¢tildii

ve miRNA miktarlar1 ve safliklar1 belirlendi.

5.2.2 Kitozan/miRNA Nanoplekslerin Hazirlanmas1 ve Kontrolii

Kitozan, 40 mM Tris-asetat/asetik asit ¢ozeltisinde (pH 5,0) ¢oziindiiriilerek
son konsantrasyonu %1 (a/h) olacak sekilde ¢ozeltisi hazirlandi. miRNA ve kitozan
coOzeltileri basitce karistirilarak ve vortekslenerek kitozan/miRNA kompleksleri
hazirland1. % 1’lik konsantrasyonda 70 kDa diisiik molekiil agirligina sahip kitozan
(10mg/ml) ile siRNA (0,5pg/ul) belli oranlarda karistirilarak agirlikga (+/-) 10/1,
20/1, 30/1, 40/1 ve 50/1 oranlarinda kompleksler hazirlandi. Kompleks olusumu
icin oda sicakhifinda 1 saat beklendi. Kompleks hazirlanmasi siiresince,
miRNA’larin hacmi sabit tutuldu ve kitozan soliisyonunun hacmi teorik yiik
oranini (+/-) (aminin fosfat gruplarina molar orani) ayarlamak ic¢in degistirildi.

Her bir kompleks 3 seri halinde hazirlandu.

5.2.2.1.Agaroz Jel Elektroforezi ile Kompleks Olusumunun Goriintiilenmesi

Hazirlanan kompleksler % 2’lik (a/h) konsantrasyonda hazirlanmig olan
agaroz jelinde elektroforez yontemiyle incelendi. Kompleks olusumu i¢in 1 saat
beklendikten sonra %2’lik jele uygulandi. Elektroforez islemi 200V/80mA sabit
akim altinda 30 dakikada tamamlandi. miRNA, niikleik asid boyama soliisyonu
ile boyanarak UV 15181 altinda gozlendi. Olusan jel resmi dijital kamera ile

goriintiilendi ve kompleks olusumu incelendi.

5.2.2.2. Komplekslerin TEM ile Goriintiilenmesi

Hazirlanan kitozan/miRNA kompleksi, Jeol (Japonya) marka transmisyon

elektron mikroskobu (TEM) ile goriintiilendi. Transmisyon elektron mikroskobu
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(TEM) ile inceleme yapmak i¢in, temiz mikroskop lami kloroform igerisinde
hazirlanan % 0.25’lik Polivinil formal (Vinylec K) c¢ozeltisine batirilip ¢ikarildi
ev oda sicakliginda 5 dakika kurutularak lam {izerinde ince bir Vinylec K film
olugmasi saglandi. Filmin kolayca ¢ikmasi i¢in filmin kenarlari bir bistiiri ile
cizildikten sonra %1’lik HF igerisine batirilip ¢ikarildi. Hemen ardindan kapli lam

30-40°lik agiyla genis bir kap i¢indeki saf suya batirilarak filmin yiizmesi

saglandi. 100, 200 ve 300 mesh boyutlarindaki bakir (Cu+2) gridler kullanildi.
Kaplanacak gridler filmin iizerine kondu ve iizerinde grid bulunan gridler temiz bir
lam kullanilarak dikkatli bir sekilde alt iist edildi ve oda sicakliginda kurutuldu.
Polimer ile kaplanmis gridlerin {izerine, 10-20 pl hacimde incelenecek olan
kompleks formiilasyonunun pH 7.4 PBS tamponu igerisinde hazirlanan
siispansiyonu damlatildi. Kompleks formiilasyonunun yiizeye absorbe olmasi i¢in
oda temperatiiriinde yaklasik olarak 10 dakika bekleme siiresi sonunda
siispansiyonun fazlas1 filtre kagidi ile dikkatlice alindi ve grid iizerine bir damla
%1’lik (a’h) amonyum molibdat ¢ozeltisi damlatildi. 2 dakika sonra gridler
tizerindeki amonyum molibdat ¢ozeltisi filtre kagidi ile alindi ve gridler 4°C’da
kurumaya birakildi. Hazirlanan gridlerin TEM incelemeleri x30-50.000 biiyiitme

araliginda artan voltaj kosullarinda gergeklestirildi.

5.2.2.3 Komplekslerin Partikiil Biiyiikliigii Degerlerinin Olgiilmesi

Komplekslerin partikiil biiyiikliikleri, Malvern cihazina entegre partikiil
Olcer birimiyle, pH 7.4 PBS tamponu igerisinde oOl¢iildii. Her biri on ayr1 6l¢lim
degeri veren ii¢ ayr1 Ornekte Olglim yapildi. Komplekslerinin yanisira serbest

miRNA’nin da partikiil biiytikliigii 6l¢timleri yapildi.
5.2.2.4. Komplekslerin Zeta Potansiyel Degerlerinin Olgiilmesi

Komplekslerin zeta-potansiyel degerleri elektroforetik mobilitelerini dlgen
zeta Olger (Malvern Instruments, UK) cihazinda 6l¢iildii. Sonuglar Malvern PCS
versiyon 4.41 yaziliminda hesaplandi. Olgiim cam kiivetlerde, 25°C’ de ve PBS

pH 7.4 tamponunda yapildi. Her biri on ayr1 6l¢iim degeri veren {li¢ ayr1 ornekte
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Ol¢tim yapildi. Komplekslerin yanisira serbest miRNA’nin da zeta-potansiyel degeri

sleiildii,

5.2.2.5 Kitozan/siRNA Komplekslerinin Seruma Kars1 Stabilitesinin Incelenmesi

Ciplak miRNA, kitozan/miRNA kompleksi iizerine %10 fetal bovine serum
eklenerek 37°C’de inkiibe edildi ve daha sonra 150 mM NaCl ¢o6zeltisi eklendi.

Belli zaman araliklarinda 6rnekler alindi ve elektroforetik olarak degerlendirildi.

5.2.2.6.Kitozan/siRNA Komplekslerinin Dekompleksasyon Kontrolii

Kitozan/miRNA kompleksi 1:1 oranda 0.1M NaOH ¢ozeltisi ile muamele
edildikten kisa siire sonra (miRNA’nin hidrolize olmasini 6nlemek i¢in 1 dk) %2’lik

agaroz jeline yiiklenerek elektroforez yontemi ile degerlendirildi (Laroui, vd., 2011).

5.2.3. In Vitro Transfeksiyon Calsmalari

5.2.3.1. Hiicre Kiiltiirii Pasaji ve Hiicre Kiiltiiriiniin Devamliliginin Siirdiiriilmesi

Calismalar1

Kontrol hiicre hatti olarak kanser olmayan hiicre hattt olan MCF-10A
saglikli meme hiicre kiultirii kullanmilmistir. hsa-miR-141 ve hsa-miR-200c
mimikleri tasiyan kitozan kompleks formiilasyonlarinin in vitro transfeksiyon
calismalarinda ise, MCF- 7, MDA-MB-231 ve MDA-MB-435 meme kanseri hiicre
kiiltiirleri  kullanilmis, hiicre kiiltiirlerine iliskin bilgiler boliim 5.1. Gereg
boliimiinde ‘Kullanilan Hiicre Kiiltiirleri” bashigi altinda 5.1.4.°de ayrintili bir

sekilde verilmistir.

In vitro transfeksiyon ¢alismalari; T-25 c¢m2 hiicre kiiltiirii siseleri ile 6

ve/veya 24 kuyucuklu plateler kullanilarak gerceklestirildi. Hiicre pasajlar1 ve hiicre
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kiiltliriiniin devamliliginin saglanmasi ¢alismalarinda, MCF-7, MDA-MB-231 ve
MDA-MB-435 hiicre hatlar1 i¢in % 10 fetal bovin serum, 100 mM L-glutamin
ve 100 mM antibiyotik ¢ozeltisi iceren 0.22’lik filtre kullanilarak steril edilmis
DMEM doku kiiltiirii besiyeri kullanildi ve MCF-10A hiicre hatt1 icin MEGM
Bullet kit (Lonza) kullanild1. In vitro transfeksiyon ¢alismalarinin ilk asamalarinda,
belirtilen doku kiiltiirii besiyeri, serum ilavesiz olarak kullanildi. Belirli zaman

araliklarinda hiicre sayimi ve canlilik tayini yapildi.

Pasajlama islemi hiicrelerin yogunluguna bagli olarak 3-4 giinde bir yapildi.
Pasajlama i¢in besiyeri ortamdan uzaklastirildiktan sonra kalan hiicre tabakasi 5 ml
steril PBS (pH 7.4) tamponu ile 2 kez yikandi. 1ml tripsin:EDTA (%0.05:% 0.05)
¢oOzeltisi ilave edildi ve 37°C’ de 2-3 dakika kadar bekletilerek hiicre kiiltiir
sisesine tutunmus haldeki hiicrelerin tamamen kalkmasi saglandi. Hiicre tabakasinin
tamamen dagildig1 invert 151k mikroskobu ile gozlenerek onaylandi. Daha sonra
hiicrelerin {lizerine 5 ml taze besiyeri ilave edildi ve birka¢ kez pipetaj yapilarak
hiicre kiimelerinin ayrilmasi saglandi. Kiiltiirler % 5 karbondioksit ve % 98 nem

iceren 37°C’lik etiivde inkiibe edildi.

5.2.3.2. Normal Meme Hiicre Hatt1 ve Meme Kanseri Hiicre Hatlarinda Saglikli
Endojen miRNA Diizey Tayini

Saglikli ve kanserli hiicre hatlarinda endojen miR-141 ve miR-200c
miRNA’larinin  ekspresyon diizeyini belirlemek i¢in kit protokoliine uygun
olarak RNA izolasyonu yapildi. Hiicreden izole edilen RNA nin spektrofotometrik
ve elektroforetik kontrolii yapildi. Spesifik miRNA primerleri kullanilarak elde
edilen ve kontrolleri yapilan RNA’lardan cDNA sentezlemek i¢cin cDNA sentez kiti
kullanildi. Daha sonra elde edilen cDNA’dan Universal Prob Library (UPL), ileri ve
geri primerler, master (MgCl, ANTP, PCR tamponu) karigimi1 ve su ile hedef gen ve
house-keeping gen olarak RNU6B Stepone Plus Real-Time PCR cihazinda
amplifiye edildi. Herbir 6rnek duplike olarak ¢alisild1 ve elde edilen Ct (Crossing

threshold) degerlerinin ortalamast alindi. AACt metoduna gore (Once
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housekeeping gene daha sonra kalibratore gore normalizayon) ekspresyon
diizeyleri belirlendi. Bu islemle birlikte her 6rnekte hedef gen ve housekeeping
gen duplike olarak amplifiye edildi ve hedef genlerin ortalama Ct degerleri
housekeeping genlerden c¢ikarilarak normalize edildi. Ayrica yapilan tim
orneklerin median Ct degerleri alind1 ve bu kalibrator olarak kabul edilerek tiim
degerlerin normalize edilmis Ct degerleri (delta Ct), kalibratoriin delta Ct
degerlerinden c¢ikarild1 ve bu deger PCR verimliligini temsil eden 2’ eksi kuvveti

alinarak ekspresyon diizeyi belirlendi.

5.2.3.3.Transfeksiyon Oncesi Hiicre Ekimi ve Transfeksiyon

Transfeksiyon i¢in hiicreler tek tabaka halinde biiyiitiildii. Hiicre ekim islemi
icin yontem 3.1°de belirtildigi sekilde tripsinize edilen hiicrelerin iizerine 5 ml
besiyeri eklendi ve 1000 rpm’de 4 dakika santrifiij edilerek hiicreler ¢oktiirtildii.
Stipernatant atildi ve ¢okelti halindeki hiicreler 1 ml besiyeri igerisinde tekrar
dagitildi. Steril bir ependorfa 100 pl hiicre stispansiyonu, 400 pl besiyeri ve 500 ul
% 0.4’°1iik tripan mavisi ¢ozeltisi kondu. Hiicreler Thoma laminin 16 biiytik karelik
alaninin en st ve en sag ¢izgisi disinda kalan alan {izerindeki toplam oli ve
canlt hiicre sayis1 seklinde ters fazli mikroskoptan gozlenerek sayildi. Bu islem
Thoma laminin diger 16 biiyiik karelik bolmesi i¢in de tekrarlandi. Ortalama hiicre

sayist hesaplandi. Hiicre sayist i¢in agsagidaki formiil kullanilda.

Ortalama hiicre sayisi

Hiicre sayisi/ml= x(diliisyon faktorii=10)

10

6- kuyucuklu hiicre kiiltiirii plagina her bir kuyucuga 2x1 O6 tane hiicre ekimi
yapildi. Hiicreler bir gece 37°C’lik CO2 inkiibatoriinde inkiibe edildi. miRNA

ile transfeksiyon igleminden Once hiicrelerin iizerindeki besiyeri uzaklastirildi ve
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soguk PBS ile yikandi, daha sonra Iml serumsuz taze besiyeri ilave edildi. Her
bir hiicre hatti i¢in ayr1 hazirlanan kompleksleri besiyerine pipetleyerek
siispanse edildi ve kompleksin besiyerinde esit dagilmasini saglamak i¢in yaklasik
1 dakika orbital c¢alkalayicida karismasi saglandi. Transfeksiyondan 4 saat sonra 1
ml serumlu besiyeri ilave edildi ve transfeksiyonun 48. saatinde transfeksiyon

kontrolleri ve tayinler yiirtitildi.

5.2.3.4. Floresans Isaretli Mimik miRNA’larm Hiicre Icindeki Transfeksiyonu
Floresan Mikroskop ve Konfokal Mikroskop Ile Incelenmesi

6-kuyucuklu hiicre kiiltiirii plagina ekimi yapilan MCF-7, MDA-MB-231 ve
MDA-MB-435 hiicre hatlarina, Rhodamin filtre ile maksimum 557-570nm dalga
boyunda absorbe olan Dy547 boya eklenmis (20 nM) Caenorhabditis elegans miR-
67 (cel-miR-67) miRNA mimikleri ile hazirlanmis olan kitozan/Dy547-miR67
mimik kompleks (20/1 (+/-)) formiilasyonu hiicre hatlarina transfekte edildi.
Dy547- miRNA hiicre igerisindeki lokalizasyonlar1 konfokal LSM700 (Zeiss) ve
transfeksiyonun 48. saat ve sonrasi farkli zaman araliklarinda floresan mikroskop

ile incelendi.

5.2.3.5. RT-PCR Yontemi ile miRNA Doz Calismalari

1. RNA izolasyonu

RNA izolasyonu Ambion markasinin “’MirVana™ MiRNA Izolasyon kit”’
protokoliine uygun yapildi. Transfeksiyondan 48 saat sonra hiicreler tlizerindeki
besiyeri alindi ve besiyeri fazlasini almak i¢in Iml PBS tamponu ile yikandi.
Liziz/Baglayic1 tamponu igerisine eklendi. Hiicreleri tamamen parcalamak ve
homojen bir lizat gérmek i¢in kuvvetlice vortekslendi. Hiicre lizatina 1/10
voliim miRNA homojenat aditif eklendi ve vorteksleyerek iyice karistirildi. Karigim
10 dk buz iizerinde bekletildi. miRNA homojenat aditif eklenmeden Onceki lizat

voliimiine esit voliimde Asit-fenol:kloroform eklendi. Karismasi i¢in 30-60 sn
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vorteksledikten sonra, sulu ve organik fazi ayirmak i¢in, oda 1sisinda 5 dk
(10.000xg) santrifiij edildi. Dikkatlice alt faz1 bozmadan iist faz1 voliimii not ederek
yeni bir tiipe transfer edildi. Sulu faza AGS grade %100 etanol’den 1,25 voliimii
kadar eklendi ve iyice pipetlendi. Karisimdan genomik DNA’y1 elimine etmek
icin, lizat/etanol karigimi filtre tiip tizerine koyuldu ve 15 sn 10.000 rpm’de
santrifiij santrifiij edildi. Kolonun altina gecen kisim atildi ve kolon yikama
tamponu ile yikanarak santriflij edildi ve daha sonra kolona dengeleme tamponu
koyuldu, tekrar santrifiij edildi kolonun altina temiz bir ependorf tiip yerlestirildi.
Kolonun iizerine eliisyon soliisyonu eklenerek santrifiij edildi. Elde edilen RNA

spektrofotometrik ve elektroforetik olarak kontrol edildi.

Tek zincirli RNA molekiilii i¢cin konsantrasyon;

RNA konsantrasyonu= 44 ng/ml x A260 x diliisyon faktorii formiiliine gore
hesaplandi.

2. cDNA Sentezi

Tez caligmasinda elde edilen ve kontrolleri yapilan RNA’lardan cDNA
sentezlemek icin Applied Biosystems firmasimnin “TagMan® MicroRNA Revers
Transcription Kit*“ kullanildi. Sentez i¢in ANTP karisimi, Multiscribe™ reverz
transkriptaz (RT) enzimi, 10XRT tamponu ve RNaz inhibitér kullanildi. 10/5
ng/ RNA’dan, 15 pl’lik son karisim (master karisim) igerisinde 1,5ul 10xreverz
transkriptaz reaksiyon tamponu, 20 U koruyucu RNaz inhibitorii, 1 mM dNTP,
5 mM DTT ve 10 U reverz transkriptaz enzimi kullanilarak cDNA eldesi yapildu.
Bunun i¢in 1s1 dongii cihazinda (PCR cihazi) 30 dk 16°C ve 30 dk 42°C’de inkiibe

edildi ve 85°C’de 5 dk reverz transkriptaz enzim inaktivasyonu yapildi.

3. Relatif Kantitatif Real Time PCR Calismasi

Elde edilen cDNA’dan Universal Prob Library (UPL), ileri ve geri primerler,
master (MgCl, dNTP, PCR tamponu) karigim1 ve su ile has-miR-141-3p ve has-miR-
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200c-3p hedef genleri ve house-keeping gen olarak RNU6B, Stepone Plus Real-Time
PCR cihazinda amplifiye edildi. Herbir 6rnek duplike olarak ¢alisildi ve elde edilen
Ct (Crossing threshold) degerlerinin ortalamasi alindi. AACt metoduna gore (6nce
housekeeping gene daha sonra kalibratdre gére normalizayon) ekspresyon diizeyleri
belirlendi. Bu islemle birlikte her 6rnekte hedef gen ve housekeeping gen duplike
olarak amplifiye edildi ve hedef genlerin ortalama Ct degerleri housekeeping
genlerden ¢ikarilarak normalize edildi. Ayrica yapilan tiim Orneklerin median Ct
degerleri alind1 ve bu kalibratdr olarak kabul edilerek tiim degerlerin normalize
edilmis Ct degerleri (delta Ct), kalibratoriin delta Ct degerlerinden ¢ikarildi ve bu
deger PCR verimliligini temsil eden 2’ eksi kuvveti alinarak ekspresyon diizeyi

belirlendi.

4. miRNA Doz Calismalar1

Saglikli ve kanserli meme hiicre hatlarinda endojen miRNA diizey tayini
Real-Time PCR ile yapildiktan sonra kanserli meme hiicre hatlarinda
downregiile olan miRNA seviyesini saglikli meme hiicre hattindaki miRNA
seviyesine getirmek i¢in farkli dozlarda miRNA mimik transfeksiyon caligsmalari
yapildi. Transfeksiyon caligsmalar1 yontem 3.3.’de belirtildigi sekilde 6 kuyucuklu
platelerde yapildi. Her doz calismasinda normalize edilmeye ¢alisilan hiicreye
transfekte edilecek miRNA miktar1 bir Onceki caligmaya gore karar verildi.
Kanser hiicre hatlarindaki miRNA seviyesini MCF-10A saglikli meme hiicre
hattina gére normalize eden dozla formiilasyonlar hazirlandi ve her hiicre ve aynm
zamanda her hiicredeki her miRNA icin farkli olan bu formiilasyonlarin
hiicrelere verilmesinden 48 saat sonra alinan hiicre Orneklerinde VEGF, E-

kaderin, Tinagl1 tayini ELISA yontemi ile yapildi.
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5.2.4. Proteinlerin ELISA (Enzyme Linked Immunoabsorbent Assay) Yontemi
Ile Tayini

5.2.4.1. VEGF’in ELISA (Enzyme Linked Immunoabsorbent Assay) Yontemi ile
Tayini

Hiicre kiltiir siispansiyonunun silipernatantinda VEGF tayini ELISA
yontemi ile iiretici protokoliine uygun olarak yapildi (Invitrogen, USA). Kiiltiir
vasatinda biriken VEGF proteini ve rekombinant insan VEGF165 protein
standardin dillisyonlar1 kat1 faz sandvi¢ ELISA yontemi kullanilarak analiz edildi.
Kiiltiir stipernatant1 (insan VEGF antijeni), insan VEGF165’e spesifik poliklonal
antikor ile kapli kuyularda inkiibe edildi. Yikamadan sonra, VEGF’e spesifik
biotinlenmis monoklonal antikor eklendi. Inkiibasyondan sonra streptavidin-
peroksidaz enzimi ilave edildi. Ugiincii inkiibasyondan ve tiim baglanmayan enzim
uzaklastirilip yikandiktan sonra, enzime baglanarak renk olusturan substrat
soliisyonu eklendi. Bu renkli {iriinlin yogunlugu, orjinal numunede var olan VEGF
konsantrasyonuna  orantilanarak elde edildi. Absorbans 450 nm’de
spektrofotometrik okuma ile belirlendi. Kiiltiir slipernatantindaki VEGF miktari,
0-1500 pg/ml arasinda degisen VEGF standardlarinin absorbansi ile olusturulan
standard blanklere dayanarak belirlendi. miRNA transfeksiyonu ile VEGF
sekresyonunun  inhibisyonu (%), numunelerde ki VEGF’in  kontrolle
karsilastirilmastyla hesaplandi. Tiim c¢alismalar {i¢ kere tekrarlandi1 ve standard

sapmalar1 (+) hesaplandi.

5.2.4.2.E-kaderin’in ELISA (Enzyme Linked Immunoabsorbent Assay) Yontemi
Ile Tayini

Hiicre kiiltiir siispansiyonunun siipernatantinda E-kaderin tayini ELISA
yontemi ile iiretici protokoliine uygun olarak yapildi (USCN Life Science Inc.,

USA). Kiiltiir vasatinda biriken E-kaderin proteini ve rekombinant insan E-kaderin
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protein standardin diliisyonlar1 kat1 faz sandvi¢ ELISA y6ntemi kullanilarak analiz
edildi. Kiiltiir siipernatant1 (insan E-kaderin antijeni), insan E-kaderin’e spesifik
poliklonal antikor ile kapli kuyularda inkiibe edildi. Inkiibasyondan sonra
kuyulardaki sivilar atildi ve E-kaderin’e spesifik biotinlenmis monoklonal
antikor iceren belirleme reaktifi-A eklendi. Inkiibasyondan sonrasi yikama ve
aspirasyon islemlerini takiben streptavidin-peroksidaz enzimi igeren belirleme
reaktifi-B ilave edildi. Ugiincii inkiibasyondan ve tiim baglanmayan enzim
uzaklastirilip yikandiktan sonra, enzime baglanarak renk olusturan substrat
soliisyonu eklendi. Bu renkli iirliniin yogunlugu, orjinal numunede var olan E-
kaderin konsantrasyonuna orantilanarak elde edildi. Absorbans 450 nm’de
spektrofotometrik okuma ile belirlendi. Kiiltiir siipernatantindaki E-kaderin miktari,
0-20 ng/ml arasinda degisen E-kaderin standardlarinin absorbansi ile olusturulan
standard blanklere dayanarak belirlendi. miRNA transfeksiyonu ile E-kaderin
sekresyonunun inhibisyonu (%), numunelerde ki E-kaderin’in kontrolle
karsilagtirilmastyla hesaplandi. Tiim c¢aligmalar {i¢ kere tekrarlandi ve standard

sapmalar1 (+) hesaplandi.

5.2.4.3.Tinagl1’in ELISA (Enzyme Linked Immunoabsorbent Assay) Yontemi Ile
Tayini

Hiicre kiiltiir slispansiyonunun siipernatantinda Tinagll tayini ELISA
yontemi ile {retici protokoliine uygun olarak yapildi (Sunred, Shanghai). Kiiltiir
vasatinda biriken Tinagll proteini ve rekombinant insan Tinagll protein standardin
diliisyonlar1 kat1 faz sandvi¢ ELISA yontemi kullanilarak analiz edildi. Kiiltiir
slipernatant1 (insan Tinagll antijeni), insan Tinagll’e spesifik monoklonal antikor
ile kaplt kuyulara eklendi. Daha sonra Tinagl1’e spesifik biotinlenmis monoklonal
antikor ve streptavidin-peroksidaz enzimi ilave edildi ve inkiibe edildi.
Inkiibasyon sonrasinda tiim baglanmayan enzim uzaklastirilip yikand: ve enzime
baglanarak renk olusturan substrat soliisyonlar1 eklendi. Bu renkli {irliniin
yogunlugu, orjinal numunede var olan Tinagll konsantrasyonuna orantilanarak elde
edildi. Absorbans 450 nm’de spektrofotometrik okuma ile belirlendi. Kiiltiir

siipernatantindaki Tinagll miktari, 0,5-8 ng/ml arasinda degisen Tinagll
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standardlarinin absorbansi ile olusturulan standard blanklere dayanarak belirlendi.
miRNA transfeksiyonu ile Tinagll sekresyonunun inhibisyonu (%), numunelerde ki
Tinagll’in kontrolle karsilagtirllmasiyla hesaplandi. Tiim c¢aligmalar ii¢ kere

tekrarland1 ve standard sapmalar1 (£) hesaplandi.

5.2.4.4.1gfbp-4’in ELISA (Enzyme Linked Immunoabsorbent Assay) Yontemi Ile
Tayini

Hiicre kiiltiir siispansiyonunun = siipernatantinda Igfbp-4 tayini ELISA
yontemi ile tretici protokoliine uygun olarak yapildi (RayBiotech, USA). Kiiltiir
vasatinda biriken Igfbp-4 proteini ve rekombinant insan Igtbp-4 protein standardin
diliisyonlar1 kat1 faz sandvi¢ ELISA yontemi kullanilarak analiz edildi. Kiiltiir
slipernatantt (insan Igfbp-4 antijeni), insan Igtbp-4’e spesifik monoklonal antikor
ile kapli kuyulara eklendi. 2,5 saat oda sicakliginda hafifce calkalayarak inkiibe
edildi. Kuyular yikama soliisyonu ile yikandi ve kalan siv1 apire edildi. Daha sonra
Igftbp-4’e spesifik biotinlenmis monoklonal antikor eklendi ve 1 saat oda
sicakliginda hafifce calkalayarak inkiibe edildi. Kuyular yikama soliisyonu ile
yikandi. Streptavidin- peroksidaz enzimi ilave edildi ve inkiibe edildi. Inkiibasyon
sonrasinda tiim baglanmayan enzim uzaklastirilip yikandi ve enzime baglanarak
renk olusturan substrat soliisyonlar1 eklendi. 30 dk karanlikta inkiibasyondan sonra
stop soliisyonu eklendi. Bu renkli iirliniin yogunlugu, orjinal numunede var olan
Igfbp-4 konsantrasyonuna orantilanarak elde edildi. Absorbans 450 nm’de
spektrofotometrik okuma ile belirlendi. Kiiltiir siipernatantindaki Tinagll miktari,
0,5-8 ng/ml arasinda degisen Igfbp-4 standardlarinin absorbansi ile olusturulan
standard blanklere dayanarak belirlendi. miRNA transfeksiyonu ile Igfbp-4
sekresyonunun  inhibisyonu (%), numunelerde ki Igfbp-4’iin kontrolle
karsilagtirilmastyla hesaplandi. Tim c¢alismalar {i¢ kere tekrarlandi ve standard

sapmalar1 (+) hesaplandi.
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5.2.5. Invazyon Yontemi

Hiicre dizileri %70-85 kofluenside 3 saat DMEM besiyeri ile 37°C’de
CO2 inkiibatoriinde bekletildi, daha sonra tripsinize edilerek ylizeyden kaldirilip,

sayim yapildi. 1x10° hiicre/insert olacak sekilde DMEM besiyeri ile siispande
edilerek, 8 um por filtreye sahip insertlere ekim yapildi. 1 saat boyunca 37°C’de
CO2 inkiibatoriinde inkiibe edildi. Daha sonra miRNA igeren kitozan nanopleksler
kuyucuklara koyularak 1 gece inkiibasyona birakildi. 24 saat sonra insertler
%10 formol ile 30 dakika fiske edilip, 15 dakika giemsa ile boyanarak, goc

etmeyen hiicreler kaldirilip, go¢ eden hiicrelerin invert mikroskopta sayimi yapildi.
5.2.6. Apoptoz Calismasi

Normal hiicrelerde fosfatidilserin plasma membraninin i¢ kisminda lokalize

olurken, apoptozun erken asamasinda fosfatidilserin plasma digina transloke olur ve

2 —bagimli fosfolipit

hiicrenin dis ylizeyinde ortaya c¢ikar. Annexin V Ca'
baglayici proteindir ve bu protein fosfatidilserine yiiksek affinite gdsterir. Annexin
V proteini, FITC ile isaretlenerek apoptotik hiicreler i¢in fosfatidilserini saptayan
bir prob olarak kullanildi. Apoptotik hiicrelerin sayimi i¢in dogrudan FITC isaretli
Annexin V proteini kullanildi ve degerlendirme yapmak ig¢in floresan

mikroskobunda goriintiilendi. Y6ntem {ireticinin protokoliine uygun olarak yapildi.
5.2.7. Hiicre Proliferasyon Calismast

Hiicre proliferasyonuna WST-1 (4-[3-(4-lodophenyl)-2-(4-nitrophenyl)-2H-
5- ltetrazolio]-1,3-benzene disulfonate) yontemi ile bakildi. Bu testin amaci, hiicre

proliferasyonunu, canliligint ve sitotoksisiteyi Olgmektir. Yontem ireticinin

protokoliine uygun olarak kit yardimiyla yapildi.

Hiicreler 96 kuyucuklu plate’e 5x103 hiicre/kuyu olacak sekilde ekildi.
Uzerine 100 pl besiyeri (antibiyotiksiz IXDMEM) ilave edilip bir gece inkiibasyona
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birakildi, daha sonra besiyeri kaldirild1 ve hazirlanan kompleksler 50 ul serumsuz

besiyerinde siispande edilerek ilave edildi.

4 saat sonra 50 pl %10 serumlu besiyeri ilave edildi ve 48 saat 37[/C’da
%35 CO2’li etiivde inkiibe edildi. Siirenin sonunda hiicrelerin tizerine 10 pl WST-1
hiicre proliferasyon ajani ilave edilerek 370/C’da 4 saat inkiibasyona birakildi. Daha
sonra 1 dakika boyunca yatay c¢alkalayicida ¢alkalanmasi saglandi ve 6rnekler 440
nm dalga boyunda spektrofotometrik olarak absorbans degerleri Ol¢iildii ve

degerlendirildi.

5.2.8. Istatistiksel Degerlendirme
Proje kapsaminda elde edilen in vitro ve in vivo caligsmalara iligkin

sonuglarin degerlendirilmesi ve istatistiksel analizi, SPSS-20 istatistik programi

kullanilarak yapildi.
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6. BULGULAR

6.1. MikroRNA Cahismalarina iliskin Bulgular

6.1.1. miRNA Mimikleri Hazirlanmasina iliskin Bulgular

MikroRNA mimikleri yontem 5.2.1.1.°de belirtildigi gibi son konsantrasyonu
50 nmol olacak sekilde 1XsiRNA tamponu igerisinde ¢oziildii.

6.1.2. MiIRNA Mimiklerinin Kontroliine Iliskin Bulgular
6.1.2.1. miRNA Mimiklerinin Elektroforetik Kontroliine iliskin Bulgular

MikroRNA mimikleri yapisal olarak yontem 5.2.1.2.°de belirtildigi sekilde
agaroz jel elektroforez yontemi ile kontrolii yapildi. Elektroforez ¢alismasi sonrasi jel

fotografi Resim 6.1.’de verilmistir. miRNA mimiklerinin tek bir bant halinde oldugu
goriildii.

%) ) )
- O — O — O
<+ <O <+ O =+ <
Tl Dl Dl
B oA [ P oA
100ng 200ng 300ng

Resim 6.1. Farkh miktardaki miRNA’ larin Agaroz Jeldeki goriiniimii.
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6.1.2.2. miRNA Mimiklerinin Spektrofotometrik Kontroliine Iliskin Bulgular

Yontem 5.2.1.2.2.°de belirtildigi sekilde miRNA mimiklerinin maksimum
absorbans gosterdigi dalga boyunda spektrofotmetrik olarak incelendi. Liyofilize
miRNA’larin nanomolii molekiil agirhigr ile carpilarak mikrogram miktarlar
hesapland1 ve ayni oranda diliie edildi. Bu hesaba gore toplam hacimden 1lpg
miRNA ile yapilan spektrofotometrik Olgiim degerleri (A260/280 ve DNA

konsantrasyonu) Tablo 6.1.’de verilmistir.

Tablo 6.1. miRNA’larin spektrofotometrik élciimiine iliskin bulgular

Spektrofotometrik Olgiim |miR-200c  [miR-141

AL/A2 2,2165 2,1020
DNA Konsantrasyonu(ng) 1,2245 1,1510

Teorik olarak hesaplanan miRNA konsantrasyonlari spektrofotometre ile dogrulanda.

6.2. Kitozan/miRNA Nanoplekslerin Hazirlanmasi ve Kontroliine iliskin Bulgular

6.2.1. Kitozan/miRNA Komplekslerinin Hazirlanmasi

Kitozan/miR-141 ve kitozan/miR-200c kompleksleri yontem 5.2.2.1.°de
belirtildigi sekilde yapildi.

6.2.2. Kitozan/miRNA Komplekslerinin Kontroliine Iligskin Bulgular

6.2.2.1. Agaroz Jel Elektroforezi ile Kompleks Olusumunun Goriintiilenmesine

[liskin Bulgular

iRNA igeren kitozan komplekslerine iliskin elektroforetik inceleme bulgular

Resim 6.2.-6.3.’de verilmistir.
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10/1 miR-141
10/1 miR-200¢

1/1 miR-200¢

miR-200¢ 500ng

miR-141 500ng

111 miR-141
5/1 miR-141
51 miR-200¢

Blank
Blank

Resim 6.2. A-Kitozan/miR-141 (1/1-10/1) kompleksinin elektroforetik kontrolii. B-
Kitozan/miR-200c (1/1-10/1) kompleksinin elektroforetik kontrolii.
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30/1 miR-200¢
40/1 miR-200c¢
50/1 miR-200¢
20/1 miR-141
30/1 miR-141
40/1 miR-141
50/1 miR-141

Resim 6.3. Kitozan/miR-200c ve kitozan/miR-141 (20/1-50/1) kompleksinin

elektroforetik kontroli.
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Kompleks olusumunun agaroz jel elektroforezi ile incelenmesinin sonucunda
sentetik mMiIRNA mimikleri ile kitozan arasinda tam kompleks olusumu 20/1-50/1
oranlarinda gozlendi (Resim 6.3.). 1/1-10/1 oranindaki komplekslerde ise kismi

kompleks olusumu goriildii (Resim 6.2.-A.-B.).

6.2.1.2. Komplekslerin TEM ile Gériintiilenmesine iliskin Bulgular

Kitozan/miRNA  kompleks formiilasyonunun morfolojik  &zelliklerini

belirlemek amaciyla TEM incelemesi yontem 5.3.2.1.2.°de belirtildigi gibi negatif

boyama yontemi kullanilarak gergeklestirildi (Resim 6.4.).

Resim 6.4. Kitozan/miRNA komplekslerinin TEM goriintiisii.

TEM incelemesinin sonucunda; in vitro ve in vivo hiicre transfeksiyonu agisindan

uygun boyutlara sahip kompleks yapilarinin olustugu gézlenmistir.

6.2.1.3. Komplekslerin Partikiil Biiyiikliigii Degerlerinin Olgiilmesine iliskin
Bulgular

Serbest miR-141 ve miR200c ve Kkitozan/miRNA komplekslerinin partikiil
biiyiikliigii 6l¢iim sonuglar1 Tablo 6.2.”de verilmistir.
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Tablo 6.2. 15ug mikroRNA ile hazirlanan kompleks formiilasyonlarina, serbest
mikroRNA’lara ve kitozana ait boyut ve yiizey yiikii 6l¢lim sonuglari.

Formiilasyonlar  Oran Zeta Potansiyeli  [Partikiil Boyutu d.nm
mV(+SD) (+SD)
Kitozan/miR-141 20/1 123+0.5 3549 +8
30/1 16.1+1.2 328.1 £12
40/1 24.5+0.6 407 + 26
50/1 254+0.2 425.4 +50
Kitozan/miR-200c 20/1 12.4+£0.8 373.5+£25
30/1 16.9+£0.8 367.9 + 33
40/1 20.8+1 500.3 + 80
50/1 26.1+1.2 596 + 130
Kitozan - 329+1 693.9 +£ 60
Serbest miR-141 - -14.6 £0.7 -
Serbest miR-200c - -8.8+0.4 -

Yapilan ol¢limlerde, kompleks partikiil boyutlarin kitozan/miR-141’de 328.1+12
nm ile 425.4+50 nm ve kitozan/miR-200c’de 367.9+33 ile 596 + 130 nm arasinda

oo

degistigi saptanmistir.

6.2.1.4. Komplekslerin Zeta Potansiyel Degerlerinin Olgiilmesine Iliskin Bulgular

Kitozan/miRNA kompleksleri ve serbest miRNA’ya ait zeta potansiyel Olglim

sonuclar1 Tablo 6.2.’de verilmistir.

Yapilan 6l¢iimler sonucunda, serbest miR-141 ve miR-200c mimiklerinin
negatif ylizey yik yogunluguna sahip oldugu gozlendi. 20/1 (+/-) oraninda
hazirlanmis olan komplekslerin pozitif ylik yogunluguna sahip olduklar1 ve zeta
potansiyel degerleri kitozan/miR-141 kompleksleri i¢in 12.3-25.4 mV ve

PR

kitozan/miR200c¢ kompleksleri i¢in 12.4-26.2 mV arasinda degistigi saptandi.
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Tablo 6.4. Kitozan/miR-200c¢ ve kitozan/miR 141 komplekslerinin zeta potansiyeline iliskin istatistiksel degerlendirmeler.

Zeta Potansiyel Degerleri
Kitozan/miR-200c Kitozan/miR-141

Oran | 20/1 30/1 40/1 50/1 20/1 30/1 40/1 50/1

20/1 - p<0,05 p<0,05 p<0,05 p>0,05 - - -

30/1 - - p<0,05 p<0,05 - p>0,05 - -
Kitozan/ 40/1 - - - p<0,05 - - p<0,05 -
miR-200c 50/1 - - - - - - - p>0,05
Kitozan/ 20/1 - - - - - p<0,05 | p<0,05 p<0,05
miR-141 30/1 - - - - - - p<0,05 | p<0,05

40/1 - - - - - - - p<0,05

50/1 - - - - - - - -

Kitozan/miR-200c ve kitozan/miR141 komplekslerinin zeta potansiyeline iliskin bulgularin istatistiksel degerlendirmeleri Tablo
6.4.’de verilmistir. Calismamizda elde edilen yiizey yiik 6l¢lim degerleri, formiilasyona ilave edilen kitozan konsantrasyonu ile dogru
orantili olacak sekilde (+) yonde artmaktadir. Zeta potansiyel sonuglarimin yontem 5.2.8°de belirtildigi sekilde yapilan istatistiksel

degerlendirmesi anlamli bulunmustur (p<0.05).
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Tablo 6.3. Kitozan/miR-200c ve kitozan/miR141 komplekslerinin partikiil boyutuna iliskin istatistiksel degerlendirmeler.

Partikiil Boyut Degerleri
Kitozan/miR-200c Kitozan/miR-141

Oran 20/1 30/1 40/1 50/1 20/1 30/1 40/1 50/1

20/1 - p<0,05 p<0,05 p<0,05 P>0,05 - - -

30/1 - - p<0,05 p<0,05 - p<0,05 - -
Kitozan/ 40/1 - - - p>0,05 - - p<0,05 -
miR-200c 50/1 - - - - - - - p<0,05
Kitozan/ 20/1 - - - - - p>0,05 p<0,05 p<0,05
miR-141 30/1 - - - - - - p<0,05 p<0,05

40/1 - - - - - - - p<0,05

50/1 - - - - - - - -

Kitozan/miR-200c ve kitozan/miR141 komplekslerinin partikiil boyutlarina iligkin bulgularin istatistiksel degerlendirmeleri Tablo 6.3.’de
verilmistir. Istatistiksel degerlendirmeler sonucuna gére p<0,05 anlamli kabul edilmistir. Calismamizda elde edilen partikiil boyutu dl¢iim
degerleri, formiilasyona ilave edilen kitozan konsantrasyonu ile dogru orantili olacak sekilde degismektedir. Partikiil boyutu sonuglari

arasindaki farklilik istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p<0,05).
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6.2.1.5. Kitozan/miRNA Komplekslerinin Serum Stabilitesine Iliskin Bulgular

Komplekslerin serumun parcalayict etkisine karsi stabilitesini belirlemek {izere;
yontem 5.2.2.1.5.°de belirtildigi sekilde serbest miRNA ve kompleks formiilasyonu

ile serum stabilite ¢calismas1 yapildi.

Stabilite ¢alismas1 oncesinde miRNA’larin ve hazirlanan komplekslerin agaroz jel

elektroforezinde elektroforetik kontrolii yapildi (Resim 6.5.).

Serum stabilitesi ¢alismasi sonrasinda; %10 serum igerisinde inkiibe edilen miR-141
ile hazirlanan komplekslerin serum stabilitesi Resim 6.6.’da, miR-200c ile
hazirlanan komplekslerin serum stabilitesi Resim 6.7.’de, serbest miR-200c¢’nin
serum stabilitesi Resim 6.8.’de ve serbest miR-141’in serum stabilitesi de Resim

6.9.’da verilmistir.

miR-200¢
20/1 miR-200¢
20/1 miR-141

miR-141

Resim 6.5. Serum stabilite c¢alismasi Oncesinde miRNA’larin ve hazirlanan

komplekslerin agaroz jel elektroforezinde elektroforetik kontrolii
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Resim 6.6. miR-141 ile hazirlanan komplekslerin serum stabilitesi

miR-200c¢
0 dk

30" dk
60 dk

72.8aat

48, saat

240 dk
24, saat

1207 dk

Resim 6.7. miR-200c ile hazirlanan komplekslerin serum stabilitesi

Kitozan/miR-141 ve kitozan/miR-200c kompleksleri %10 serum ile muamele
edildiginde 48.saat sonuna kadar ayrisma olmadigi ve 72.saat sonunda bile

kitozan/miRNA kompleklerinin 6nemli dl¢iide varligini korudugu ve serum etkisine

kars1 stabil oldugu gozlendi.
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Resim 6.8. Serbest miR-200c’nin serum stabilitesi

miR-141

0 dk

30" dk
60 dk

120" dk
240" dk
24, saat
48, saat

Resim 6.9. Serbest miR-141’in serum stabilitesi

Serbest miR-200c’nin ve miR-141’in serum stabilitesinin belirlenmesi amaci ile
yapilan caligmada; miR-200c’nin %10 serum ile muamele edilmesini takiben O.
dakikadan itibaren pargalanmaya basladigi ve zamana bagli olarak da 48. saat

sonunda tamamen pargalandigi gézlenmistir. miR-141’in %10 serum ile muamele
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edilmesini takiben 0. dakikadan itibaren pargalanmaya basladigi ve zamana bagl

olarak da 24. saat sonunda tamamen pargalandig1 gozlenmistir.

6.2.1.6. Kitozan/siRNA Komplekslerinin Dekompleksasyon Kontroliine Iliskin
Bulgular

miRNA mimikleri ile hazirlanan komplekslerin dekompleksasyonu yontem
5.2.2.1.6.’da belirtildigi sekilde yapildi. Serbest miRNA, kitozan/miRNA kompleksi
ve kitozan/miRNA dekompleksini gosteren agaroz jel bulgulart Resim 6.10.’da

verilmigtir.

mikroRNA

w
4
o
o,
]
[ =
o
-
o
')
—_

Kompleks

Resim 6.10. Serbest miRNA, kitozan/miRNA kompleksi ve kitozan/miRNA

dekompleksini gosteren agaroz jel bulgulari

Kitozan/miRNA kompleksinin miRNA’nin yapisini bozmadan dekomplekse oldugu

gozlenmistir.
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6.3. In Vitro Transfeksiyon Calismalaria Iliskin Bulgular

6.3.1. Saglikli ve Kanserli Hiicrelerde Endojen miRNA Diizey Tayinine Iliskin
Bulgular

Saglikli meme hiicre hatti olarak MCF-10A ve meme kanserli hiicre hatti1 olarak
MCF-7, MD-MB-231 ve MDA-MB-435 kullanildi. Bu hiicre hatlarinda endojen
miR-141 ve miR-200c miRNA mimik tayini yapabilmek igin Oncelikle firetici
protokoliine uygun olarak RNA izolasyonu (mirVana™ miRNA izolasyon Kkiti)
yapildi. Izole edilen RNA’larin spektrofotometrik ve elektroforetik kontrolleri
yapildi (Resim 6.11.). Yontem 5.2.3.2.”de belirtildigi gibi RNA’dan miR-141, miR-
200c ve house keeping gen olarak RNUG6B’ye spesifik primer kullanilarak cDNA
sentezi ve ekspresyon profilleme igin Real-Time PCR yapildi. Referans 6rnek olarak
MCF-10A hiicre hatt1 segilerek analiz yapildi. Real-Time PCR ile elde edilen
miRNA profilleri Sekil 6.1.’de verilmistir.

miRNA

18S rRNA
28S rRNA

Serbest miR-200¢
MCF-10A
MCF-7
MDA-MB-231
MDA-MB-435

Resim 6.11. Transfeksiyon o©ncesi hiicre hatlarindan RNA izolasyonunun

elektroforetik kontrolii
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Her bir meme hiicre hattinda miRNA izolasyonunun agaroz jel goriintiisiinde en 6nde

miRNA ve hemen arkasinda sirasiyla 18S ve 28S ribozomal RNA goriilmektedir.
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Endojen miR-141 Ekspresyon Profili
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Sekil 6.1. Saglikli ve Kanserli Hiicre Hatlarinda Endojen miR-141 Ekspresyon

Profili (n=3)
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Endojen miR-200c Ekspresyon Profili
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Sekil 6.2. Saglikli ve Kanserli Hiicre Hatlarinda Endojen miR-200c Ekspresyon

Profili (n=3)
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Tablo 6.5. Saglikli ve kanser hiicre hatlarinda endojen miRNA diizeyine ait
istatistiksel bulgular

Endojen miRNA Diizeyi

MCF-10A-miR200c MCF-10A miR-141

MCF-7 p<0,05 p<0,05
MDA-MB-231 p<0,05 p<0,05
MDA-MB-435 p<0,05 p<0,05

Ekspresyon profilleme caligmasi analizinde saglikli hiicre hatti olarak MCF-10A
referans olarak secilmigstir. Sekil 6.1. ve 6.2.°de goriildiigii gibi, miR-200c’nin %60
downregiile oldugu ve endojen miR-141’in ise saglikli hiicre hatti ile hemen hemen
aynt seviyede oldugu gozlenmistir. MDA-MB-231 hiicre hattinda, miR-141’in
yaklagik %70 ve miR-200c’nin yaklasik %99 downregiile oldugu goézlenmistir.
MDA-MB-435 hiicre hattinda ise, miR-141’in yaklagik %90 ve miR-200c’nin
yaklasik %99 downregiile oldugu goézlenmistir. Saglikli ve kanserli hiicre
hatlarindaki miR-200c ve miR-141 seviyeleri arasindaki fark istatistiksel olarak
anlamli bulunmustur (p<0,05). Bu sonuglara gore kanserli hiicre hatlarindaki
downregiile miRNA seviyelerini saglikli hiicre hattinin endojen miRNA seviyesine

getirebilmek icin transfeksiyon ve doz ¢aligmalar1 yapilmigtir.

6.3.3. Transfeksiyon Oncesi Hiicre Ekimi ve Transfeksiyon

Transfeksiyon oOncesinde hiicre ekimi ve transfeksiyonu yontem 5.2.3.3.°de

belirtildigi sekilde yapilmistir.

6.3.4. Transfeksiyon Kontrol Caligmalari

6.3.4.1. Floresans Isaretli Mimik miRNA’larin Hiicrede Transfeksiyonunu Floresan

ve Konfokal Mikroskop Ile Incelenmesine iliskin Bulgular

Yontem 5.2.3.3.°de belirtildigi sekilde hazirlanan, kitozan/Dy547-miR-67 mimik

kompleksleri (20/1 (+/-)) hiicrelere verilerek, komplekslerin hiicre igerisindeki
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lokalizasyonlar1 floresan ve konfokal mikroskop ile incelendi. Floresan mikroskop
incelemelerine ait goriintiiler Resim 6.12., 6.13. ve 6.14.’de ve konfokal mikroskop

gorlntiileri ise Resim 6.15., 6.16. ve 6.17.’de verilmistir.

Resim 6.12. Kitozan/Dy547-miR-67 mimik (20/1) komplekslerinin MCF-7 hiicre
hattina transfeksiyonundan sonraki 96. saat I. x20 biiyiitme II. x40 biiyiitme

MCF-7 hiicre hattinda kitozan/miRNA transfeksiyonu kalitatif olarak Rhodamin
filtre kullanilarak floresan mikroskop altinda gozlendi ve tiim hiicrelerde %100

transfeksiyon tespit edildi (Resim 6.12.).



Resim 6.13. Kitozan/Dy547-miR-67 mimik (20/1) komplekslerinin MDA-MB-231
hiicre hattina transfeksiyonundan sonraki 96. saat I-1I x4 biiylitme III- x40 biiyiitme



Resim 6.14. Kitozan/Dy547-miR-67 mimik (20/1) komplekslerinin MDA-MB-435

hiicre hattina transfeksiyonundan sonraki 68. saat [-x4 biiyiitme II-x40 biiyiitme
MDA-MB-231 ve MDA-MB-435 hiicre hatlarinda Rhodamin filtre ile floresan

mikroskop altinda alinan goriintiilere gore tiim hiicrelerde kitozan tasiyicisi ile

miRNA transfeksiyonunda transfeksiyon etkinliginin %100 oldugu tespit edilmistir.

92



Resim 6.15. Kitozan/Dy547-miR-67 mimik (20/1) komplekslerinin MCF-7 Hiicre
hattina transfeksiyonunun Konfokal Mikroskop Goriintiileri 40X Biiyiitme

Resim 6.16. Kitozan/Dy547-miR-67 mimik (20/1) komplekslerinin MDA-MB-231
Hiicre hattina transfeksiyonunun Konfokal Mikroskop Goriintiileri 40X Biiyiitme
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Resim 6.17. Kitozan/Dy547-miR-67 mimik (20/1) komplekslerinin MDA-MB-231
Hiicre hattina transfeksiyonunun Konfokal Mikroskop Goriintiileri 20X Biiyiitme

MCF-7 ve MDA-MB-231 hiicre hattinda kitozan/miRNA transfeksiyonu sonrasi

alman konfokal mikroskop goriintilleri de floresan mikroskop goriintiilerini

desteklemistir.
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6.3.5. RT-PCR Yéntemi ile miRNA Doz Calismalarma Iliskin Bulgular

6.3.5.1. RNA Izolasyonuna Iliskin Bulgular

RNA izolasyonu yontem 5.2.3.5.1°de belirtildigi sekilde yapildu.

6.3.5.2. cDNA Sentezi

Transfeksiyon sonrasi izole edilen RNA’lardan cDNA sentezi yontem 5.2.3.5.2°de
belirtildigi sekilde yapildi.

6.3.5.3. Relatif Kantitatif Real Time PCR Calismasi

RT-PCR ¢aligmalar1 yontem 5.2.3.5.3’de belirtildigi sekilde yapildi.

6.3.5.4. miRNA Doz Calismalarina iliskin Bulgular

miRNA doz calismalar1 Yontem 5.2.3.5.4.’de belirtildigi sekilde yapildi. Calismalar
6 kuyucuklu platelerde yapildi.

flk doz ¢alismasinda MDA-MB-231 ve MDA-MB-435 hiicre hatlara kitozan/miR-
141(100/5png), kitozan/miR-200c (100/5ug), kitozan/negatif kontrol miRNA
(100/5pg), kitozan/miR-141+miR-200c (200/5ug+5ug), serbest miR-141 (5ug) ve
serbest miR-200c (5ug) transfeksiyonu yapildi. Transfeksiyonun 48. saatinde RNA
izolasyonu yapildi ve izole edilen RNA’nin cDNA sentezi ve cDNA ile RT-PCR
caligmasi yapildi. S5pg miRNA mimikleri ile yapilan RT-PCR c¢alismasi1 bulgulari
Sekil 6.3., 6.4., 6.5. ve 6.6.’da verilmistir.
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MDA-MB-231 Post-Transfeksiyon miR-141 Profili
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Sekil 6.3. Spg miR-141 ile hazirlanan formiilasyonlarin ve serbest miR-141’in transfeksiyonu sonrast MDA-MB-231 Hiicre Hattinda
miR-141 Ekspresyon Profili (n=3)
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MDA-MB-231 Post-Transfeksiyon miR-200c Profili
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Sekil 6.4. 5pg miR-200c ile hazirlanan formiilasyonlarin ve serbest miR -200¢’nin transfeksiyonu sonrast MDA -MB-231 Hiicre
Hattinda miR-200c Ekspresyon Profili (n=3)
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MDA-MB-435 Post-Transfeksiyon miR-141 Profili
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Sekil 6.5. 5pg miR-141 ile hazirlanan formiilasyonlarin ve serbest miR-141’in transfeksiyonu sonrast MDA-MB-435 Hiicre Hattinda
miR-141 Ekspresyon Profili (n=3)
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Hattinda miR-200c Ekspresyon Profili (n=3)
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Kanserli hiicre hatlarinda miRNA seviyesini saglikli meme hiicre hattinda miR-200c
ve miR-141 seviyesine getirmek i¢in yapilan Spg doz calismasi sonucuna gore,
MDA-MB-231 hiicre hattinda 5ug kitozan/miR-141 transfeksiyonu, miR-141
seviyesini 44 kat artirmigs ve MCF-10A’ya gore 14 kat upregiile etmistir.
Kitozan/miR-141 transfeksiyonu ise serbest miR-141 transfeksiyonundan 2 kat fazla

hiicredeki miR-141 seviyesini artirmigtir.

MDA-MB-231 hiicre hattinda 5pug kitozan/miR-200c transfeksiyonu, miR-200c
seviyesini 4473 kat artirmis ve MCF-10A’ya gore 6.7 kat upregiile etmistir.
Kitozan/miR-200c transfeksiyonu ise serbest miR-200c transfeksiyonundan 1.6 kat

fazla hiicredeki miR-200c seviyesini artirmistir.

MDA-MB-435 hiicre hattinda Spg kitozan/miR-141 transfeksiyonu miR-141
seviyesini 320 kat artirmis ve MCF-10A’ya gore 43.5 kat upregiile etmistir.
Kitozan/miR-141 transfeksiyonu ise serbest miR-141 transfeksiyonundan 7.7 kat

fazla hiicredeki miR-141 seviyesini artirmistir.

MDA-MB-435 hiicre hattinda 5pg kitozan/miR-200c transfeksiyonu miR-200c
seviyesini 29233 kat artirmis ve MCF-10A’ya gore 2.4 kat upregiile etmistir. Serbest
miR-200c transfeksiyonu ise kitozan/miR-200c transfeksiyonundan 6 kat fazla

hiicredeki miR-141 seviyesini artirmigtir.

S5pg miR-141 ve miR-200c transfeksiyonu her iki meme kanseri hiicre hattinda da
miRNA seviyesini saglikli hiicre hattindaki miRNA seviyesine gore upregiile
etmistir. Meme kanserinde miR-200 ailesinin upregiilasyonu metastaz yolagin
indiikledigi i¢in 2,5 ve 1 pg miRNA dozlar denenmistir. Ayrica MDA-MB-231 hiicre
hattinda transfeksiyon sonra hem miR-200c hem de miR-141 seviyesi kitozan
tastyici sistem olarak kullanildiginda serbest miRNA transfeksiyonuna gore yaklasik
2 kat fazla oldugu ve MDA-MB-435 hiicre hattinda transfeksiyon sonra miR-141
seviyesi kitozan formiilasyonu ile verildiginde serbest miR-141 transfeksiyonundan

yaklagik 7 kat fazla miR-141 miktarini artirdig1 tespit edilmistir.
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Ikinci doz calismasinda MDA-MB-231 ve MDA-MB-435 hiicre hatlarina
kitozan/miR-141 (20/1ug ve 50/2,5ug) ve kitozan/miR-200c (20/1ug ve 50/2,5ug)
transfeksiyonu yapildi. Transfeksiyonun 48. saatinde RNA izolasyonu yapildi ve
izole edilen RNA’nin cDNA sentezi ve cDNA ile RT-PCR c¢alismas1 yapildi. 1pug ve
2,5ug miRNA mimikleri ile yapilan RT-PCR c¢alismasi1 bulgular Sekil 6.7., 6.8., 6.9.

ve 6.10.’da verilmistir.

Kanserli hiicre hatlarinda miRNA seviyesini, saglikli meme hiicre hattindaki miR-
200c ve miR-141 seviyesine getirmek i¢in, MDA-MB-231 hiicre hattinda yapilan
calisma, bulgulara gore; 2,5ug kitozan/miR-141 transfeksiyonu miR-141 seviyesini
20 kat artirmig ve 5ug kitozan/miR-141 transfeksiyonu bulgularina gore yaklasik
%50 miR-141 seviyesi azaldig1 gozlenmistir. Ancak MCF-10A’ya gore 6 kat miR-
141’1 upregiile etmistir (Sekil 6.10.).

MDA-MB-231 hiicre hattinda Sekil 6.10.’da goriildiigii gibi 2,5ug kitozan/miR-200c
transfeksiyonu miR-200c seviyesini 5137 kat artirmistir ve MCF-10A"ya gore 7.7 kat
miR-200c’yi upregiile etmistir. Sug formiilasyona gore 1.1 kat miR-200c seviyesi

azalmistir, ancak standart hata ayn1 oranda yiiksektir.

MDA-MB-435 hiicre hattinda 2,5ug kitozan/miR-141 transfeksiyonu miR-141
seviyesini 259 kat artirdigt ve MCF-10A"ya gore 35 kat upregiile ettigi gézlenmistir.
Sug kitozan/miR-141 transfeksiyonuna gore 1.2 kat miRNA miktar1 azalmistir. 1pg
kitozan/miR-141 transfeksiyonunun ise miR-141 seviyesini 46 kat artirdig1 ve MCF-

10A’ya gore 6.2 kat upregiile ettigi gdzlenmistir (Sekil 6.10.).

MDA-MB-435 hiicre hattinda 2,5ug kitozan/miR-200c transfeksiyonunun miR-200c
diizeyini 9348 kat artirdig1 ve 1pg kitozan/miR-200c transfeksiyonunun ise 14802
kat artirdigr goézlenmistir. MDA-MB-435 hiicre hattinda 2,5ug doz calismasindaki
bulgulara gore, transfeksiyon sonrast miR-200c seviyesi MCF-10A endojen miR-
200c seviyesinden daha diisiik oldugu, ancak 1 pg doz ¢alismasinda ise 1.2 kat fazla
oldugu tespit edilmistir (Sekil 6.10.).
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MDA-MB-231 Post-Transfeksiyon miR-141 Profili
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Sekil 6.7. 1-2,5ug miR-141 ile hazirlanan formiilasyonlarin transfeksiyonu sonrast MDA-MB-231 Hiicre Hattinda miR-141 Ekspresyon
Profili (n=2)
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MDA-MB-231 Post-Transfeksiyon miR-200c Profili
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Ekspresyon Profili (n=2)
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MDA-MB-435 Post-Transfeksiyon miR-141 Profili

450

400

350

w
o
o

250

200

150

Relatif miR-141 Diizeyi

100

50

0 +—==—=om :
MCF-10A Endojen miR-141 1pg miR-141 2,5pg miR-141 Spg miR-141

Sekil 6.9. 1-2,5ug miR-141 ile hazirlanan formiilasyonlarin transfeksiyonu sonrast MDA-MB-435 Hiicre Hattinda miR-141 Ekspresyon
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MDA-MB-435 Post-Transfeksiyon miR-200c Profili
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MDA-MB-231 ve MDA-MB-435 Kkanser hiicre hatlarinda yapilan 2,5ug ve lug
ikinci doz g¢alismalarinda da MCF-10A miR-141 ve miR-200c seviyelerine gore
transfeksiyonun kanser hiicre hatlarindaki miRNA seviyelerini upregiile ettigi tespit
edilmistir. Bu nedenle kanser hiicre hatlar1 miR-141 ve miR-200c seviyelerini MCF-
10A saglikli hiicre hattina gore normalize eden doz miktarini bulmak i¢in ii¢iincii doz

calismasi yapilmistir.

Ucgiincii doz ¢alismast i¢in; MDA-MB-231 hiicre hattinda kitozan/miR-141 (2/0,1ug
ve 4/0,21g) ve kitozan/miR-200c¢ (2/0,1pg ve 4/0,2ng) transfeksiyonu yapildi. MDA -
MB-435 hiicre hattinda kitozan/miR-141 (2/0,1, 3/0,15 ve 4/0,2) ve kitozan/miR-
200c¢ (10/0,5, 15/0,75 ve 16/0,8) transfeksiyonu yapildi. Ugiincii doz ¢alismasina
iligkin bulgular Sekil 6.11., 6.12., 6.13. ve 6.14.’de verilmistir.

MDA-MB-231 hiicre hattinda miR-141 seviyesini normalize etmek i¢in yapilan tiim
calismalar ele alindiginda 100ng miR-141 iceren kitozanla kompleks
formiislasyonunun miR-141 seviyesini normal seviyeye getirdigi tespit edilmistir
(Sekil 6.11.). miR-200’lerin etkili oldugu yolaklardaki énemli protein seviyelerini
belirlemek i¢in yapilan tayinler i¢in tiim doz ¢aligmalar1 ele alindi ve bu tayinler
MDA-MB-231 hiicre hattinda downregiile olan miR-141 seviyesini normalize eden

100ng formiilasyonla yapildi.

MDA-MB-231 hiicre hattinda miR-200c seviyesini normalize etmek i¢in yapilan tiim
caligmalar ele alind1. Sekil 6.12.’de goriildiigi gibi 100ng miR-200c¢ iceren kitozanla
kompleks formiilasyonunun miR-200c seviyesini normal seviyeye getirdigi tespit
edildi. miR-200’lerin etkili oldugu yolaklardaki Onemli protein seviyelerini
belirlemek icin yapilan tayinler MDA-MB-231 hiicre hattinda downregiile olan miR-

200c seviyesini normalize eden 100ng formiilasyonla yapildi.

MDA-MB-435 hiicre hattinda miR-141 seviyesini normalize etmek igin yapilan tim
caligmalar ele alindi. Sekil 6.13.’de goriildiigli gibi 150ng miR-141 igeren kitozanla
kompleks formiislasyonunun miR-141 seviyesini normal seviyeye getirdigi tespit

edildi. miR-200’lerin etkili oldugu yolaklardaki &nemli protein seviyelerini
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belirlemek icin yapilan tayinler MDA-MB-435 hiicre hattinda downregiile olan miR-

141 seviyesini normalize eden 150ng formiilasyonla yapildi.

MDA-MB-435 hiicre hattinda miR-200c seviyesini normalize etmek i¢in yapilan tiim
caligmalar ele alindi. 750ng miR-200c ile hazirlnana kitozan/miR-200c kompleks
formiislasyonunun miR-200c seviyesini normal seviyeye getirdigi tespit edildi. miR-
200’lerin etkili oldugu yolaklardaki 6nemli protein seviyelerini belirlemek icin
yapilan tayinler MDA-MB-435 hiicre hattinda downregiile olan miR-200c seviyesini
normalize eden 750ng formiilasyonla yapildi (Sekil 6.14.)

Bulgular 6.3.1°de belirtildigi gibi MCF-7 hiicre hattinda endojen miR-141 seviyesi
saglikli meme hiicre hatt1 ile ayn1 seviyede iken miR-200c %60 downregiile oldugu
tespit edilmistir. Bu nedenle miRNA mimikleri ile yerine koyma tedavisi downregiile
olan miR-200c ile yapilmistir. MCF-7 hiicre hattinda iki farkli doz galismasi1 yapildi.
[Ik doz calismasinda 0,1 ve lpug miR-200c ile hazirlanan kitozan/miR-200c
transfeksiyonu yapildi ve RT-PCR ile miR-200c seviyesi profillendi. iki doz
caligmasina ait birlestirilmis bulgular Sekil 6.15.’de verilmistir (Sekil 6.15.)

[k doz galismasinda 1ug formiilasyon endojen miR-200c seviyesini 2.8 kat artirdig
ve MCF-10A’ya gore standart sapmasi yliksek olmakla beraber 1.3 kat upregiile
ettigi tespit edilmistir. 0,1pg formiilasyon ise standart sapma da goz Oniine

alindiginda fark gozlenmemistir.

Ikinci doz galigmasi 0,1 ve 1pg doz galismasi bulgular1 gdz éniine almarak 0,5 ve

0,75ng miR-200c ile hazirlanan kitozan/miR-200c ile yapildh.

MCF-7 hiicre hattinda miR-200c seviyesini normalize etmek igin yapilan tiim
calismalar ele alindi. 750ng miR-200c igeren kitozan/miR-200c formiislasyonunun
miR-200c seviyesini normal seviyeye getirdigi tespit edildi. miR-200’lerin etkili
oldugu yolaklardaki 6nemli protein seviyelerini belirlemek icin yapilan tayinler
MCEF-7 hiicre hattinda downregiile olan miR-200c seviyesini normalize eden 750ng

formiilasyonla yapild1 (Sekil 6.15.)
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MDA-MB-231 Post-Transfeksiyon miR-141 Profili

—_
N

—_
o

Relatif miR-141 diizeyi

MCF-10A Endojen miR-141 0,1ug miR-141 0,2pug miR-141 0,5ug miR-141

Sekil 6.11. 0,1 ve 0,2 pg miR-141 ile hazirlanan formiilasyonlarin transfeksiyonu sonrast MDA-MB-231 Hiicre Hattinda miR-141
Ekspresyon Profili (n=2)
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MDA-MB-231 Post-Transfeksiyon miR-200c Profili

1200

1000 T

800 -‘V

600 -

400 -

200 -

Relatif miR-200c Seviyesi

MCF-10A Endojen miR-200c 0,1ug miR-200c 0,2ug miR-200c

Sekil 6.12. 0,1 ve 0,2pug miR-200c ile hazirlanan formiilasyonlarin transfeksiyonu sonrast MDA-MB-231 Hiicre Hattinda miR-200c
Ekspresyon Profili (n=2)
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MDA-MB-435 Post-Transfeksiyon miR-141 Profili
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MCF-10A Endojen miR-141 0,1ug miR-141 0,15pg miR-141 0,2ug miR-141

Sekil 6.13. 0,1, 0,15 ve 0,2pg miR-141 ile hazirlanan formiilasyonlarin transfeksiyonu sonrast MDA-MB-435 Hiicre Hattinda miR-141
Ekspresyon Profili (n=2)
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MDA-MB-435 Post-Transfeksiyon miR-200c Profili

30000

25000

20000

15000

10000

5000

Relatif miR-200c Seviyesi

MCF-10A Endojen miR-200¢ 0,5ug miR-200c 0,75ug miR-200c 0,8ug miR-200c

Sekil 6.14. 0,5, 0,75 ve 0,8ug miR-200c ile hazirlanan formiilasyonlarin transfeksiyonu sonrast MDA-MB-435 Hiicre Hattinda miR-200c
Ekspresyon Profili (n=2)
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MCF-7 Post-Transfeksiyon miR-200c Profili

Relatif miR-200c Seviyesi

MCF-10A Endojen miR-200c  0,1ug miR-200c 0,5ug miR-200c 0,75ug miR-200c 1ug miR-200c

Sekil 6.15. 0,1-0,5-0,75-1pg miR-200c ile hazirlanan formiilasyonlarin transfeksiyonu sonrast MCF-7 Hiicre Hattinda miR-200c
Ekspresyon Profili (n=2)
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Yapilan tiim doz c¢aligsmalari ele alinarak kanser hiicre hatlarinda downregiile olan
miR-200c ve miR-141 seviyesini, saglikli meme hiicre hatt1 olan MCF-10A’daki endojen
miRNA seviyesine getiren doz miktarlar1 belirlendi. Buna gore; 6 kuyucuklu platelerde
yapilan ¢alismalar i¢in, MDA-MB-231 hiicre hattinda miR-141 seviyesi 200ng miR-141
mimikleri ile ve miR-200c seviyesi 100 ng miR-200c mimikleri ile hazirlanan kitozan
kompleks formiilasyonu ile normalize oldugu belirlendi. MDA-MB-435 hiicre hatt1 i¢in
miR-141 seviyesi 150 ng miR-141 mimikleri ile ve miR-200c seviyesi 700 ng miR-200c
mimikleri ile hazirlanmis kitozan kompleksleri ile normal miR-200c ve miR-141 seviyesi
saglandigi gozlendi. MCF-7 hiicre hattinda ise miR-141 seviyesi saglikli hiicre hattt MCF-
10A miR-141 seviyesine yakin oldugu i¢in ¢alisiimazken, miR-200c seviyesi 750 ng miR-
200c mimikleri ile hazirlanan kitozan/miR-200c formiilasyonu ile normalize edildigi tespit

edilmistir.

6.4. Protein Ekspresyonunun ELISA Yéntemi Ile Tayinine iliskin Bulgular

6.4.1. VEGF’in ELISA Yd&ntemi ile Tayinine Iliskin Bulgular

Kanser hiicre hatlarinda kitozan/miR-200c ve kitozan/miR-141 transfeksiyon
sonras1 hiicrelerdeki VEGF miktarini 6lgmek amaciyla yontem 5.2.4.°de belirtildigi gibi
ELISA tayini yapildu.

Yapilan ELISA tayini sonucunda, MCF-7 hiicre hattinda kitozan/miR200c
transfeksiyon sonrast VEGF %24,4 oraninda, MDA-MB-231 hiicre hattinda
kitozan/miR200c ve kitozan/miR-141 transfeksiyonu sonrast VEGF’i sirastyla %6,8 ve
%34,3 oraninda baskiladigi ve MDA-MB-435 hiicre hattinda Kkitozan/miR200c ve
kitozan/miR-141 transfeksiyonu sonrasinda VEGF seviyesinin sirasiyla %18,1 ve %33,7

oraninda azaldig1 gozlenmistir (Sekil 6.16).

113



(o]
o
o

(0]
o
o

7181 9337

%24,4

76,8 %34,3

VEGF Konsantrasyonu (pg/ml)
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MCF-7 MDA-MB-231 MDA-MB-435

Sekil 6.16. Tedavi Oncesi ve sonrasi arasinda VEGF ekspresyonunun karsilagtirilmasi (n=3)
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6.4.2. E-kaderin’in ELISA Yontemi Ile Tayinine Iliskin Bulgular

Kanser hiicre hatlarinda kitozan/miR-200c ve kitozan/miR-141 transfeksiyon
sonrast hiicrelerdeki E-kaderin miktarim1 6lgmek amaciyla yontem 5.2.4.°de

belirtildigi gibi ELISA yontemi kullanilarak tayini yapilda.

Yapilan ELISA tayini sonucunda, MCF-7 hiicre hattinda kitozan/miR200c
transfeksiyonu sonras1 E-kaderin %15,4 oraninda arttigi goézlendi, MDA-MB-231
hiicre hattinda/miR200c ve kitozan/miR-141 transfeksiyonu sonrasinda E-kaderin
seviyesinin sirastyla %88,7 ve %100,7 oraninda kanser hiicre hattina gére daha fazla
oldugu ve MDA-MB-435 hiicre hattinda kitozan/miR200c ve kitozan/miR-141
transfeksiyonu sonrasinda E-kaderin seviyesinin sirasiyla %2,3 azaldigi ve %2 arttig1
tespit edilmistir (Sekil 6.17).

6.4.3. Tinagl1’in ELISA Yontemi ile Tayinine Iliskin Bulgular

Kanser hiicre hatlarinda kitozan/miR-200c ve kitozan/miR-141 transfeksiyon
sonrast hiicrelerdeki Tinagll miktarin 6lgmek amaciyla yontem 5.2.4.’de belirtildigi

gibi ELISA yontemi kullanilarak tayini yapildi.

Yapilan ELISA tayini sonucunda, MCF-7 hiicre hattinda kitozan/miR200c
transfeksiyonu sonrast ve tiimor kontrol grubunda Tinagl-1 protein miktari
kiyaslandiginda Tinagl-1 protein miktarinin %13,5 oraninda arttig1 gozlendi. MDA -
MB-231 hiicre hattinda Tinagll seviyesi kitozan/miR-200c transfeksiyonu
sonrasinda %36 arttig1 ve kitozan/miR-141 transfeksiyonu sonrasinda %60 arttig
tespit edildi. MDA-MB-435 hiicre hattinda da Tinagll seviyesi kitozan/miR-200c
transfeksiyonu sonrasinda %27 arttig1 ve kitozan/miR-141 transfeksiyonu sonrasinda

%61,6 arttig1 gozlenmistir (Sekil 6.18).
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Sekil 6.17. Tiimor hiicrelerinde tedavi dncesi ve sonrast arasinda E-kaderin ekspresyonunun karsilastirilmasi (n=3)
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Sekil 6.18. Tiimor hiicrelerinde tedavi Oncesi ve sonrast arasinda Tinagll ekspresyonunun karsilastirilmasi (n=3)

117



6.4.4. Igfbp-4°iin ELISA Yontemi Ile Tayinine liskin Bulgular

Kanser hiicre hatlarinda kitozan/miR-200c ve kitozan/miR-141 transfeksiyon
sonrasi hiicrelerdeki Igfbp-4 miktarin1 6l¢gmek amaciyla yontem 5.2.4.°de belirtildigi
gibi ELISA yontemi kullanilarak tayini yapildi.

Yapilan ELISA tayini sonucunda, MCF-7 hiicre hattinda kitozan/miR200c
transfeksiyonu sonrasinda ve tiimor kontrol grubunda Igfbp-4 protein miktari
kiyaslandiginda Igfbp-4 protein miktarinin %7 oraninda arttig1 gézlendi. MDA-MB-
231 hiicre hattinda Igfbp-4 seviyesi kitozan/miR-200c transfeksiyonu sonrasinda
%0,7 arttig1 ve kitozan/miR-141 transfeksiyonu sonrasinda %10 arttig1 tespit edildi.
MDA-MB-435 hiicre hattinda da Igfbp-4 seviyesi kitozan/miR-200c transfeksiyonu
sonrasinda %11 azaldig1 ve kitozan/miR-141 transfeksiyonu sonrasinda ise %3,8

azaldig: tespit edilmistir (Sekil 6.19).

6.5. Invazyon Yontemine Iliskin Bulgular

Invazyon testi yontem 5.2.8.°de belirtildigi sekilde yapildi. Tiimér kontrol
grubu, kitozan/miR-141 ve kitozan miR-200c kompleksleri i¢in 1x10° hiicre/insert
olacak sekilde DMEM besiyeri ile siispande edilerek, 8 pm por filtreye sahip
insertlere ekim yapildi. Hiicreler tutunduktan sonra besiyeri kaldirildi ve 1 ml serum
free besiyeri igerisinde kompleksler siispande edildi ve insete eklendi. 24 saat sonra
%4 Paraformaldehit (PFA) ile fiksasyon ve giemsa ile boyanmasinin ardindan hiicre

hatlarinda invazyon bulgularina ait goriintiiler Resim 6.18.ve 6.19.’da verilmistir.
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Sekil 6.19. Tiimor hiicrelerinde tedavi 6ncesi ve sonrasi arasinda Igfbp-4 ekspresyonunun Karsilastirilmast (n=3)
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Resim 6.18. A-MDA-MB-231 hiicrelerinin invazyonu, B-MDA-MB-231 hiicre
hattinda kitozan/miR-141 transfeksiyonu sonrasi invazyonu, C-MDA-MB-231 hiicre

hattinda kitozan/miR-200c transfeksiyonu sonrasi invazyonu. X10 biiylitme
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Resim 6.19. A- MDA-MB-435 hiicrelerinin invazyonu, B- MDA-MB-435 hiicre

hattinda kitozan/miR-141 transfeksiyonu sonras1 invazyonu, C- MDA-MB-435 hiicre

hattinda kitozan/miR-200c transfeksiyonu sonrasi invazyonu. X10 biiyiitme
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Invazyon calismas1 bulgularina gore, MDA-MB-231 hiicre hattinda
kitozan/miR-200c uygulama sonrasi invazyon %35,6 ve kitozan/miR-141 uygulama
sonrast invazyon % 40,5 oraninda azaldig1 goriilmistiir (Sekil 6.18.). MDA-MB-435
hiicre hattinda ise kitozan/miR-200c uygulama sonrasi invazyonun %152 ve
kitozan/miR-141 uygulama sonrasi invazyonun %56,2 oraninda inhibe oldugu tespit
edilmistir. MDA-MB-435 hiicre hattinda kitozan/miR-200c uygulamasi1 sonrasindaki
invazyondaki inhibisyon istatistiksel olarak anlamli degildir (p>0,05). Fakat MDA-
MB-435 hiicre hatt1 ve kitozan/miR-141 uygulamasi ve MDA-MB-231 hiicre hatt1 ve
kitozan/miR-200c ve kitozan/miR-141 uygulamasi aralarindaki fark istatistiksel

olarak ileri derece anlamlidir (p<0,01).

Tablo 6.6. Invazyon bulgularma iliskin istatistiksel bulgular

INVAZYON

MDA-MB-231 | MDA-MB-231 | MDA-MB-435 | MDA-MB-435
Pozitif Kontrol | miR-200c Pozitif Kontrol | miR-200c
MDA-MB-231 miR-200c p>0,05 - - -

MDA-MB-231 miR-141 | p<0,05 p<0,05 - :
MDA-MB-435 miR-200c | _ ] p<0,05 ;
MDA-MB-435 miR-141 | _ ] p<0,05 p>0,05

6.6. Apoptoz Calismasina Iliskin Bulgular
Apoptoz c¢aligmast yontem 5.2.6.°da belirtildigi sekilde yapildi. Apoptoz

calismasi sonrasi her hiicre hatti i¢in ayr1 floresan mikroskobu goriintiileri Resim

6.20’de verilmistir.
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Resim 6.20. Apoptoz bulgularina ait resimler. A-MCF-7-Kitozan/miR-200c, B-
MDA-MB-231-Kitozan/miR-200c, C-MDA-MB-231-Kitozan/miR-141, D-MDA-
MB-435-Kitozan/miR-200c, E-MDA-MB-435-Kitozan/miR-141

Kitozan/miR-200c ve kitozan/miR-141 transfeksiyonu sonrasinda apoptotik

hiicre belirlenmedi.
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6.7. Hiicre Proliferasyon Calismasina liskin Bulgular

Saglikli hiicre hatt1 (L-929) ve kanserli hiicre hatlarinda (MCF-7, MDA-MB-
231, MDA-MB-435) yapilan hiicre proliferasyon ¢alismast WST-1 ajam1 kullanilarak

yontem 11°de belirtildigi gibi yapildi. Hiicre proliferasyon g¢alismasina ait bulgular
Sekil 6.20.’de verilmistir.
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Sekil 6.20. Saglikli ve Kanser hiicre hatlarinda yapilan hiicre proliferasyon ¢aligmasi

Hiicre proliferasyon bulgularina gore, saglikli hiicre hatti; L1929 fare
fibroblast hiicresinde kitozan/miR-200 formiilasyonu pozitif kontrole gore
degismedigi, ancak kitozan/miR-141 formiilasyonunun proliferasyonu artirdig1 tespit
edilmistir. MCF-7 hiicre hattina uygulanan kitozan/miR-200c formiilasyonunun
hiicre proliferasyonunu kontrole gore degistirmedigi gozlenmistir. MDA-MB-231
hiicre hattinda kitozan/miR-200c ve kitozan/miR-141 formiilasyonlar1 kontrole gore
hiicre proliferasyonunu artirirken, MDA-MB-435 hiicre hattinda kitozan/miR-200c
ve kitozan/miR-141 formiilasyonlar1 uygulandiginda kontrolle karsilatirildiginda

hiicre proliferasyonunun degismedigi tespit edilmistir (Sekil 6.20.).
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6.8. Istatistiksel Degerlendirme

Yontem 5.2.8de belirtildigi gibi Student t-test kullanilarak yapildi.
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Tablo 6.7. MDA-MB-231 Hiicre Hattinda Spg miR-141 Doz Cahsmasi

MDA-MB-231 Hiicre Hattinda Sug miR-141 Doz Calismasi

MCF-10A Endojen K/miR-141 (5png) Negatif K. Beraber Serbest miR-141
MCF-10A - p<0,05 p<0,05 p<0,05 p<0,05 p<0,05
Endojen - - p<0,05 p<0,05 p<0,05 p<0,05
K/miR-141 (5pg) - - - p<0,05 p<0,05 p<0,05
Negatif K. - - - - p<0,05 p<0,05
Beraber - - - - - p<0,05

Serbest miR-141
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Tablo 6.8. MDA-MB-231 Hiicre Hattinda S5pg miR-200c Doz Calismasi

MDA-MB-231 Hiicre Hattinda Spug miR-200c¢ Doz Calismasi

MCF-10A | Endojen K/miR-200c¢ (Spg) | Negatif K. Beraber Serbest miR-200c
MCF-10A - p<0,05 p<0,05 p<0,05 p<0,05 p<0,05
Endojen - - p<0,05 p<0,05 p<0,05 p<0,05
K/miR-200c¢ (5pg) - - - p<0,05 p<0,05 p<0,05
Negatif K. - - - - p<0,05 p<0,05
Beraber - - - - - p<0,05

Serbest miR-200c
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Tablo 6.9. MDA-MB-435 Hiicre Hattinda Spg miR-141 Doz Cahsmasi

MDA-MB-435 Hiicre Hattinda Sug miR-141 Doz Calismasi
MCF-10A Endojen K/miR-141 (5ng) Negatif K. Beraber | Serbest miR-141

MCF-10A - p<0,05 p<0,05 p<0,05 p<0,05 p<0,05
Endojen - - p<0,05 p<0,05 p<0,05 p<0,05
K/miR-141 (5pg) - - - p<0,05 p<0,05 p<0,05
Negatif K. - - - - p<0,05 p<0,05
Beraber - - - - - p<0,05
Serbest miR-141 - - - - - -
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Tablo 6.10. MDA-MB-435 Hiicre Hattinda 5pg miR-200c Doz Calismasi

MDA-MB-435 Hiicre Hattinda Spg miR-200c Doz Calismasi

MCF-10A Endojen K/miR-200c (5ng) | Negatif K. Beraber Serbest miR-200c
MCF-10A - p<0,05 p<0,05 p<0,05 p<0,05 p<0,05
Endojen - - p<0,05 p>0,05 p<0,05 p<0,05
K/miR-200c¢ (5ug) - - - p<0,05 p<0,05 p<0,05
Negatif K. - - - - p<0,05 p<0,05
Beraber - - - - - p<0,05

Serbest miR-200c
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Tablo 6.11. MDA-MB-231 Hiicre Hattinda 2. Doz Cahsmasi

MDA-MB-231 Hiicre Hattinda Doz Calismasi

MCF-10A Endojen K/miR-141 (1pg) K/miR-141 (2,5png) K/miR-141 (5png)
MCF-10A - p<0,05 p<0,05 p<0,05 p<0,05
Endojen - - p<0,05 p<0,05 p<0,05
K/miR-141 (1pg) - - - p<0,05 p>0,05
K/miR-141 (2,5pg) - - - - p<0,05

K/miR-141 (5pg)

MDA-MB-231 Hiicre Hattinda Doz Calismasi

MCF-10A Endojen K/miR-200c¢ (1pg) K/miR-200c¢ (2,5ug) K/miR-200c¢ (5pg)
MCF-10A - p<0,05 p<0,05 p<0,05 p<0,05
Endojen - - p<0,05 p<0,05 p<0,05
K/miR-200¢ (1png) - - - p>0,05 p>0,05
K/miR-200¢ (2,5png) - - - - p>0,05

K/miR-200¢ (Spg)
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Tablo 6.12. MDA-MB-435 Hiicre Hattinda 2. Doz Calismasi

MDA-MB-435 Hiicre Hattinda Doz Calismasi

MCF-10A Endojen K/miR-141 (1ng) | K/miR-141 (2,5ng) K/miR-141 (5ng)
MCF-10A - p<0,05 p<0,05 p<0,05 p<0,05
Endojen - - p<0,05 p<0,05 p<0,05
K/miR-141 (1pg) - - - p<0,05 p<0,05
K/miR-141 (2,5pg) - - - - p<0,05

K/miR-141 (Spg)

Tablo 6.13. MDA-MB-435 Hiicre Hattinda 2. Doz Calismasi

MDA-MB-435 Hiicre Hattinda Doz Calismasi

MCF-10A Endojen K/miR-200c (1ng) | K/miR-200¢ (2,5ng) K/miR-200c (5pg)
MCF-10A - p<0,05 p>0,05 p<0,05 p<0,05
Endojen - - p<0,05 p<0,05 p<0,05
K/miR-200¢ (1pg) - - - p<0,05 p>0,05
K/miR-200c¢ (2,5pg) - - - - p<0,05

K/miR-200¢ (5pg)
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Tablo 6.14. MDA-MB-435 Hiicre Hattinda 3. Doz Cahismasi

MDA-MB-435 Hiicre Hattinda Doz Calismasi

MCF-10A Endojen K/miR-141 (0,1ng) K/miR-141 (0,15pg) | K/miR-141 (0,2pg)
MCF-10A - p<0,05 p<0,05 p>0,05 p>0,05
Endojen - - p<0,05 p<0,05 p<0,05
K/miR-141 (0,1ng) - - - p<0,05 p<0,05
K/miR-141 (0,15ng) - - - - p>0,05

K/miR-141 (0,2pg)

Tablo 6.15. MDA-MB-435 Hiicre Hattinda 3. Doz Calismasi

MDA-MB-435 Hiicre Hattinda Doz Calismasi

MCF-10A Endojen K/miR-200c¢ (0,5pg) | K/miR-200c(0,75pg) | K/miR-200c¢ (0,8ug)
MCF-10A - p<0,05 p<0,05 p<0,05 p<0,05
Endojen - - p<0,05 p<0,05 p<0,05
K/miR-200c¢ (0,5ng) - - - p>0,05 p<0,05
K/miR-200c¢ (0,75ng) - - - - p<0,05

K/miR-200c (0,8ug)
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Tablo 6.16. MDA-MB-231 Hiicre Hattinda 3. Doz Calismasi

MDA-MB-231 Hiicre Hattinda Doz Calismasi

MCF-10A Endojen K/miR-141 (0,1pg) | K/miR-141 (0,2pg) | K/miR-141 (0,5pg)
MCF-10A - p<0,05 p>0,05 p<0,05 p<0,05
Endojen - - p<0,05 p<0,05 p<0,05
K/miR-141 (0,1png) - - - p<0,05 p<0,05
K/miR-141 (0,2png) - - - - p>0,05

K/miR-141 (0,5pg)

Tablo 6.17. MDA-MB-231 Hiicre Hattinda 3. Doz Calismasi

MDA-MB-231 Hiicre Hattinda Doz Calismasi

MCF-10A Endojen K/miR-200¢(0,1ng) | K/miR-200¢ (0,2ng)
MCF-10A - p<0,05 p>0,05 p<0,05
Endojen - - p<0,05 p<0,05
K/miR-200c (0,1pg) - - - p<0,05

K/miR-200¢ (0,2png)
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Tablo 6.18. MCF-7 Hiicre Hattinda Doz Calismasi

MCF-7 Hiicre Hattinda Doz Cahismasi

MCF-10A Endojen K/miR-200¢ (0,1pg) | K/miR-200c (0,5pg) K/miR-200c¢ (0,75pg) K/miR-200¢ (1pg)
MCF-10A - p<0,05 p<0,05 p<0,05 p>0,05 p>0,05
Endojen - - p<0,05 p<0,05 p>0,05 p>0,05
K/miR-200¢ (0,1pg) - - - p<0,05 p>0,05 p<0,05
K/miR-200c¢ (0,5ug) - - - - p>0,05 p>0,05
K/miR-200¢ (0,75pg) - - - - - p<0,05

K/miR-200c¢ (1ng)
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Tablo 6.19. VEGF ELISA bulgularina ait istatistiksel bulgular

VEGF ELISA
MCF-7 Pozitif Kontrol MDA-MB-231 P. Kontrol | MDA-MB-231 miR-200c | MDA-MB-435 P. Kontrol | MDA-MB-435 miR-200c
MCF-7 miR-200c p<0,05 N : . -
MDA-MB-231 miR-200c - p<0,05 - - -
MDA-MB-231 miR-141 - p<0,05 p>0,05 - -
MDA-MB-435 miR-200c } - - p<0,05 -
MDA-MB-435 miR-141 - - - p<0,05 p>0,05

Tablo 6.20. E-kaderin ELISA bulgularna ait istatistiksel bulgular

E-kaderin ELISA

MCEF-7 Pozitif Kontrol

MDA-MB-231 P. Kontrol

MDA-MB-231 miR-200c

MDA-MB-435 P. Kontrol

MDA-MB-435 miR-200c

MCF-7 miR-200c p<0,05 - - - -
MDA-MB-231 miR-200¢ - p<0,05 - - -
MDA-MB-231 miR-141 - p<0,05 P>0,05 - -
MDA-MB-435 miR-200c - - - p<0,05 -
MDA-MB-435 miR-141 - - - p<0,05 p<0,05
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Tablo 6.21. Tinagll ELISA bulgularina ait istatistiksel bulgular

Tinagll ELISA

MCF-7 Pozitif Kontrol MDA-MB-231 P. Kontrol | MDA-MB-231 miR-200c MDA-MB-435 P. Kontrol MDA-MB-435 miR-200c
MCF-7 miR-200c p<0,05 - - - -
MDA-MB-231 miR-200¢ - p<0,05 - - -
MDA-MB-231 miR-141 - p>0,05 p>0,05 - -
MDA-MB-435 miR-200c } - - p<0,05 -
MDA-MB-435 miR-141 - - - p>0,05 p<0,05

Tablo 6.22. Igfbp-4 ELISA bulgularina ait istatistiksel bulgular
Igfbp-4 ELISA

MCF-7 Pozitif Kontrol | MDA-MB-231 P. Kontrol | MDA-MB-231 miR-200c | MDA-MB-435 P. Kontrol MDA-MB-435 miR-200c
MCF-7 miR-200¢ p>0,05 ; N § :
MDA-MB-231 miR-200c - p>0,05 - - -
MDA-MB-231 miR-141 - p>0,05 p>0,05 - -
MDA-MB-435 miR-200¢ - - - p<0,05 -
MDA-MB-435 miR-141 - - - p<0,05 p<0,05
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Tablo 6.23. Hiicre proliferasyon bulgularina ait istatistiksel bulgular

HUCRE PROLIFERASYON CALISMASI
HO Pozitif HO H1 Pozitif H2 Pozitif H3 Pozitif
Kontrol miR-200c Kontrol Kontrol H2 miR-200c Kontrol H3 miR-200c
HO miR-200c p>0,05 - - - - - -
HO miR-141 p<0,05 p>0,05 - - - -
H1 miR-200c - - p>0,05 - - - -
H2 miR-200c - - - p<0,05 - - -
H2 miR-141 - - - p<0,05 p>0,05 - -
H3 miR-200c . - - . . p>0,05 .
H3 miR-141 - _ _ - _ p>0,05 p>0,05
HO0:L929
H1:MCF-7

H2:MDA-MB-231
H3:MDA-MB-435
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7. TARTISMA ve SONUCLAR

Erken teshis ve tedaviye karsin meme kanseri diinyada o6lim nedenlerinin
basinda gelmektedir. Son 10 yilda hastalifin biyolojik heterojenitesine iliskin
bulgunun artmasi, meme kanserinde etkin farkli patolojik molekiillerin bulunmasi ile
tedavide yeni alternatifler ortaya ¢ikmistir. Bu molekiiller meme kanseri ile ilgili
ornegin, sinyal transdiiksiyonu, hiicre siklusu, apoptotik, pro-anjiyogenik ve
metastatik yolaklar gibi degisik proseslerde gorev alirlar. Bunlar arasinda yeni
diagnostik ve terapotik hedeflerden mikroRNA’lar (miRNA’lar) yeni bir sinif kiigiik
endojen kodlanmayan RNA’lardir. miRNA’lar iyi korunmus yapilar olup ve normal
biyolojik fonksiyonlarda ornegin hiicresel farklilasma, proliferasyon ve apoptosis
baglantilt komplike bir gen regiilasyon network (ag) yapist olustururlar (Serpico ve
ark., 2014). MiRNA’lar farkl tip kanserlerde oldugu gibi meme kanseri patogenezi
ile de ilgilidirler. MiRNA’lar normal ve meme kanser dahil anormal biyolojik
reaksiyonlarin kritik regtilatorleridir. miRNA’lar 21-25 niikleotidlik kodlanmayan
RNA’lar olup gen ekspresyonu post-transkripsiyonel kademede regiile ederler.
Anormal miRNA ekspresyonu sadece tiimor baglatict ve gelistirici sinyal yolaklarim
aktive etmez ayn1 zamanda kanserde metastaz gelismesini ve rezistanst da
hizlandirir. Hedef miRNA’nin  ekspresyon durumuna bagli olarak miRNA-
terapotikleri 2 gruba ayrilabilir:

1- miRNA’lar yiiksek oranda eksprese oldugu durumlarda miRNA inhibisyon
2- miRNA ekspresyonu azaldiginda ise miRNA yerine koyma tedavisi

(replacement) (Zhang ve ark., 2013).

Hastaligin patolojisinde miRNA’nin upregiilasyonu etkili ise miRNA bloke
edilmeli, protein ekspresyonu baskilanabilir. Aksi durumda, yani miRNA
ekspresyonu azaldiginda/bulunmadigr durumlarda endojen miRNA ile ayni sekansi
iceren bir miRNA mimik tedavisi de kullanilabilir. Dogal miRNA ile ayn1 biyolojik
fonksiyonu saglamak i¢in kullanilan mimik RISC kompleksine girebilmeli ve hedef

mRNA’y1 etkilemelidir.
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Teorik olarak ayni sekansa sahip tek sarmalli RNA, mature RNA olarak miRNA
mimik fonksiyonu goriir. Buna karsin, ¢ift sarmalli miRNA mimikleri bir rehber

(guide) ve bir yolcu (passenger) iplik¢ige sahip olup tek sarmallilardan potansiyel
olarak 100-1000 kat daha etkilidir (Bader ve ark., 2011)

Literatiir bulgular1 miRNA’larin tiimor gelismesinde ¢ok Onemli bir rol
oynadiklarini, tliimdriin alttiplerine bagl olarak miRNA’larin farkli sekilde eksprese
olduklarini ve her bir miRNA’nin ekspresyon profilinin tiimoriin malign 6zelliklerini

belirledigini gostermektedir. (Blenkiron ve ark., 2007; lorio ve ark., 2005)

Bes tliyeden olusan miR-200 ailesi 2 farkli genomik bdlgede bulunan 2 kluster
formundadir (miR-200a, -200b, 429 ve miR-200c, -141). miR-200 ailesi kanserin
baslamasi, metastaz, diagnoz ve tedavisindeki rolleri nedeniyle dikkat ¢ekici
molekiillerdir.  Son  ¢alismalarda miR-200  ailesinin  hiicrenin  malign
transformasyonunu inhibe ederek tiimor baglamasini inhibe ettigi ileri siiriilmiistiir.
miR-200 ekspresyon kaybi karsinogenezin erken safhasinda énemli rol oynayabilir

(Humphries ve Yang, 2015).

Diger taraftan kanser metastaz, ¢cok-kademeli bir sinyal kaskadinin sonucudur.
Son c¢alismalar miR-200 ailesinin metastazin her bir kademesinde etkili olabilecegini
gostermistir (Humphries ve Yang, 2015). miR-200’ler anjiyogenezi inhibe ederek

tiimor gelismesini inhibe etmektedir.

Bu 6nemli 6zelliklerine karsin miRNA’larin hiicresel aliminin ¢ok zayif olmast,
endozomal kagig, immunojenisite, kanda degredasyon ve hizli renal klirens gibi
tedavide kullanimini sinirlayan sorunlar mevcuttur. Bu sorunlar1 gidermede en iyi
¢Ozlim uygun bir tasiyict formiile edilmesidir. Uygun bir tasiyici sistemle tasinan
miRNA’nin hedef organa ulasarak, hiicre membranindan gecip hiicreye girebilir ve
aktif formda intraseliiler hedefe ulagabilir. miRNA tasiyict sistem olarak diger
niikleik-asit tasinmasinda kullanilan viral ve viral olmayan sistemler mutajenik,
immunojenik 6zelligi, sinirli gen tagima kapasitesi ve iiretim problemleri nedeniyle

son yillarda ¢aligmalar viral-olmayan sistemler {izerinde yogunlasmistir. Viral
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olmayan sistemler arasinda katyonik lipitler, polimerler, dendrimerler ve
nanopartikiiller denenmistir (Ben-Shushan ve ark., 2014). Viral olmayan gen tasiyici
sistemler arasinda kitozan; biyouyumlu, biodegrade olan, diisiik toksisiteye sahip bir

biyopolimer olarak dikkat ¢ekmektedir.

Kitozan miRNA caligmalart;

Bu tezde miR-200 kluster1 miR-200c ve miR-141’in kitozanla olusturdugu
nanokompleksin downregiile oldugu degisik meme kanseri hiicre hatlarinda
transfeksiyon etkinligi, saglam meme ile kiyaslanmasi uygun kompleks dozaji ile
endojen miRNA seviyesinin saglanmasi ve kitozan/miR-200c ve kitozan/miR-141
komplekslerinin meme kanseri hiicre hattinda anjiyogenez, invazyon, metastaz ve

endotel-mezenkimal doniisiimii etkisi kisaca etki mekanizmasi arastirilmistir.

Bu amagla miR-200c ve miR-141’in elektroforetik ve spektroforetik
yontemle kalite kontrolleri yapilarak, kitozanla kompleksleri hazirlanmistir. Denenen
farkli N/P oranlarinda (1/1, 1/5, 1/10, 1/20, 1/30, 1/40, 1/50) tam kompleks olusumu
Resim 6.2. ve 6.3.’de gorildigi gibi 1/20 oraninda kitozan/miR-200c ve
kitozan/miR-141 ile elde edilmis, kompleks olusumu elektroforetik olarak kontrol
edilmistir. Daha sonra komplekslerin mikroskopik (TEM) kontrolleri yapilmus,
boyut, yiizey yiikii Olglimleri ve serum stabiliteleri ¢alisilmistir. Tablo 6.2.°de
gortldiigli gibi kitozan miR-200c komplekslerinin boyutlar1 367.9+33 ile 596 + 130
nm arasinda; zeta potansiyel degerleri ise 12.4-26.2 mV arasinda degigmektedir.
Kitozan/miR-141 komplekslerinin boyutlar1 328.1£12 ile 425.4+50 nm arasinda; zeta
potansiyel degerleri ise 12.3-25.4 mV arasinda degismektedir.

Komplekslerin serum stabilitesine iliskin bulgulara gore Resim 6.6. ve 6.7.’de
goriildiigii gibi kitozan/miR-200c komplekslerinin 48. saate kadar, kitozan/miR-141
komplekslerinin 72. saate kadar serum etkisine karsi korunmus, serbest miR-200c
serumla muamele edidigi 0. dakikadan itibaren pargalanmaya basladig1 ve 48. saatin

sonunda tamamen pargalandig1 (Resim 6.8.) ve serbest miR-141’1n ise Resim 6.9°da
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goriildiigli gibi serumla muamele edildigi 0. dakikadan itibaren parcalanmaya

basladig1 ve 24. saatin sonunda tamamen pargalandig: tespit edilmistir.

Kitozan komplekslerinin niikleik asitleri serum etkisine karsi koruyucu

etkilerine iligkin bu bulgu literetiir verilerine uygundur (Salve ve ark.)

Daha sonra hazirlanan kompleksler i¢cinde en diisiik N/P oran1 olan 1/20 orani

secilerek in vitro hiicre kiiltiirii calismalarinda kullanilmastir.

miRNA komplekslerini meme kanseri hiicrelerine uygulamadan 6nce saglam
ve malign meme kanseri hiicrelerine endojen miRNA seviyeleri RT-PCR yo6ntemi ile
saptanmistir. Saglam meme hiicreleri olarak MCF-10A; meme kanseri hiicresi olarak
ise farkli 6zellikte hiicreler kullanilmistir. Bunlar; ER(+), PR(-) ve HER2(-) MCF-7,
ER(-), PR(-) ve HER2(-) MDA-MB-231 ve ER(-), PR(-) ve HER2(-) MDA-MB-435

huicreleridir.

Saglam MCF-10A ve kanserli hiicrelerde miR-141 ve miR-200c diizeyleri
sirastyla Sekil 6.1. ve 6.2.”de gosterilmistir.

Endojen miR-200c ekspresyon diizeyi MCF-10A’nin ekspresyonuna gore
(%100 alindiginda) MCF-7de %60 downregiile ve MDA-MB-231 ve MDA-MB-
435’de %99 downregiile olmustur (Sekil 6.2.)

Endojen miR-141 diizeyi ise MCF-10A’ya gore MCF-7’de degismemis ancak
%?2 oraninda azalma goriilmiistir. MDA-MB-231°de %70; MDA-MB-435 hiicre
hattinda ise %90 downregiile olmustur. Bu sonuglar kanserli hiicrelerde miR-200c ve
miR-141’in downregiile olduguna iligkin literatiir verilerine uygunluk gostermektedir

(Rhodes ve ark., 2015; Feng ve ark., 2014).
Calismada transfeksiyon kontrolii floresan 6zellikte mimiklerle hazirlanan

kitozan kompleksleri ile yapildi. Komplekslerin hiicre igine girisi ve hiicre i¢indeki
yerleri konfokal mikroskopla incelendi. Resim 6.12-6.14.’de goriildiigii gibi 48. ve
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96. saatte izlenen floresans komplekslerinin hiicre membranin1 gecerek hiicre icine

internalizasyonunu gostermektedir.

Bilindigi gibi hiicredeki miRNA seviyesi onemlidir. Cok yiiksek oranda
miRNA ekspresyonu hiicre canliligi i¢in olumsuz etki yapabilmektedir (Vasudevan,
2012). Bu nedenle endojen miR-200c ve miR-141 seviyesini saglayacak dozda
ekspresyonu igin farkli dozlarda (0.1-5ug) miR-200c ve miR-141 igeren kitozan
kompleksleri ile ¢alisma yapildi, RT-PCR ile hiicre miRNA diizeyleri saptandi. Her
hiicre i¢in uygun miRNA dozu saptandi. miR-200c i¢in uygun doz MCF-7°de 0,75
ng, MDA-MB-231de 0,1 pg ve MDA-MB-435’de 1 pg’dir. miR-141 i¢in uygun
doz MDA-MB-231 hiicre hatt1 igin 0,1 pg ve MDA-MB-435 i¢in 150 ng’dir
(p>0,05)(Sekil 6.3.-6.15.).

Belirlenen dozda kitozan-miRNA komplekslerinin uygulanmasindan sonra
miR-200c ve miR-141’in anjiyogenez VEGF etkisini saptamak i¢cin VEGF tayini
ELISA yontemi ile yapildi.

VEGF tayini bulgularina gore Sekil 6.16.°da goriildiigi gibi miRNA
uygulanmayan tiimor gruplarina gore ve kitozan/miRNA uygulanan gruplarda VEGF
konsantrasyonunun azaldigi tespit edilmistir. Belirlenen dozda kitozan/miR-200c
transfeksiyonu yapilan MCF-7 hiicre hattinda VEGF seviyesinin timor grubuna gore
(%100 alindiginda) %24,4 oraninda azaldigi, MDA-MB-231 hiicre hattinda %6,8
oraninda azaldigi ve MDA-MB-435 hiicre hattinda ise %18,1 oraninda azaldig
saptanmistir. Kitozan/miR-141 transfeksiyonu yapilan MDA-MB-231 hiicre hattinda
VEGEF seviyesinin tiimor grubuna gore (%100 alindiginda) %34,3 oraninda azaldig:
ve MDA-MB-435 hiicre hattinda ise %33,7 oraninda azaldigi tespit edilmistir
(p<0,05).

miR-200c ve miR-141 miRNA’larinin VEGF’i hedefleyerek ekpresyonunu

regiile ettigine ve anjiyogenezi baskiladigina iligkin bu bilgi literatiire uygundur
(Zhang ve ark., 2014).
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Uygun dozda kitozan/miRNA komplekslerinin hiicrelere verilmesinden sonra
miR-200c ve miR-141’in EMT’ye etkisini belirlemek icin EMT’de 6nemli molekiil
olan E-kaderin ELISA yo6ntemi ile tayin edildi.

Timoér gruplart ve timdr gruplarina belirlenen dozda kitozan/miRNA
uygulama sonrasi hiicrelerdeki E-kaderin protein ekspresyon seviyeleri Sekil
6.17°deki gibidir. Buna gore tiimor gruplart %100 alindiginda kitozan/miR-
200c’nin; MCF-7 hiicre hattinda E-kaderin seviyesini %15,4 artirdigi, MDA-MB-
231 hiicre hattinda %88,7 artirdig1 (p<0,05) ve MDA-MB-435 hiicre hattinda ise E-
kaderin seviyesinin degismedigi ancak %2,3 oraninda azaldigi (p>0,05) gbézlenmistir.
Kitozan/miR-141’in; MDA-MB-231’de E-kaderin seviyesini %100,7 (p<0,05)
artirdigt ve MDA-MB-435’de ise degistirmedigi ancak %2 oraninda artirdig
saptanmistir (p>0,05).

miR-200c ve miR-141’in EMT transkripsiyon faktorlerinden ZEB1/2’yi
hedefleyerek EMT’yi baskiladigi bilinmektedir. miR-200 ailesi epitel fenotipte
onemli molekiillerden olan E-kaderini baskilayan ZEB’leri baskilayarak E-kaderin
ekspresyonunu da indirekt olarak regiile etmektedir. miR-200c ve miR-141
mimikleri kullanilarak hazirlanan komplekslerin hiicrelere verilmesiyle MCF-7 ve
MDA-MB-231 hiicre hatlarindaki E-kaderin seviyesindeki artig literatiire uygundur
(Rhodes ve ark., 2015).

miR-200 ailesinin upregiilasyonu SEC23A’y1 hedefleyerek metastazi inhibe
eden Tinagll ve Igfbp-4 proteinlerini indirekt olarak deregiile etmesi metastatik
kolonizasyona yol a¢gmaktadir (Korpal ve ark., 2012). miRNA’larin yanlis regiile
edilmeleri de kanser gibi ¢esitli hastaliklara yol agmaktadir (Vasudevan, 2012).

Belirlenen dozda kitozan/miRNA uygulanan hiicrelerdeki Tinagll tayini
ELISA yontemi ile tayin edildi.

Buna gore hiicrelerdeki Tinagll seviyesi Sekil 6.18’de gosterildigi gibidir.
Kitozan/miR-200c transfeksiyonu yapilan MCF-7 hiicre hattinda Tinagll seviyesinin
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timor grubuna gore (%100 alindiginda) %13,5, MDA-MB-231°de %36 ve MDA-
MB-435’de %27 oranlarinda arttigi gozlenmistir. Kitozan/miR-141 transfeksiyonu
yapilan MDA-MB-231 hiicre hattinda Tinagll seviyesinin tiimor grubuna gore
(%100 alindiginda) %60 ve MDA-MB-435’de %61,6 oraninda arttigi tespit
edilmistir (p<0,05).

Hiicrelerdeki Igfbp-4 seviyesini belirlemek i¢in yapilan ELISA yontemi
bulgularina gore ise Sekil 6.19°de gosterilmis olup kitozan/miR-200c transfeksiyonu
yapilan MCF-7 ve MDA-MB-231 hiicre hatlarinda Igfbp-4 seviyesinin timor
grubuna gore (%100 alindiginda) degismedigi, ancak %7 (p>0,05) ve MDA-MB-
231’de %0,7 oraninda arttig1 (p>0,05) ve MDA-MB-435’de ise %11 oranlarinda
azaldig1 (p<0,05) gozlenmistir. Kitozan/miR-141 transfeksiyonu yapilan MDA-MB-
231 hiicre hattinda Igfbp-4 seviyesinin tiimdr grubuna gore (%100 alindiginda) %10
arttigl (p>0,05) ve MDA-MB-435’de ise degismedigi ve %3,8 oraninda azaldigi
(p<0,05) tespit edilmistir.

Belirlenen dozda kitozan-miRNA komplekslerinin uygulanmasindan sonra
miR-200c ve miR-141’in invazyona etkisini tespit etmek i¢in 8um porlara sahip

insertler kullanilarak invazyon tayini yapildi.

Timor hiicre hatlarinda miR-200c ve miR-141’nin invazyona etkisi Resim
6.18 ve 6.19.’daki gibidir. Buna gore go¢ eden hiicre sayist (tiimor kontrol grubu
%100  alindiginda); MDA-MB-231  hiicre  hattinda  kitozan/miR-200c
uygulanmasindan sonra tiimor kontrol grubuna gore %35,6 oraninda (p<0,05) ve
kitozan/miR-141 uygulamasindan sonra %40,5 oraninda azaldig1 saptanmistir
(p<0,05). MDA-MB-435 hiicre hattinda kitozan/miR-200c uygulanmasindan sonra
timor kontrol grubuna gore %]15,2 oraninda (p>0,05) ve kitozan/miR-141

uygulamasindan sonra %56,2 oraninda azaldig1 saptanmistir (p<0,05).
EMT ve anjiyogenezi regiile ederek invazyonu baskilayan miR-200 ailesi

kanserde downregiile olmaktadir. Kitozan tasiyic1 sistem kullanilarak bazal

ekspresyon seviyesine getirilen miR-200c ve miR-141; EMT ve anjiyogenezi

144



baskilayarak invazyonu azaltmistir. Bu bilgiler literatiire uygundur (Rhodes ve ark.,
2015; Pecot ve ark., 2014).

Sonugta, miRNA’larin kitozan ile 20/1 (N/P) oranindan sonra tam kompleks
olusturdugu gozlenmistir.  Yapilan Olgiimlerde, kompleks partikiil boyutlarinin
kitozan/miR-141"de 328.1+12 ile 425.4+50 nm ve kitozan/miR-200c’de 367.9+33 ile
596 + 130 nm arasinda degistigi, zeta potansiyel degerlerinin ise kitozan/miR-141
kompleksleri i¢in 12.3-25.4 mV ve kitozan/miR200c kompleksleri i¢in 12.4-26.2 mV
arasinda degistigi saptanmistir. Stabilite calismasinda kitozanin miRNA’y1 serum ve
enzim degredasyonuna karst korudugu gdzlenmistir. In vitro hiicre kiiltiirii
caligmasinda, ilk olarak saglikli meme hiicre hati MCF-10A referans olarak
secilerek ekspresyon profilleme ¢alismasi analizinde, miR-200c’nin %60 downregiile
oldugu ve endojen miR-141’in saglikli hiicre hatti ile aynm1 seviyede oldugu
gozlenmigtir. MDA-MB-231 hiicre hattinda, miR-141’in yaklasik %70 ve miR-
200c’nin yaklagik %99 downregiile oldugu gdzlenmistir. MDA-MB-435 hiicre
hattinda ise, miR-141"in yaklasik %90 ve miR-200c’nin yaklasik %99 downregiile
oldugu gozlenmistir. Bu sonucglara gore kanserli hiicre hatlarindaki downregiile
miRNA seviyelerini saglikli hiicre hattinin endojen miRNA seviyesine getirebilmek
icin transfeksiyon ve doz caligsmalart yapilmistir. Farkli miRNA dozlarinda yapilan
calismalarda, her lic meme kanser hiicre hattinda miRNA seviyesini endojen
seviyeye getiren dozlar ve N/P oranlar1 qRT-PCR calismalari ile belirlenmistir. in
vitro transfeksiyon c¢alismasinda, kitozan/Dy547-miR-67 mimik kompleksleri (20/1
(+/-) hiicrelere verilerek Dy547-miR-67 mimik komplekslerinin hiicre igerisindeki
lokalizasyonlar1 floresan ve konfokal mikroskop ile incelenmistir. Kitozan/miR-200c
ve kitozan/miR-141 komplekslerinin kanser hiicre hatlarina transfeksiyonu sonrasi
hiicrelerdeki VEGF, E-kaderin, Tinagll, Igfb4 miktarlar1 ELISA ile olgildi.

Komplekslerin kanser hiicrelerinde apoptoz ve hiicre proliferasyonuna etkisinin

olmadig1 gozlemlenirken, kanser hiicrelerinde invazyonu azalttig tespit edildi.
Sonug olarak, ¢alismamizda miR-200c ve miR-141’in kitozan kompleksleri

ile hiicrelere stabil olarak tasindigi, hiicreye internalize olarak kanser hiicrelerinde

bozulan miRNA regiilasyonunun tedavi edilmesiyle kanser hiicrelerinin invazivligini
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azalttig1 yapilan calismalarla gosterilmistir. Kitozan komplekslerinin miRNA igin
giivenilir ve etkin bir tasiyici sistem oldugu gosterilmistir. Bu calisma gelecekte
kitozan polimeri ile yapilacak miRNA tasiyici sistem arastirmalari ve miR-200 aile

tiyelerinin meme kanserindeki rollerinin anlasilmasi i¢in de temel olusturmaktadir.
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