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OZET
Yuksek Lisans Tezi
Kanser Hiicrelerinin Programlanmasinin MikroRNA Ifade Profili Uzerindeki Etkileri
Necati Kaan Kutlu
Ankara Universitesi Biyoteknoloji Enstitiisi

Dr. Ogr. Uyesi Acelya Yilmazer Aktuna

Hiicre programlanmasi ile glinlimiizde doku miihendisligi, hastalik modellemesi, ilag taramasi
ve toksikoloji alanlarinda kullanmak {izere uyarilmig pluripotent hiicre elde etmek
mimkiindiir. Normal gelisim siirecinde hiicreler belli bir donem biitiin hiicrelere
dontisebilecekleri pluripotent bir evreden gecerler ve daha sonra normal gelisim siirecine gore
farklilagirlar. 2006 yilinda Yamanaka yaptigi calismada somatik hiicreleri, Segilen dort
transkripsiyon faktoriiniin asir1 ifade edilmesi sayesinde, kok hticre haline geri dondirtlmeyi

basarmuistir.

Bu tez ¢alismasinda, Yamanaka faktorleri (Oct3/4, Klf-4, Sox-2 ve c-Myc) Sendai viral
vektorleriyle melanoma kanser hiicrelerine verilmis ve bu hiicrelerde miRNA ifade
profillerinde olusabilecek farkliliklar arastirilmigtir. Daha sonrasinda belirlenen miRNA’larin
ifadelerinin transkripsiyon faktorleriyle muamele edilen hiicrelerde kanser durumunda
caligmayan hangi metabolik yolaklarda degisikliklere sebep olduklari tanimlanmistir. Son
olarak kanser hiicrelerinin programlanmast ve miRNA ifade profilinin karsilagtiriimasi
sayesinde tiimor gelisiminin daha iyi anlagilabilmesi igin biyobelirte¢ olarak kullanilabilecek

miRNA’lar tanimlanmistir.
2018, 62 sayfa

Anahtar Kelimeler: Hiicre programlanmasi, Melanoma, miRNA profillemesi, epigenetik

degisiklikler, metabolik yolaklar



ABSTRACT
MSc Thesis
Effects of Cancer Cell Programming on MicroRNA Expression Profiles
Necati Kaan Kutlu
Ankara University Biotechnology Institute

Asst. Prof. Acelya Yilmazer Aktuna

It is possible to obtain induced pluripotent stem cells with cellular programming nowadays in
tissue engineering, drug development, disease modeling and toxicology fields. Normally, all
cells have a pluripotent stage where they could transform to differentiated cells. In 2006,
Yamanaka achieved reprogramming somatic cells with four selected transcription factors to

stem cell form.

In this thesis, Yamanaka factors (Oct3/4, KIf-4, Sox-2 and c-myc) were transferred to
melanoma cancer cells with Sendai viral vectors and possible differences in their miRNA
expressions were analyzed. Furthermore it was identified with reprogramming, differentiated
mMIiRNA expressions cause changes in metabolic pathways that were expressed differently in
cancer cells. Finally, miRNAs that can be used as biomarkers to better understand tumor
development are described through the programming of cancer cells and the comparison of

miRNA expression profiles.
2018, 62 pages

Keywords: Cellular programming, Melanoma, miRNA profiling, epigenetics, metabolic
pathways
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1. GIRIS

Normal bir gelisim siirecinde déllenmis yumurta embriyoya doniisiir ve bunun sonucunda bir
eriskin meydana gelir. Déllenmemis yumurta farklilasmamis sathada iken, gelisim siirecinde
tam olarak farklilasmis safthaya dogru tek yonlii bir gidis vardir (1). Wadington’un epigenetik
manzarasi anlatiminda goriindigii gibi (Sekil 1.1) tepe istiinde farklilasmamis hiicre oturur,
farklilastik¢ca asagi dogru iner ve yuvarlanir ve daha sonrada farkli hiicre tiplerini doniisiir.
Burada asagi dogru tek yonlii gidis oldugu ve yukari dogru cikisin zor oldugunu
gosterilmektedir ve ayrica vadiler arasinda farkli hiicre tipleri arasinda da ge¢is olmadigin
gostermektedir. 1960’lara kadar, “farklilasmamis sathaya geri doniis imkansizdir’® olarak

biliniyordu ama daha sonraki ¢alismalar bunun yanlis bir goriis oldugunu gosterdi (2,3).

Sekil 1.1. Wadington’un epigenetik manzarasi (1)

Insan embriyonik kok hiicreleri bazi hastaliklarin tedavi edilmesi i¢in kullanilabilir. Ancak,
insan embriyolarmin kullanilmasi ile ilgili etik sorunlar ve olusabilecek doku uyumsuzluklar
bunu zorlastirmaktadir. Bu zorluk, hastalarin kendi somatik hiicreleri kullanilarak asilabilir
(3). Memeli blastosist hiicrelerinden elde edilmis embriyonik kok hiicreler, siiresizce biiyiime
yetenegi barindirirken ayni zamanda da pluripotentligi devam ettirebilme o6zelligine de
sahiptirler (4). Pluripotentlik, tek bir hiicrenin esnek bir sekilde biitiin hiicre hatlarina
geligerek yetiskin bir organizmaya doniisebilme kapasitesidir. Pluripotent hiicreler embriyo

hiicreleri disinda somatik hiicrelerin programlanmasiyla da elde edilir (5). Oct3/4, Sox2 ve



Nanog’u igeren c¢esitli transkripsiyon faktorleri erken embriyonik donemde pluripotentligin
devaminda rol oynar. Stat3, E-Ras, c-myc, KIf4 ve B-catenin gibi ¢esitli genler de embriyonik
kok hiicrelerinde c¢ogalmanin kontroliinde goérev alirlar. Bu faktorlerden dort tanesinin
(Oct3/4, Sox2, KIf4, c-myc) birlikte kullanilmasiyla somatik hiicrelerde pluripotentlik elde
edilebilir (3).



2. KURAMSAL TEMELLER

miRNAIlar hicrelerde epigenetik duzenleyici olarak gorev yapan kodlanmayan RNA
molekiilleridir. Gergeklestirdikleri transkripsiyon sonrasi gorevlerle hiicrelerde oldukca farkl
metabolik isleri kontrol ederler. Hiicre programlanmasi sonrasinda kanser hicrelerinde
gozlenen degisimlerin tanimlanmasi ve kontrol edilebilmesi igin belirteg olacak yeni

miRNAlar tespit edilmeye calisilmistir.
2.1.  MIRNALARIN HUCREDEKI ROLU

miRNAlar, mRNAlar1 hedefleyerek gen ifadesinin kontroliinde transkripsiyon sonrasi
mekanizmalart kullanan ¢ogunlukla korunmus anahtar epigenetik elemanlardir. miRNAlar
hlicrelerde biiyiime ve farklilasma, apoptoz, enerji tretimi gibi farkli birgok islemin
diizenlenmesinde rol oynamaktadirlar. Ayrica rejeneratif tip yaklasimlarinin gelisimin de de

kritik rolleri bulunmaktadir.

miRNAlar, diizenleyici etkiye sahip kodlayic1 6zellige sahip olmayan yaklasik 22 niikleotid
uzunlugu olan RNA molekiilleridir. Bu RNA molekiilleri hiicrede gen ifadesini transkripsiyon
sonrasi mekanizmalarla kontrol ederler (6). Gen regulasyonu ve kontrolindeki bu kritik
gorevlerinden dolay1 tiimor gelisimi, apoptoz, hiicre iiremesi, farklilasma iizerindeki rollerini
anlamak olduk¢a oOnemlidir (7). miRNAlarin ifade profilinin ¢ikartilmas: ile kanser
simiflandirilmasi tizerine yapilmis ¢aligmalar, kanser tedavisinde miRNA hedefleyen ilag
aragtirmalar;, miRNA’lar kullanilarak kanser hucrelerinin programlanmasi bu Onemli
gorevlerinin kullanim alanlarindan sadece bazilaridir (8,9,10). miRNAlarin terOpatik olarak
bu kadar farkli sekillerde kullanilmasi kanser hiicre programlanmasi sirasinda hiicrelerin
gosterdikleri degisimi takip etmek icin biyobelirteg olarak belirlenmelerinin de mamkin

oldugunu gostermektedir.

Yetiskin miRNAlar 18 ile 24 niikleotid uzunluklarinda olup hedef mRNAlarin 3> UTR
bolgesine baglanarak gen ifadesinin degisimini saglarlar (6). Primer miRNAlar hiicrede RNA
polimeraz II enzimi tarafindan transkribe olurlar. Pri-miRNAlar genellikle uzun niikleotid
sekans1 barindirmaktadir. Bu uzun sekansli Pri-miRNAlar, mRNAlarla benzer sekilde 5’
ucunda bir sapka ve 3’ ucunda da poli A uzantisina sahiptir. Sonrasinda bu yap1 spesifik
ikincil sa¢ tokasi yapisi olusturarak Drosha ve temel bir kofaktor olan DGCR8/Pasha igeren
mikroiglemci kompleksine alinir. Bu kompleksteki islem sonucunda yaklagik 70 niikleotid

uzunlukta 5’fosfat ve 3’ 2 niikleotid farki i¢ceren pre-miRNA elde edilir. Cekirdekte olusan bu
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pre-miRNA’lar Exportin-5 (Exp5) molekdlt ile sitoplazmaya tasmir. Sitoplazmaya
ulastiklarinda bu pre-miRNAlar Dicer enzimi ile daha da ileri islemlerden gecerek kisa cift
zincirli miRNA: miRNA* cifti haline getirilir. Son olarak miRNA: miRNA* cifti Helikaz
enzimi ile olgun MIRNA ve miIRNA*’ya doniisecek sekilde ¢ozilir. Olgun miRNAlar
asimetrik bir birlesim ile RNA baskilayict kompleks (RISC) ile birleserek gen

diizenlenmesinde rol almaya hazir hale gelirler (sekil 2.1) (11).

Genellikle, olgun miRNAlar gen ifadesinin diizenlenmesi roliinii hedef mRNAnin 3> UTR
bolgesine baglanarak gergeklestirir. Ancak miRNAlarin hedef mRNAlarin baska bolgelerine
baglanarak gorev de alabilirler. miRNA: mRNA etkilesimleri ¢ogunlukla translasyonel
baskilama ya da mRNA kesimine sebep olarak iirin protein olusumunun diisiirilmesini
saglarlar. Bu c¢alisma mekanizmalar1 ile miRNAlarin negatif diizenleyici rolii oynamalar
mimkiin olmustur. Ancak bazi miRNAlar hedef mMRNA translasyon seviyesini direkt olarak
mRNA’daki AU bazlarinca zengin bolgelerine baglanip bir protein kompleks yapist
olusturarak, indirekt olarak da hedef protein {iriinii seviyesinin artmasi ile mRNA'larin

yeniden baskilanmasini 6nleyerek arttirirlar (9).
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Sekil 2.1. Hiicrede miRNAlarn iretimi ve gelisimi (12)

miRNAlar gen ifade kontrolindeki bu Onemli gorevlerinden dolayr ifadelerinde

gozlenebilecek degisiklikler kanserlesme ile baglantili olabilir (8).



2.2.  MIRNA VE KANSER BAGLANTISI

Kanser, normal hiicrelerin yasadiklari ¢ok basamakli genetik degisiklikler sonucu gozlenen
bir durumdur. Kanserlesme siirecinde hiicrelerin fenotipi, kontrolsiizce ¢ogalma, apoptozun
baskilanmasi, farklilasmanin baskilanmasi gibi metabolizma yollarinda degisimler goriliir
(13). miRNAlar hiicrede ¢ogalma, farklilasma, programli hiicre 6liimii, gelisme gibi 6nemli
yollarda gen ifadesinin kontroliinde gorev aldiklarindan dolayr kanser ve metabolik
rahatsizliklarin  patolojisinde olduk¢a Onemli bir yer tutmaktadirlar (14,15). Kanser
hlcreleriyle yapilan ¢alismalar normal hiicreler ile tiimor hiicreleri arasinda miRNA

seviyelerinde degisiklikler oldugunu ortaya koymaktadir (16,17).

miRNAlarin yarisindan ¢ogu genomda kanser baglantili bolgelerde ya da hassas konumlarda
bulunmaktadir (11). Ayrica, cogunun kanserlesme durumunda ifadesinde degisiklikler oldugu
gozlenmektedir (18). Bu durum miRNAlarin kanserde diisiiniilenden daha onemli rolleri
olduguna isaret etmekte ve bazi miRNAlarin kanser hucrelerinden ifade seviyelerindeki
degisikliklere gore onkogen ya da tiimor baskilayict olarak davrandiklari goriilmektedir

(11,15).
2.2.1. Tiimoér Baskilayict miRNALAR

Onkojenez sirasinda bazit miRNAlar kanser hiicrelerinde normal hiicrelere gore daha diistik
seviyelerde ifade edilmektedir. Bu tarz ifadeye sahip miRNAlarin genel olarak timor
baskilayici 6zellikte olduklart diisiiniilmektedir. Bu miRNAIlar genellikle timor biiyiimesinin
durdurulmas: i¢in onkogenleri baskilayarak ya da farklilasma ve apoptoz gibi metabolik
yollar iizerinde gorev alan genlerin ¢aligmasini saglayacak sekilde gorev alirlar (11). Bu
miRNAlarin kanser hiicrelerinde ifadelerinin distiriilmesi, kodlayict gen bolgelerinde olusan
mutasyonlar onkogenlerin daha yiiksek ifade edilmesine ve tiimor olusumunun artmasina

sebep olur (Sekil 2.2) (19).
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Sekil 2.2. Kanser hiicresinde tiimor baskilayict miRNA ifadesinde diisiis ile onkogenlerin
aktive olusu (19)

2.2.2. Onkogen Ozelikli miRNALAR

Yapilan ¢ogu arastirma ve klinik analizler sonucunda bazit miRNAlarin 6zgiin birer onkogen
gibi davrandiklar1 gézlenmistir. Bu miRNAlar tiimdr hiicrelerinde yiiksek seviyelerde ifade
edilmekte olduklar1 i¢in onkogen etkiye sahip olduklar1 diisiiniilmektedir. OncomiR olarak
adlandirilan bu miRNAlar genellikle tiimor gelisimini engelleyecek roller alan genleri
hedefleyerek hiicre farklilagsmasi, programli hiicre Oliimii gibi metabolik yolaklarin
caligmasini engellerler (Sekil 2.3) (11). Bu miRNAlar ayrica normal hicrelerde proto-
onkogen olarak davranarak hticrelerin fenotiplerinin kanser fenotipine yonelmesinde de rol
alirlar (20).



/ e T N \

Timor Baskilayviea Gen

Sekil 2.3. Kanser hicrelerinde onkomiR ifadesinde artis ve tiimor baskilayict genlerin
ifadesinin diisiisii (19)




2.3.  UYARILMIS PLURIPOTENT HUCRELER VE HUCRE
PROGRAMLANMASI

Cok hiicreli organizmalarin gelisiminde dollenmis tek bir hiicre biitiin organizmay1
olusturacak 6zellige sahip durumdadir. Wadington’a gore farklilasmis hiicreler epigenetik bir
tepenin en alt seviyesinde bulunmaktadir ve yukariya dontisleri imkansizdir. Ancak bu
diisiincenin  dogru olmadigi, Gurdon’un somatik hiicrelerin ¢ekirdeklerinin yeniden
programlayarak pluripotent bir evreye ulagsmalarini saglamasiyla gosterilmistir (21). Gurdon
ile olusan farklilasmis hiicrelerde uyarilmis pluripotentlik elde edilmesi diisiincesi klonlama
ve niikleer transfer galismalar ile baslamistir. Ozellikle 1950 ve 196011 yillarda amfibilerle
daha sonrasinda da memeliler ile yapilan niikleer transfer calismalari genomu farklilagmis
hiicrelerde bile geri doniis olabilecegini gostermistir. Sonug¢ olarak hiicre ¢ekirdeginde,
hiicreleri uyarilmis bir pluripotent evreye sokabilecek yeniden programlama faktorlerinin var

oldugu goriisii olusmustur (22,23).

Yamanaka, embriyonik kok htcrelerin gekirdekleri ile somatik htcreleri hiicre fizyonu ile bir
araya getirerek uyarilmig pluripotentlik elde etmeyi basarmistir. Sonrasinda bu hiicrelerde
pluripotentligi sagladigin1 diisiindiigi 24 embriyonik kok hiicre transkripsiyon faktoriinii
pluripontenligi saglayacak aday faktorler olarak se¢mistir (1). 2006 yilinda Yamanaka, 6nceki
calismalariyla belirledigi aday transkripsiyon faktorlerinden dort tanesini (Oct3/4, Sox2, Klf4
ve c-myc) retroviral yontemlerle deri fibroblast hicrelerine verip bu faktorlerin ifadelerini

arttirarak bu hiicreleri uyarilmig pluripotent hale sokmayi basarmistir (Sekil 2.4) (24,25).
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Sekil 2.4. Hiicre programlanmasi ¢alisma mekanizmasi (26)

2.3.1. iletim Yontemleri

Somatik hiicrelerin pluripotent kok hiicre benzeri hiicrelere programlanmasi spesifik
transkripsiyon faktorlerinin ifadelerinin degistirilmesi ile miimkiindiir. Hiicre programlanmasi
icin bu transkripsiyon faktorlerinin ifadelerindeki degisimler viral, viral olmayan iletim

yontemleri ve direkt transfeksiyon seklinde yapilabilmektedir (27).

2.3.1.1. Viral Yontemler

Genel olarak viral yontemlerle iletim sistemi, viruslerin enfeksiyona sebep olan bdlgelerinin
yerine programla faktorlerinin entegre edilmesi ve bu vektorler ile konak hiicrelere verilmesi
yontemidir (26). Hiicre programlamasi ve uPK hiicre elde edilmesinde IVVVler Retrovirls ve
Lentiviriisler en yaygin kullanilan iletim sistemleridirler. Ancak bu sire¢ konak hticre
genomunda rastgele birden fazla 6nciil viral kopyalarin olusmasina ve genomik kararsizliklara
sebep vermistir. Bu sebeple yerlerini PVVlere birakmislardir. PVVler biitiin programlanma
faktorlerini tek bir viral yapida tasiyan entegre ozelligi bulunmayan vektorlerdir (28).

[VVlerde gozlenen insersiyonal mutasyonlarin gézlenmedigi uPK hiicreleri elde edilmesi igin



ayrica Sendai virlisleri, piggyBac sistemi, mini dairesel vektorler, episomal vektorler, direkt

protein iletimi ve sentetik mRNA kullanilmas1 gibi bir¢ok farkli metot gelistirilmistir (29).

2.3.1.2. Viral Olmayan Ydntemler

Viral olmayan iletim sistemleri son zamanlarda blyuk 6l¢tde viral iletim sistemlerinin yerine
gecmektedir. Bu vektor sistemleri episomal vektorler, mini dairesel vektorler, sentetik RNA
replikonlari, yapay insan kromozomlari, transpozon sistemleri ve nano partikiil tagiyicilar gibi
birden cok viral olmayan vektor sistemini icermektedir (28,30). Viral olmayan yontemler
icinden en yaygin kullanilan episomal vektorler viral sistemlere gore daha az toksik, daha az
riskli olmasina ragmen programlama etkinlikleri daha diisiiktiir (26,27). Bu programlama
yontemi kullanildig1r zaman kullanilan materyal ekstakromozomal DNA seklinde ¢ekirdekte

ifadelendigi i¢in entegrasyon gézlenmez (31).
2.3.1.3. Direkt Transfeksiyon

Vektor tabanli iletim yontemleri ile programlama yaklasimlarma ek olarak direkt
transfeksiyon metotlar1 da kullanilmaktadir. Direkt transfeksiyon yapilirken hiicrelerin uPK
hiicrelere doniismesinde rol alan programlama faktorleri Oct4, Sox2, Klf4, c-myc (OSKM
faktorleri) sentetik olarak tiretildikten sonra bu proteinler saflastirilip direkt olarak hiicreye
verilir. Bu verilme yontemine ek olarak OSKM faktorlerini kodlayan mRNAlar ile OSKM
faktorlerini epigenetik mekanizmalarla kontrol eden miRNAlar da direkt transfeksiyon

yapmak amaciyla hiicrelere verilebilir (28,31).

2.3.2. Hiicre Programlanmasinin Uygulama Alanlar:

Gunumuzde, uPK hiicre teknolojisi potansiyel olarak hastaliklari iyilestirmede ve hastaliklarin
gelisme yollarmi arastirmada yeni ve daha Once goriilmemis yollart kullanima agmis
durumdadir. uPK hiicre teknolojisi ve alakali teknolojilerde goriilecek ilerlemeler rejeneratif
tip, hastalik modellemesi ve ilag kesifleri gibi alanlara daha hassas bir bakis getirecektir
(22,32).

Hiicre programlanmasi yontemlerinin uygulama alanlarinin baginda rejeneratif tip ¢aligmalari
gelmektedir. Insan uPK hiicreleri farkli birgok fonksiyonu gerceklestirebilecek somatik
hiicrelere doniistiiriilebilirler. Bu farklilasmis hiicrelerin transplantasyonu ile hastalarda
fonksiyonel iyilesme beklenmektedir. Ancak bu yontemler giiniimiizde olduk¢a pahali ve
uzun siireli olduklarindan dolay1 genel kullanima ag¢ik durumda degildir. Rejeneratif tip i¢in

uPK hiicresi Eldesi i¢in kullanilan metotlarda oldukga biiylik 6neme sahiptir. Genellikle uPK
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hiicresi elde etmek i¢in viral vektorler kullanilmaktadir ve bu yontemle viral genomun hiicre
DNA’sina entegre oldugu gozlenmektedir. Bu sebeplerden dolayr da uyarilmis hiicreler ciddi
zararlar verilebilir durumdadir (22). Ancak hicre transplantasyonu i¢in dinamik
modellemeler, kompleks organlarin bir kisminin hiicre kiiltiirii ortamlarinda 3 boyutlu olarak

yapisal kendini olusturmasi gibi yeni yontemler de gelistirilmektedir (33).

uPK hiicre teknolojisinin uygulama alanlarina, rejeneratif tip ¢aligmalarinin yaninda hastalik
modellemeleri ve kimyasallarin belirlenmesiyle ilag liretimi de dahildir. Hastalardan alinan
farklilagsmis hiicrelerden elde edilen kisiye 6zel uPK hiicreleri ile in vitro ortamlarda hastalik
fenotipinin yeniden olusturulmast miimkiindiir. Bu sayede hastaligin gelisimi hakkinda
bilgilenmek muimkindir (22). Hastalik modellemeleri kullanilarak uPK hiicrelerinde
farklilagsma siireci boyunca hastalik etkeni kimyasallarda olusabilecek degisikliklerin
gozlenebilmesi ila¢ Uretimi ve yeni ila¢ kesfi i¢in oldukc¢a dnemli bir basamak durumundadir
(32).
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2.4, KANSER HUCRELERININ PROGRAMLANMASI VE MiRNALARIN ROLU

Hiicre programlanmasi farklilasmis hiicrelerin uyarilmig bir farklilagmamis evreye geri
donddrilmesi durumudur. Bu uPK hicreleri OSKM (Oct4, Sox2, Klf4, c-myc) faktorleri
kullanilarak somatik hiicrelerden elde edilebilirler. Bu yontemi kullanarak kanser hiicrelerinin
programlanmasi da miimkiindiir (10). Programlama teknolojisi ile kot huylu htcrelerin
uyarilmig bir duruma dondiirtilebilir olmasi kanser hastalik modellemesi ve sonrasinda
terépatik yontemlerin bulunabilmesinde oldukca ©Onemlidir (34). Kanser hicrelerinin
programlanmasi kanserle iligkili genlerin ve mekanizmalarin ¢alisilmasinda ve bu genler ile
hiicre ortaminin programlanma Oncesi ve sonrasi etkilesimlerinin ortaya ¢ikartilmasi igin

onemli bir ¢calisma alanidir (35).

Kolon kanseri ile yapilan ¢aligmalar sonucunda OSKM faktérlerinin kullanilmasi sonucunda
kanser hiicrelerinde pluripotentlik elde edildigi gosterilmistir. Ancak, programlama icin
verilen transkripsiyon faktorlerden birisi onkogen c-myc faktoriiniin genoma entegre olmasi
kaynakli endigeler bulunmaktadir (10,36). Genoma entegrasyon riskini azaltmak icin viral
vektorlerin yerini plasmid vektorler almis, c-myc yerine de onkogen 6zelligi olmayan myc
ailesi iiyesi olan baska transkripsiyon faktorleri kullanilmaya baslanmistir. Ayrica OSKM
faktorlerini kodlayan mRNAlar, hucrelerde epigenetik mekanizmalarda rol alan miRNAlarin
direkt olarak kanser hiicrelerine verilmesi ve embriyonik kok hiicre miRNA ifadelerinin
kanser hiicrelerinde arttirilarak metabolik programlama yapilmas:t da guvenli entegrasyon
gozlenmeyen programlanma yontemleridir  (28,31,37,38). Ayrica birgok miRNA
programlama sirasinda OSK faktorleriyle beraber programlamada kullanilabilir ve c-myc
yerine kullanilabilir durumdadir (31). Kanser hiicresinden uPK hiicresi eldesinde miRNAlarin
blylk bir 6nem tagimasmin temel sebebi kanser genetik bir rahatsizlik olmasina karsin

ilerlemesinde epigenetik degisimlerin tuttugu yerin oldukga biiyiik olmasidir (36).
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3.  GEREKCE VE AMAC

Literatiirde kanser programlama calismalar1 bulunmaktadir. Ancak celigkili sonuglar rapor
edilmistir. Kanser hicrelerinden farkli yontemlerle uPK hiicreleri elde edilmeye calisilmustir,
ancak bunlardan azi hiicre programlamanin tlimdrijeniteye olan etkisini incelemistir. Hatta
ayni kanser tipi i¢in (6rnegin karaciger) gerceklestirilen hiicre programlamasi sonucunda, bir
calismada tiimorijenik 6zelliklerin azaldig1 gosterilirken, digerinde ise ana kanser hattina gore
daha fazla timorijenik hiicre tipleri elde edildigi belirtilmistir. Bu gibi ¢eliskili sonuglar,
hiicre programlamanin ne gibi kosullar altinda terapi potansiyeli tasidigini gdosteren
arastirmalara duyulan ihtiyact vurgulamaktadir. Literatiire bakildiginda fark edilen diger bir
eksik ise, programlanmis hiicreler ile yapilan ¢alismalarda kanser mekanizmasini anlamaya
calisan ya da programlamayla elde edilen kanser hastalik modelinin ne sekilde
kullanilabilecegini gdsteren ¢aligmalarin bulunmamasidir. Ozellikle hiicrelerde nemli rolleri
olan miRNA’larin programlanmis hiicrelerdeki etkisini arastiran ve miRNA temelli

biyobelirte¢ bulan bir galismaya rastlanmamaktadir.

Kanser hiicrelerinde, hiicre diizenleme sisteminde rol oynayan miRNA’lar normal somatik
hiicrelere gore oldukg¢a farkli ifade edilmektedir. Bu nedenle kanser hiicrelerinde gorilen
miRNA profillerinin hiicre programlanmasi sonrasinda elde edilen hiicrelerde miRNA
profilinin de degisiklik gostermesi beklenmektedir. Bu tez ¢alismasiyla yeniden programlama
sonrasi elde edilecek hiicrelerde goriilen miRNA profili ile ana kanser hiicre hatlar1 arasinda
gozlenen ifade degisikliklerinin belirlenmesi, bu sayede kanser biyolojisi ve terapisi hakkinda
yeni bilgiler elde edilmesi de hedeflenmektedir. Son olarak kanser hicrelerinin
programlanmasi ve miRNA ifade profilinin karsilastirilmasi sayesinde tiimor gelisiminin daha
iyi anlagilabilmesi i¢in biyobelirte¢ olarak kullanilabilecek miRNA’larin tanimlanmasi

hedeflenmektedir.
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4. MATERYAL VE YONTEM

41. MATERYAL

4.1.1. Hucre Kultrd ve Programlama

Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline (Cat. N0.14130-094. LifeTechnologies), DMEM (1X)
Dulbecco’s Modified Eagle medium (Cat.No. 11995-065. LifeTechnologies)

Methanol.(Lot. No. SHBF0179V.SIGMA-ALDRICH), Versene (EDTA) ( Cat. No. BE17-
711E. Lot. No. 6MB127.Lonza), Dimethyl Sulfoxide (Cat. No. D2650. Lot. No.
RNBF0698SIGMA-ALDRICH)

DMEM/F12+Glutamax™ (Cat. No. 10565-018. gibco Life Technologies), (Attachment
Factor. Cat. No. S-006-100.gibco Life Technologies), 2-Mercaptoethanol (Cat. No. 31350-
010.Gibco), Trypsin-EDTA (1X) (Cat. No. 25300-054. Gibco), Pen Strep Penicilin
Streptomycin (Cat. No. 15140-122.Gibco),Trypsin/ EDTA (Cat. No. CC-5012. Lot. No.
0000556831. Lonza)

Recombinant Human FGF-basic (Cat. No. PHG0264. Invitrogen), KnockOutTM SR. Serum
Replacement for ESCs/iPSCs(Cat. No. 10828-010. gibco Life Technologies), CytoTune™-
IPS2.0 Sendai programlama kiti (Cat.N0o.A16517. Lot. No0.L2130016.Invitrogen-Life

Technologies)

4.1.2. miRNA izolasyonu ve Mikro Dizin Analizi

Qiagen miRNA izolasyon kiti (Cat. No. 217004), miRNA isaretleme ve hibridizasyon Kiti
(Agilent p/n 5190-0456), Gen ifadesi yikama buffer kiti (Agilent p/n 5188-5327), MicroRNA
Spike-In Kit (Agilent p/n 5190-1934), Universal miRNA Referans Kiti (Agilent p/n 750700),
MicroBioSpin 6 Columns (Bio-Rad p/n 732-6221), PCR 96 plate (Eppendorf p/n 951020401).
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4.2. YONTEM

4.2.1. KANSERLiIi HUCRE HATLARININ KULTUR ORTAMINDA BUYUTULMESI
VE PROGRAMLANMASI

Bu aragtirmanin amaci programlama sirasinda gozlenen miRNA ifade degisiklikleri tespit
ederek tiimor gelisimi ve kanserlesmeyi isaret edecek biyobelirtecler ortaya g¢ikartmaktir.
Aragtirmada iki farkli insan kaynakli kanser hiicre hatti kullanilmistir. Asagidaki Cizelge
4.1°de kullanilan hiicre hatlarinin idamesi igin kullanilan besiyerleri hakkinda bilgiler

belirtilmistir. Kullanilan hiicre hatlarinin 6zellikleri EK-1 i¢inde belirtilmistir.

Cizelge 4.1. Hiicre hatlarinin idamesinde kullanilan besiyerleri

Hiicre Hatt: Hiicre Ad1 Ortam Icerigi
G-361 Melanoma DMEM + %10 FBS
MDA-MB-435 Melanoma DMEM + %10 FBS

Insan kaynakli iki degisik kanser hiicre hatt1 G-361 ve MDA-MB-435, Dulbecco’s Modified
Eagle’s Medium (DMEM) besiyerinde, %10 fetal bovin serumu ile 37°C’de %5 CO;
ortaminda biyiitilmistir. Kiltiir ortamindaki hicreler blyutuldikten sonra 6 kuyucuklu
plakalara alinarak programlanmasinin gerceklestirilmesi i¢cin OSKM faktorlerini kodlayan
Sendai viriisleri ile transfeksiyon saglanmistir. Programlanma oncesi hcreler ile
programlanmanin sonrasinda elde edilen hiicrelerin 2. pasajindaki hicrelerin morfolojileri,
sitoplazmik graniile gorintiileri, cekirdek yapilar1 151k mikroskobuyla incelenmis ve
karsilastirma  yapilmistir. Bu kissm Dr. Ogr. Uyesi Acelya Yilmazer Aktuna
damsmanhigindaki doktora dgrencisi Hadiseh Taheri tarafindan TUBITAK 11S897 nolu proje

dahilinde yapilmistir ve bu ¢aligmadan elde edilen hiicreler bu tezde kullanilmistir.

4.2.2. RNA iZOLASYONU

Calismanin devaminda miRNA ifadelerinin karsilastirilabilmesi igin her iki hiicre hatt1 iginde
hem programlanmis hem de programlanma Oncesi hiicrelerden total RNA izolasyonu
gerceklestirilmistir. Her iki hiicre hatt1 i¢in de 3’er tekrar olacak sekilde hem programlanmis
hem de programlanmamis hatlar i¢in 5 milyon hiicre kiiltiir ortaminda yetistirilmistir. Daha
sonrasinda Ornekler tiiplere aktarilmis ve Qiagen miRNA izolasyonu protokoliine uygun

olacak sekilde izolasyon gergeklestirilmistir. Oncelikle 6rneklerin homojenizasyonu
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saglanmistir. Daha sonrasinda hiicrelerin lizis edilmesi saglanmistir. Parcalanmig hiicrelerin
icerikleri filtrelenmis ve diger hiicre igeriklerinin uzaklastirilmasi saglanmistir. Diger hiicre
icerikleri uzaklagtirildiktan sonra sirasiyla tiiplerdeki tuzlarin yikanmasi, DNA’nin ortamdan
uzaklagtirilmas1  gergeklestirilmistir. Son olarak tiiplerdeki membranlarin yikanmasi
sonrasinda saf RNA eldesi saglanmistir. Izolasyon sonrasinda her bir érnekten 1,5 pg almip

2100 Bioanalyser ile dlgiilmiis ve kalite kontrolii gergeklestirilmistir.

4.2.3. RNA MiKRODIiZiN HIBRiDiZASYONU

Izolasyonu gerceklestirilen hiicre drnekleri kalite kontroliinii gectikten sonra hibridizasyon
icin dilue edilip her teknik tekrar i¢in 100 ng’lik 3 tiip olacak sekilde gruplara ayrilmistir.
Sonuglarin degerlendirilmesinde daha gergekci sonuglar elde edilebilmesi i¢in 27 giinliik
ornekler ve programlanmamis hiicre gruplart aymi hiicre hattt i¢in olacak sekilde

gruplandirilmistir.

Toplamda mikrodizin cihazina girecek 12 6rnek igin Oncelikle isaretleme reaksiyon sistemi
kurulmugtur. Bu reaksiyona RNA oOrneklerinin hazirlanmasi i¢in ilk adim defosforilasyon
basamagidir. Total RNA 6rnekleri 50 ng/pl olacak sekilde dilue edilmistir. Sonrasinda dilue
edilmis total RNA’nin 2 pl’si 1.5 mL’lik mikrosantrijiif tiiplerine alinmig ve buzda
bekletilmistir. Bu sirada biitiin 6rnekler i¢in bir 6rnege 2 pl olacak sekilde 13 6rneklik CIP
(Calf Intestinal Alkaline Phospatase) master mix olusturulmustur. Bu master mix icinde 0.4 pl
10X CIP Buffer, 1.1 pl isaretleme spike-in’ler ve 0.5 pl CIP bulunmaktadir. Elde edilen
master mix her tiipe 2 pl olacak sekilde nazikge pipetleme yapilarak eklenmistir. Ornekler

hemen 6nceden hazirlanmis 37 °C 1s1 bloguna alinip 30 dakika boyunca inkiibe edilmistir.

Defosforilasyon basamagindan sonra hizla denatiirasyon basamagima gecilmistir. Inkiibasyon
sonrasi her bir 6rnege 2.8 ul %100 DMSO eklenir ve 10 dakika boyunca 100 °C’de 1s1
blogunda inkiibe edilir. Inkiibasyon sonrasi ornekler hemen buza alinmis ve ligasyon
basamagma gegilmistir. Ik olarak 10X T4 RNA ligaz Buffer 37 C’ye ¢ikartilmis ve kati
pargaciklarin tamami ¢oziilene kadar vortekslenmistir. Buffer tamamen ¢oziildiikten sonra bir
ornek icin 4.5 pul olacak sekilde 13 6rnek i¢in Ligasyon master mix olusturulmustur. Bu
master mix iginde 1 pl 10X T4 RNA ligaz Buffer, 3 pl Cyanine3-pCp boyasi ve 0.5 pl T4
RNA ligaz bulunmaktadir. Master mix i¢inde 1s18a duyarli Cyanine3-pCp boyasi bulundugu
icin caligmanin bu kismi golgede tamamlanmistir. Master mix’ten her bir tiipe 4.5 pl yavasca
eklenip nazikce birkag sefer pipetlendikten sonra ornekler soguk blokta 16 °C’de 2 saat
inkiibe edilmistir.
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Ornekler inkiibe olurken isaretlenmis RNA’larm saflastirilmasi i¢in mikro bio-spin hazirlanir.
Kolonlarin iistiinde yerlesik jelin siispanse edilmesi ve hava kabarciklarinin giderilmesi i¢in
kolonlar birkag kez altiist edilmistir. Kolonlarin tist kismu filtreli 2 mL'lik mikrosantrifij
tiipleri yerlestirilmis ve kolonun yesil sapka kismi ¢gikartilmistir. Sonrasinda jelin siiziiliirken 2
dakika boyunca agzi a¢ik sekilde kurutulmustur. Biitiin kolonlar yeterince kurutulduktan
sonra mikrosantrifiij tiipleri 2 dakika i¢in 1000 xg hizinda santrifiij edilmistir. Santrifiij
sonrasinda kolonlar 2 mL’lik tiiplerden c¢ikartilip yeni 1.5 mL’lik tiiplerin {istline

yerlestirilmistir. Ayni islem bir sefer daha tekrarlanmustir.

Inkiibasyonu biten &rnek tiiplerinin her birine 38.7 ul RNaz icermeyen su eklenip tiiplerin
toplam hacmi 50 pl’ye tamamlanmistir. Bu tiiplerin igerikleri filtreleri delmeyecek sekilde
aktarilmistir. Orneklerin saflastiriimasi icin 1.5 mL’lik tiiplere yerlestirilmis kolonlar 1000 xg
hizinda 4 dakika santrifiij edilmistir. Santrifiij sonrasinda kolonlar atilip miRNA igeren tiipler
agizlar1 kapatilarak buza alinmigtir. Tiip iceriklerinin hafif pembe, seffaf olup olmadig:
kontrol edildikten sonra saflastirilmis RNA igeren yaklasik 50 pl’lik tiipler elde edilmistir.
Orneklerin tamamen tiiplere yapismasinin saglanmas icin tiipler agizlar acik sekilde vakum

konsantratoriine yerlestirilip 1 saat boyunca orta hizda 45-55 °C arasinda kurutulmustur.

RNA ornekleri kurutulurken 10X bloke edici ajan hazirlanmistir. Kitten liyofilize sekilde
cikan 10X bloke ajan tiipline 125 pl niikleaz icermeyen su eklenmis ve diisiik hizda
voktekslenip sonrasinda 5 dakika 37 °C’ de tutulmustur. Iyice karismis tiipler son olarak

17000 g hizda santrifiij edilmistir.

Ornekler buzda bekletilirken 1s1 blogu 100 °C olacak sekilde ayarlanmistir. Buz iizerinde
kurutulmus Orneklere 17 pl niikleaz igermeyen su pipetleme yapilarak eklenmistir.
Sonrasinda her bir 6rnege 3 sefer dilue edildikten sonra 1pl hibridizasyon spike-in solisyonu
eklenmistir. Sonrasinda her bir 6rnege 4,5 ul 10X bloke ajan1 eklenmis ve tiiplerin hacimleri
45 ul olacak sekilde 22,5 ul 2X Hi-RPM hibridizasyon buffer eklenmistir. Tiiplerin iyice
karigmasi i¢in ¢ok hizli olmayacak sekilde tiipler vortekslenmistir. Tiipler daha sonrasinda
100 C’de hazirlanmis olan 1s1 bloklarinda 5 dakika inkiibe edilmis ve sonrasinda hemen buzlu
suya transfer edilip 5 dakika boyunca buzda bekletilmistir. Buzda bekleyen tupler dibe inen
isaretlenmis miRNA’larin karismasi icin birka¢ saniye i¢in santrifiij edilmistir. Sonrasinda
hemen mikrodizin cihazina koyulacak hibridizasyon odalarmin hazirlanmasi basamagina
gecilmistir. Kitin i¢inden ¢ikan isaretlenmis ve 8 odaciga ayrilmig tabanlar ¢ikartilip dogru

yizlin ¢evrili oldugundan emin olunmugstur. Tiipler 8’er gruplara ayrilip her bir tiipiin
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iceriginin tamami cam yiizey Uzerindeki bir odaciginin merkezine hava kabarcigi
olusturmayacak sekilde pipetlenmistir. Daha sonrasinda hibridizasyon oligolart olan cam
yiizeyler ornekler bulunan lamlarin stiine yerlestirilmis ve sandvig¢ dizinler elde edilmistir.
Lamin cam yiizeyindeki sayisal barkodun iiste oldugu ve dizinlerin dogru yerlestirilip
edilmedigi tekrar kontrol edilmistir. Sonrasinda dizin lamlarmin arasinda bosluk kalmasinin
Onlenmesi i¢in kiskag mekanizmalarinin arasina alinip sikica kapatilmigtir. Lamlar arasinda
orneklerin akiskan bir sekilde hareket edip etmediginin kontrol edilmesi i¢in kiskaglar hala
sikica kapaliyken dizin asagi yukar1 sekilde hareket ettirilmis ve Orneklerin bulundugu sivi
icerigin homojen bir sekilde her yone hareket ettigi dogrulanmistir. Sonrasinda dizinler 20

saat boyunca 55 °C’de 20 rpm hizla donecek sekilde hibridizasyon rotatoruna yerlestirilmistir.

Dizinler 20 saat boyunca hibridize olduktan sonra Triton X-102 gen ifadesi yikama bufferlart
hazirlanmistir. 3 farkli kap icinde ilk ikisine oda 1si1sinda GE yikama buffer 1, sonuncuya da
37 Cde GE yikama buffer 2 eklenmistir. Dizinlerin kiskaglar1 ¢ikartilmadan dizin
hibridizasyonun sonlanmasi i¢cin GE buffer 1 olan ilk kaba alinmistir. Sonrasinda icinde
manyetik karistirici olan GE buffer 1 iceren kaba alinmis ve 5 dakika boyunca buffer i¢cinde
karistirilmiglardir. Sonrasinda 37 C’de bekleyen GE buffer 2 baska bir kaba eklenmis ve
dizinler yine manyetik karistiricilarla birlikte bu kaba aktarilip 5 dakika da burada
tutulmustur. Dizinler sirayla ¢ikartilip hareket edebilen baloncuklarin olustugu kontrol
edilmistir. Dizinler numarali barkot yiizii iiste gelecek sekilde yerlestirilip kiskaglar dikkatlice
acilmis ve dizinler hizlica GE buffer 1 igeren kaplara yeniden alinmis ve barkotlu kisimdan
tutularak yikama buffer ile yikanabilmesi igin sandvi¢ dizinler pensler yardimiyla hareket
ettirilmistir. Ornekleri iceren lam yine pensler yardimiyla almp GE buffer 2 igeren kaba
alimmistir. GE buffer kabinin 37 C’de oldugundan emin olunmustur. Sonrasinda lamlar
tizerinde s1vi damla olugsmayacak sekilde yavasga ¢ikartilip dizin cihazina yerlestirilecegi lam
tutuculara kenarlarindan tutularak yerlestirilmis ve dizinler cihaza numarali barkot arka kisma
gelecek sekilde yerlestirilmis ve mikro dizin cihaziyla okuma hemen baslatilmistir. Bu kisim
Erasmus Staj programi dahilinde gitmis oldugum Dresden Teknik Universitesi nanoteknoloji
ve materyal bilimler enstitiisii araciligiyla, Max Planck molekiler hiicre biyolojisi ve genetigi

enstitist molekdiler genetik arastirma boliimiinde gergeklestirilmistir.

4.2.4. MIKRODIZIN VERILERININ ANALIiZi

Mikro dizin cihazindan elde edilen veriler GeneSpring programi iizerinden analiz edilmistir.

Analiz sirasinda her iki hiicre hatti i¢in ayr1 olacak sekilde programlanmis ve ana kanser
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hatlarinin arasinda ifadeleri degisen miRNA’lar belirlenmistir. Program uzerinde gruplar
olusturulduktan sonra program iginde hazir olan algoritmaya gore programlanma Oncesi ve
sonrasi miRNA’lar her iki hiicre hatt1 i¢in ayr1 olacak sekilde dagilim haritalar1 elde

edilmistir.

Her iki hiicre hatt1 i¢in de miRNAlarin degisiklik gostermeleri i¢in uygulama i¢ine kurulu bir
algoritmaya bagli kalinarak t testi gergeklestirilerek ifadesi degisen miRNAlar ayirt edilmistir.
Her iki hiicre hatt1 icin moderated t test yontemi kullanilmis olup FDR kontrolii Benjamini
Hochberg hesaplamasina gore gergeklestirilmistir. Bu algoritmalara gore elde edilen sonug
miRNAlar en az 2.0 kat degisimi olacak sekilde analiz edilmistir. Her iki hiicre hatti i¢in de
bu ozellikleri tagtyan miRNA’lar i¢inde son olarak p degeri 0.05 sinirt se¢ilmistir. MDA-MB-
435 hiicre hattinda biitiin bu islemler sonrasi elde edilen miRNA sayisinin yiiksekliginden
dolay1 daha gergege yakin ve biyobelirte¢ se¢cim alanini daraltmak amaciyla p degeri 0.001

olacak sekilde diistiriilmiistiir.

4.2.5. MIKRORNA HEDEF GEN BELIRLEME ANALIZLERI

Biitiin istatistik analizleri GeneSpring uygulamasinda gergeklestirildikten sonra her iki hiicre
hatt1 icin de olasi biyobelirteg miRNAlar secilmistir. Bu secilen miRNA’larin hedefledikleri
genleri belirlemek ve bu sayede diizenlenmesini kontrol ettikleri metabolik yolaklar1 anlamak
amactyla miRNA-hedef Gen veritabanlar1 kullanilmistir. Her iki hiicre hatti i¢in de secilen
veritabanlar1 sirasiyla TargetScan, TargetSpy ve miRWalk veritabanlaridir. Bunlar iginde
ozellikle sonucglar1 dogrulayici 6zellik tasimasi amaciyla miRWalk veritabaninda sadece
validasyonu yapilmis hedef genler kullanilmistir. Bu sayede her ii¢ veritabaninda da ortak

gosterilen genlerin hepsi validasyonu yapilmis genler olmasi hedeflenmistir.

TCCACATTCATGAAGATTATGAATTGTTAGGACAGCCAGEGCARGATAGACCCTG
0.999989  mir-1182 NM_004863 4025-4076 BRI I . -17.89
CAGUGUAGGGA GGGU UCUGGGAG

GCCGCG-CCC-CCCGCCGCTGTCACCGTTTACATACAGACCCTG
0.999988  mir-1182 NM_020708 60-98 lalz 11D 100 LT -24.69
CAGUGUAGGGAGGET-—-—————————————————- UCUGGGAG

CACTCATTCAGCAGACATATACTGAGTGCTACTTTATGCC-AGACCCTG
0.999986  mir-1182 NM_020778 19151359 I 1nlel I LT -17.29
CAGUGUAGGG LAGGGUUCUGGEAG

ATCACATAAGACATCATGATAACATITGARGARARAATARANCTGTAGACCCTA

0.999984  mir-1182 NM_005748 1340-1391 [T Bl FTITTTL -16.31
CAGUGUAGGGAG-GGU UCUGGGAG
TGTATGITICTCTARRTTIGT TGTTGACTGRATATAATAGACCCTA

0.999984  mir-1182 NM_001077484  2332-2374 sl 110 FELELT] -19.83
CRGUGURGGGAGGET UCUGGEAG
TGTATGITICTCTARATTTGT TGTTGACTGAATATAATAGACCCTA

0.999984  mir-1182 NM_030674 2332-2374 HE R ARy -19.83
CRGUGU! 1) UCUGGEAG

Sekil 4.1. TargetSpy veritaban1 analiz sonug listesi
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Sekil 4.1°de TargetSpy veritabaninda MDA-MB-435 hiicre hatt1 i¢cin segilen miR-1182 ile
yapilan analiz sonrasi elde edilen verilerinin bir kismi1 goriinmektedir. Analiz sonuglart hedef
genlerin tamamini igeren bir Excel dosyasi seklinde kaydedilmis ve sonrasinda genler

referans numaralarina gore kontrol edilerek belirlenmistir.

MTRNR2L8 ENST00000536684.1 MT-RNR2-like 8 5 StesinUTR 1 1 0 0 0 hsamiR-1182 -0.87 0.87
MTRNR2L11 ENST00000604646.1 MT-RNR2-like 11 (pseudogene) g StesinUTR 1 1 0 0 0 hsamiR-1182 0.85 0.5
HBD ENST00000380299.3  hemoglobin, delta 262 SitesinUTR 1 1 0 0 0 hsamR-1182 085 085
MTRNR2L10 ENST00000545075.1  MT-RNR2-like 10 7 StesinUTR 1 1 0 0 0 hsamiR-1182 -0.84 .84
MTRNR2L1 ENST00000540040.1  MT-RNR2-like 1 5 StesinUTR 1 1 0 0 0 hsamiR-1182 0.79 0.79
MRPL2 ENST00000487429.1  mitochondrial ribosomal protein L2 935  SitesinUTR 1 1 0 0 0 hsa-miR-1182 -0.74 .74
NPSR1 ENST00000381539.3  neuropeptide S receptor 1 [ SitesinUTR 1 1 0 0 0 hsa-miR-1182 -0.74 .74
HTN3 ENST00000530128.1  histatin 3 5 StesinUTR 1 1 0 0 0 hsamR-1182 073 073
UBBP4 ENST00000583708.1  ubiquitin B pseudogene 4 [ SitesinUTR 2 0 2 0 3 hsa-miR-1182 0.72 Q.72
JTB ENST00000271843 4  jumping translocation breakpoint 872  SitesinUTR 1 1 0 0 0 hsa-miR-1182 -0.69 -0.69
HSPB6 ENST00000587965.1  heat shock protein, alpha-crystallin-related, B6 121 SitesinUTR 2 1 1 0 0 hsa-miR-1182 -0.64 -0.68
CTB-58E17 5 ENST00000539023.1  Uncharacterized protein; cONA FLJ52623 12 SitesinUTR 1 1 0 0 0 hsa-miR-1182 -0.63 -0.63
KRBOX4 ENST00000360017.5 KRAB box domain containing 4 162 SiesinUTR 2 1 0 1 0 hsa-miR-1182 -0.63 0.63
FOXJ3 ENST00000372571.1 forkhead box J3 329 SitesinUTR 2 1 0 1 0 hsamiR-1182 -0.60 -0.60
SPRED3 ENST00000587013.1  sprouty-related, EVH1 domain containing 3 42 SitesinUTR 5 1 3 1 0 hsa-miR-1182 -0.59 093
THBS3 ENST00000368378.3  thrombospondin 3 171 SitesinUTR 3 0 3 0 0 hsamiR-1182 -0.59 0.59

Sekil 4.2. TargetScan veritabani analiz sonucu

Hedef gen belirlenmesinde kullanilan diger veritabani1 TargetScan analizi sonucu Sekil 4.2°de
gosterildigi gibidir. Bu veritabaninda miRNA korunmuslugu temeline goére analiz
gerceklestiginden ve miR-1182 korunmus miRNA bolgelerinde yer almadigindan dolayi
hedef genler sekans uyumuna gore validasyonu yapilmamis, biyoinformatik olarak tahmini
hedef gosterilen genlerden olusmaktadir. Bu nedenle miR-1182 tarafindan hedeflenen gen

sayist oldukea yiiksek goriinmektedir.

hsa-miR-1182 MIMAT0005827 OARDA 221443 23446348
hsa-miR-1182 MIMAT0005827 SEC14L5 9717 21572407
hsa-miR-1182 MIMAT0005827 PC3KS 255738 24398324
hsa-miR-1182 MIMAT0005827 IFRD1 3475 20371350
hsa-miR-1182 MIMAT0005827 CIRH1A 84916 22012620
hsa-miR-1182 MIMAT0005827 GTF3C4 9329 23313552
hsa-miR-1182 MIMAT0005827 PRE11 55711 21572407
hsa-miR-1182 MIMAT0005827 ZNF622 90441 24398324
hsa-miR-1182 MIMATO005827 PAGR1 79447 20371350
hsa-miR-1182 MIMAT0005827 PRIC 5480 22012620
hsa-miR-1182 MIMAT0005827 MAUZ 23383 23313552
hsa-miR-1182 MIMAT0005827 AP1S1 174 21572407
hsa-miR-1182 MIMAT0005827 NANOSA 340719 23824327
hsa-miR-1182 MIMAT0005827 PGAMS 192111 20371350
hsa-miR-1182 MIMAT0005827 CHREMNBA1 1140 22012620
hsa-miR-1182 MIMAT0005827 TSKU 25987 23313552
hsa-miR-1182 MIMAT0005827 RB1 5925 21572407
hsa-miR-1182 MIMAT0005827 KLHL3 26249 23824327
hsa-miR-1182 MIMAT0005827 ZNF622 90441 20371350
hsa-miR-1182 MIMAT0005827 SLCAA1 6521 22012620
hsa-miR-1182 MIMAT0005827 PROM10 56980 23313552
hsa-miR-1182 MIMATO005827 COL13A1 1305 21572407
hsa-miR-1182 MIMAT0005827 RANGAP1 5805 23824327

Sekil 4.3. miRWalk veritaban1 analizi sonrasinda miR-1182 i¢in valide edilmis hedef genler

listesi
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Son olarak kullanilan veritaban1 miRWalk olup burada miR-1182 i¢in sadece valide hedef

genler iizerinde analiz yapilmigtir. Analiz sonucunda elde edilen listenin bir kismi Sekil

4.3’de gosterilmistir.

TargetS

TargetScan

miRWalk
Sekil 4.4. MDA-MB-435 miRNA Gen hedef veritabanlart venn diyagrami

MDA-MB-435 hiicre hatt1 i¢in ifadesi degisen miRNA’lar i¢inden segilen miR1182 igin

hedeflenen genlerin belirlenmesi icin kullanilan miRWalk, TargetScan ve TargetSpy

veritabanlarinda gerceklestirilen analiz sonrasinda yapilan karsilagtirma ile hepsinde ortak

bulunan ve bulunmayan genler belirlenmistir ve venn diyagrami Sekil 4.4’de verilmistir.

0.999986 mir-199a-3p  NM_018035

0.999986 mir-199a-3p NM_015176

0.939978 mir-199a-3p  NM_136714

0.999978 mir-199a-3p  NM_006599

0.939978 mir-199a-3p  NM_001113178

0.999978 mir-199a-3p NM_173214

329-372

566-593

895-913

895-913

895-913

895-913

CIGCCATTTCTTGCAGGGACCCT GACT GACACAGGEECTACTACTGR

1 1111
RUUGGUUAC--ACGUC

T -16.60
UGKUGACE

TGACTATATATTTTTATARACTACTGG
100 T

GRAACTATTAATAT-ACTACTGG

111 [RARARN
RUUGGUUACACGUCUGAUGACA

GAACTATTAATAT-ACTACTGGE

Il [RRRRAN
AUUGGUUACACGUCUGAUGACA

GRACTATTAATAT-ACTACTGGE

111 I
AUUGGUUACACGUCUGAUGACA

GAACTATTAATAT-ACTACTGGE

Il [RRRRAN
AUUGGUUACACGUCUGAUGACA

-10.50

-12.36

-12.36

-12.36

-12.36

Sekil 4.5. G361 hiicre hattinda miR-199a i¢in TargetSpy veritabani hedef gen listesi

MDA-MB-435 hiicre hattinda oldugu gibi ayni analizler G361 hiicre hatt1 i¢cin de

gerceklestirilmistir. TargetSpy ile gergeklestirilen analiz sonrasinda elde edilen genlerin listesi

Sekil 4.5°da gortildiigi gibidir. G361 i¢in biyobelirte¢ olarak segilen miR-199a’nin genel
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olarak korunmus miRNAlardan biri olmasindan dolayr skor giivenilirligi hassas olacak

sekilde secilmigtir. Ayn1 sekilde Sekil 4.6°da gosterilen TargetScan veritabaninda yapilan

analiz i¢in de korunmus miRNAlar arasindan se¢im yapilmis olmasindan dolay1 daha hassas

gen hedefleme analizi gergeklesmistir.

KLHL3 ENST000005414171 kelch-like family member 3 40

SERPINE?  ENSTO0000409304.1 ts;;s\:f;pgms:rizﬂh\h\tonclade E (nexin, plasminogen activator inhibitor 17
TM3B4X ENST00000451311.2 thymosin beta 4, ¥-linked 5

PAWR ENST00000328827 4 PRKC, apaptosis, WT1, requlator 1672
NLK ENST00000407008.3 nemo-like kinase 61

QK ENSTO0000392127.2 QKl, KH domain centaining, RNA binding 33
GNA12 ENSTO0000275364.3 guanine nucleatide binding protein (G pratein) alpha 12 565
PAK4 ENSTO0000599386.1 p21 pratein (Cdc42/Rac)-activated kinase 4 130
DEPDCIB  ENST00000265036.5 DEP domain containing 18 449
BCAR3 ENSTO0000370247.3 breast cancer anti-estragen resistance 3 n
NOVA1 ENST00000465357.2 neuro-oncological ventral antigen 1 5

PON2 ENST00000536183.1 paraoxonase 2 597
FAN199X ENST00000493442.1 family with sequence similarity 139, X-inked 856
CYB5R4 ENST00000369681.5 cytochrome b5 reductase 4 k74|
CD2AP ENST00000359314.5 CD2-associated pratein 145
MCFD2 ENST00000444761.2 muttiple coagulation factor deficiency 2 1648
UPRT ENST00000373379.1 uracil phosphoribosyltransferase (FUR1) homolog (S. cerevisiae) 943

Sekil 4.6. TargetScan analizi sonras1 hedef gen listesi

Sites in UTR
Sites in UTR

Sites in UTR
Sites in UTR
Sites in UTR
Sites in UTR
Sites in UTR
Sites in UTR
Sites in UTR
Sites in UTR
Sites in UTR
Sites in UTR
Sites in UTR
Sites in UTR
Sites in UTR
Sites in UTR
Sites in UTR

Y T S O U S R P P G G

_ e aam e ala o g ale e

1 1
00
00
00
00
30
01
10
00
00
10
00
00
00
00
10
00

R e

R e = T e -

R N Tl = = T =

o o o o o o S O A s e s S A o

R e e N - ==

hsa-miR-199a-3p
hsa-miR-199a-3p

hsa-miR-199a-3p
hsa-miR-199a-3p
hsa-miR-199a-3p
hsa-miR-199a-3p
hsa-miR-199a-3p
hsa-miR-199a-3p
hsa-miR-199a-3p
hsa-miR-199a-3p
hsa-miR-199a-3p
hsa-miR-199a-3p
hsa-miR-199a-3p
hsa-miR-199a-3p
hsa-miR-199a-3p
hsa-miR-199a-3p
hsa-miR-199a-3p

Diger iki veritabaninda yliksek hassasiyetle analiz gergeklestirilmis olmasina ragmen sonuglar

yine de valide edilmis genlerden olugsmamaktadir. Bu nedenle miRWalk veritabaninda yapilan

analizler tamamen valide edilmis genler icinde gergeklestirilmistir. Elde edilen analiz

sonuglarint Sekil 4.7 de gosterildigi gibidir.

hsa-miR-199a-3p
hsa-miR-199a-3p
hsa-miR-199a-3p
hsa-miR-199a-3p
hsa-miR-199a-3p
hsa-miR-199a-3p
hsa-miR-199a-3p
hsa-miR-199a-3p
hsa-miR-199a-3p
hsa-miR-199a-3p
hsa-miR-199a-3p
hsa-miR-199a-3p
hsa-miR-199a-3p

MIMAT0000232
MIMAT0000232
MIMAT0000232
MIMAT0000232
MIMAT0000232
MIMAT0000232
MIMAT0000232
MIMAT0000232
MIMAT0000232
MIMAT0000232
MIMAT0000232
MIMAT0000232
MIMAT0000232

Sekil 4.7. miRWalk veritaban1 hedef gen analiz sonug listesi
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2526
58487
8679
1466
5601
3398
8614
54852
9945
7371
3106
5594
26575




TargetSc TargetSpy

miRWalk
Sekil 4.8. G361 miRNA hedef genler venn diyagrami

G361 hiicre hatt1 i¢in hedef miRNA, olarak segilen miR199a-3p icin hedef genlerin
belirlenmesi icin MDA-MB-435 hiicre hattinda kullanilan veritabanlari kullanilarak her
birinde ortak olarak hedeflenen genler belirlenmistir. Her ii¢ veritabaninda da ayr1 ayr1 ve

hepsinde ortak bulunan genlerin venn diyagrami Sekil 4.8 iizerinde verilmistir.
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S. ARASTIRMA BULGULARI

Melanoma hiicrelerinin programlanmasi islemi yapilmis hicre kilturi boyunca hicrelerin
fiziksel degisimleri yorumlanmistir. Daha sonrasinda mikrodizin ile karsilastirma islemleri,
miRNA tanimlama analizleri ger¢eklestirilmis ve MDA-MB-435 melanoma hiicre hatt1 ve G-

361 melanoma hiicre hatti i¢in sonuglar ayr1 ayr1 yorumlanmistir.

5.1. HUCRE KULTURU CALISMALARINDA MiKROSKOBIK GORUNTULEME
ANALIZLERI

Melanoma hucrelerinin morfolojileri, sitoplazmik granile ve cekirdek goruntileri ile kiltur
ortamindaki koloni gériintiileri programlama 6ncesinde 151k mikroskobu altinda incelenmis ve
fotograflanmistir. Melanoma hiicre hatlarinin Sendai viral vektorleri yardimi ile Yamanaka
faktorleriyle transfekte edilmesi ile programlama gergeklestirildikten sonra hiicre kiiltiirlerinin
izlenmesiyle ters mikroskopta goriintiiler elde edilmistir. Hucrelerin programlama devam
ettikce epidermal deri hiicrelerine has mekik morfolojisinin daha yuvarlak bir forma gectigi
ve kimelenerek buyudikleri gézlenmistir. Programlama 6ncesi ve sonrasi i¢in mikroskobik

goruntdler iki hiicre hatt1 i¢in de sirasiyla EK-3’de verilmistir.

5.2. MIKRODIZIN ILE KANSER HUCRE HATLARININ PROGRAMLAMA
ONCESI VE SONRASI MiRNA iIFADELERININ KARSILASTIRILMASI

5.2.1. MDA-MB-435 Hiicre Hattimn Programlanmasi Sonrasi miRNA ifadelerinin

Karsilastirilmasi

Mikrodizin cihaz ile hibridizasyonu yapilmis olan hiicre hatlarinin programlanma 6ncesi ve
sonrast miRNA ifadeleri birbirleri ile karsilastiritlmis ve sonuglar Sekil 5.1°de gosterilmistir.
GeneSpring yazilimi ilizerinden yapilan veri analizlerinde MDA-MB-435 melanoma hicre
hattinda t testi kullanilarak yapilan karsilastirma sonrasinda 0.001 p degerinde programlanma
Oncesi ve sonrasi bazi miRNA’larin ifade edilme seviyelerinde ciddi degisimler

gozlemlenmistir.
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Sekil 5.1. MDA-MB-435 hiicre hattinda programlama o6ncesi ve sonras1 farkli ifade edilen
miRNA dagilim grafigi

Ayrica bu miRNA’larin programlama oncesi ve sonrast ifade degisimlerine gore hem

iclerindeki yakinliklar1 hem de ifade degisim profillerinin gdsterildigi 1s1 haritas1 da asagida
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Sekil 5.2°de verilmistir.
MDA_C1 MDA C2 MDA _C3 MDA _PROG] MDA _PROGI MDA _PROGS

| |

Sekil 5.2. MDA-MB-435 hiicre hattinda degisim gozlenen miRNA’larin 1s1 haritalama
dagilim sonuglari
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5.2.2. G361 Programlanmasi Sonrasi miRNA ifade Degisimlerinin Karsilastirilmasi

G-361 melanoma hiicre hatt1 i¢in GeneSpring programinda yapilan analiz sonrasinda ifade
degisimi goriilen miRNAlar karsilastirilmistir. Bu hiicre hattinda t testi dogruluk orani 0.05 p
degerinde tutulmus olup ifadesinde degisim gozlenen miRNA dagilim grafigi asagidaki Sekil
5.3’de gosterilmistir.
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Sekil 5.3. G361 hiicre hattinda programlama 6ncesi ve sonrast farkli ifade edilen miRNA
dagilim grafigi

G361 hiicre hattinda t testi yardimiyla programlama sonrasinda ifade seviyesinde degisim
oldugu belirlenen miRNA’larin 1s1 haritas1 ¢ikartilmigtir. Sekil 5.4’de goriildiigli programlama
sonrasinda ifadesi degisen miRNA’lar genellikle kanser durumunda diisiik ifade edilirken

programlamayla ifadeleri artmistir.
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Sekil 5.4. G361 hiicre hattinda programlama oOncesi ve sonrast miRNA’larin ifade
degisimlerinin gosterildigi 1s1 haritalamasi
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5.2.3. miRNA Hedef Gen Yolak Analizleri

Her ii¢ veritabaninda da ortak olarak bulunan genler belirlendikten sonra her iki hiicre hatti
icin de, biyobelirte¢ olarak se¢ilen miRNAlar tarafindan hedeflenen genlerin hangi metabolik

yolaklarda gorev aldiginin belirlenmesi amaciyla KEGG veritabani kullanilmistir.

MDA-MB-435 hiicre hatlar1 i¢in veri analizi ve miRNA’larin karsilastirilmasindan sonra
programlama ile ifade seviyelerinde yliksek oranlar gézlenen miRNA’lar tanimlanmis ve
hedef gen taramasi gergeklestirilmistir. Bu miRNA’lar i¢inden dagilim tablosu sonuglarina
dayanilarak ifadesi programlama sonrasi artan ve kanserde timor baskilayict 6zellige sahip
oldugu gosterilmis miR-1182 bulunmustur. TargetScan, miRWalk ve TargetSpy olmak lizere
3 farkli hedef gen tarama sistemi {izerinden en yiiksek ifade degisimi gozlenen miR-1182
isimli miRNA’nin hedefledigi genler listelenmis ve sonrasinda hepsinde ortak bulunan genler
tespit edilmistir. Bu genler ERK yolaginda goérev alan MAP3K3 ve apoptoz
mekanizmalarinda rol oynayan ARIDIA’dir. Ozellikle MAP3K3 geni stresle aktive olan
kinazlar1 ve ERK yolagint SEK ve MEK1/2 genlerini aktive ederek kontrol etmektedir.
Bunun sonucunda miR-1182 tarafindan hedeflenildigi diistinilen MAP3K3 geninin Sekil
5.5’de gosterildigi lizere JNK sinyal yolaginda bulundugu gosterilmistir.

Q4000 A 115
) Wandhisa Laborat

Sekil 5.5. INK/MAPK sinyal yolagi haritasinda MAP3K3 geninin yeri

miR-199a-3p igin her {i¢ veritabaninda da ortak bulunan 11 gen tespit edilmis olup bu genler
arasinda en goze ¢arpan gen MAP3K4, p38/MAPK ve JNK yolaklarinda rol oynamaktadir.

Bu gen yolak iizerinde oksidatif stres durumunda p38’in uyarilmasiyla apoptoz cevabin
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olusmasinda sinyal verici olarak gorev almaktadir. Ayrica kok hiicrelerde epitelden
mezengimale gecis i¢in gerekli bir yolak olan TGFp yolaginda da diizenleyici olarak rol
oynamaktadir. MiRNA-Hedef Gen veritabanlarinda yapilan analiz sonucunda miR-199a-3p
tarafindan hedeflendigi distinilen MAP3K4 geninin Sekil 5.6’da gosterildigi {izere
p38/MAPK sinyal yolaginda rol oynadigi gosterilmistir.
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Sekil 5.6. p38/MAPK sinyal yolaginda MAP3K4 geninin yeri

Bu caligmada biyobelirte¢ olarak onerilen miRNAlarin ve hedef genlerin klinik bilgiler ile
birlestirilmesi amaciyla son olarak TCGA iizerinde arastirmalar gergeklestirilmistir.
Melanoma igin gergeklestirilen miRNAseq analizlerinin incelenmesi sonucunda miR-
1182’nin kanserli hastalarda ifade edilmedigi goriilmiistiir. Bu sonug tiimor baskilayici etkisi
olmas1 sebebiyle kanserli hiicrelerde susturulan miRNAlar arasinda oldugu sonucunu
desteklemektedir. Ayni sekilde miR-199a-3p’nin de melanoma hiicrelerinde oldukga az tekrar

sayisinda okunmasi gergeklestigi goriilmiistiir.
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Sekil 5.7. MAP3K3 genindeki mutasyonlarin etkiledigi klinik vakalarin dagilimi

Hedef genler incelendiginde miR-1182 hedef geni MAP3K3 geninde gorulebilecek
mutasyonlarin farkli kanser tiplerindeki klinik vakalara olan etkisi grafiksel olarak Sekil
5.7°de gosterilmistir. Biitiin kanser tipleri i¢in gerceklestirilen 25 proje icinde 149 farkli vaka
MAP3K3 genindeki mutasyonlardan etkilenmigtir. Melanoma vakalarmin % 2.99’unda

MAP3K3 geninde somatik mutasyonlar bulunmaktadir.
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Sekil 5.8. MAP3K4 genindeki mutasyonlarin etkiledigi klinik vakalarin dagilimi
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Ayni arastirma MAP3K4 geni i¢in yapildiginda 28 proje i¢indeki 348 farkli vakanin bu
gendeki 390 mutasyondan etkilendigi goriilmistiir. miR-199a-3p hedef geni MAP3K4
mutasyonlarmin klinik vakalara etkisinin dagilim grafigi Sekil 5.8’da gosterilmektedir. Ayrica

belirlenen bu mutasyonlar melanoma vakalarinin % 5.33’tinde gérulmektedir.

Programlama yapilan her iki hiicre hatt1 i¢in degisim elde edilen biitiin miRNA degerleri ve
bu miRNA’larin programlama oncesine gore degisen ifade seviyeleri EK-2 icinde ayrintili

olarak verilmistir.
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6. TARTISMA VE SONUC

6.1. TARTISMA

MDA-MB-435 ve G-361 melanoma hiicreleri OSKM faktorleri (Oct4, Sox2, KIf4, c-myc) ile
yeniden programlanmis ve sonrasinda hiicrelerde ifadesi degisen miRNA’lar incelenmistir.
Hiicrelerde programlamanin gergeklesmis olup olmadigi kiiltiir ortaminda morfolojik

goruntilemeler yapilarak teyit edilmistir.

6.1.1. HUCRE PROGRAMLANMASI SONRASI MDA-MB-435 HUCRE HATTINDA
DEGIiSiM GOZLENEN MiRNA PROFIiLi VE PROGRAMLANMANIN KANSER
ILERLEMESINE ETKILERI

MDA-MB-435 hiicre hattinda programlama oncesi ve sonrast miRNA seviyeleri t test ile
karsilagtiritlmis olup programlamayla birlikte kanser haline gore ifadesi artan ve azalan
miRNA’lar belirlenmistir. Ayrica Sekil 5.3’de gosterildigi lizere miRNA 1s1 haritasina gore
ifade degisimi miRNA aile gruplar arasinda tutarhilik gostermekte olup ayni metabolik

yollarin diizenlenmesinde gorev alan miRNA ifadeleri ayn1 yonde degisim gostermistir.

Programlama sonrasi elde edilen sonuglara gore yiiksek seviyelerde ifade seviyesi degisimi
gbzlenen miRNA’lar arasinda daha 6nceki c¢alismalar ile idrar torbasi kanserine karst timor
baskilayici 6zellik gosterdigi belirlenmis (39) miR-1182 ifade degisimi varligi programlanma
ile kanser durumundan uzaklasmayi dogrulayici nitelikte tasimaktadir. Bu miRNA, hcre
cogalmasinda gorev alan ve melanoma tliimorlerinde ifade edilemeyen ERK yolaginin
regiilasyonunda rol oynamaktadir. Bu yolak gibi Kinaz grubu yolaklarda olusabilecek her
tirli hasar kanserin apoptoza diren¢ kazanmasina ve kontrolsiiz ¢ogalmaya Yol

acabilmektedir (40).

Biyoinformatik hedef belirleme analizleri sonrasinda miR-1182 tarafindan regiile edildigi
tanimlanan MAP3K3 geni ERK, JNK ve p38 gibi sinyal yolaklarini hiicresel stres ve biiyiime
faktorleriyle uyarilma durumlarinda uyararak bu yolaklar1 kontrol altinda tutan diizenleyici
genlerdendir. Ayrica bu genin normalden fazla ifade edilmesi durumunda, yapilan bir
calismaya gore yumurtalik kanseri hiicrelerinde metastazi ve agresif tiimorlesmeyi uyarici
etkiler gosterebilen onkogenik bir etkiye sahip oldugu gézlenmistir (41). Programlama sonrasi
MDA-MB-435 melanoma hiicre hattinda bu geni post transkripsiyonel mekanizmalarla

kontrol altinda tutan miR-1182 ifadesinin mikrodizin analizi ile yiikseldiginin gosterilmesiyle
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hedef genin ifadesinin diismiis olmasi beklenmektedir. Bunun sonucunda programlamayla

birlikte hicrelerin timordjenitesinin azaldigi soylenilebilir.

Bu gen disinda miR-1182 mide kanser hiicrelerinde telomeraz reverse transkriptaz ifadesinin
diistiriilmesinde rol oynayarak tiimor baskilayici etkiye sahip oldugunu gostermistir (42).
Tiimor baskilayici etkisi nedeniyle programlanma 6ncesinde diisiik bir ifade seviyesine sahip
olan bu miRNA’nin programlanmis kanser hiicrelerinde ifadesinin artmig olmast OSKM
faktorleriyle gergeklestirilen yeniden programlama isleminin basarili oldugunu ve hicrelerin

daha az agresif bir forma gectigini gostermektedir.

6.1.2. G361 HUCRE HATTINDA PROGRAMLAMANIN KANSER GELISIMINE
ETKIiSi VE GOZLENEN MiRNA iFADE DEGiSiMLERIi

G361 hiicre hatt1 i¢in yapilan ¢alisma i¢in ifade degisimi gozlenen miRNA sayist MDA hiicre
hattina gore daha az durumdadir. Ancak, degisim gozlenen miRNA’larin genelinde
programlamayla birlikte ifade artig1 oldugu gdézlenmistir. En ciddi ifade degisimi tanimlanan
miR-199a-3p, hedef gen veritabanlari karsilagtirmasi sonucunda MAP3K4 genini hedefledigi
gozlenmektedir. Bu gen birgok farkli hiicre tipinde stres durumlarinda aktive olan p38 ve JINK
gibi yolaklarda sinyal iletici olarak rol almaktadir. Ayrica bu genin ifade eksikliginin
goriilmesi durumunda embriyonik donemlerde hiicrelerde epitelden mezensimale gegise sebep

oldugu goriilmektedir (43).

MAPK sinyal yolaklarinda gorev alan genler evrimsel olarak korunmus olup hiicrede fiziksel
stres, hiicre c¢ogalmasi, adaptasyon, farklilagsma, hiicre oliimi, hiicresel hareketlilik ve
anjiyogenez mekanizmalart gibi olduk¢a Onemli yollarda gorev yapmaktadirlar (44). Bu
protein grubunun bir liyesi olan MAP3K4 6zellikle apoptoz mekanizmalarindan olan p38 ve
JNK' yolaklarinda rol oynamakta ve bu yolaklarin aktive edilmesi kanserin ilerlemesini
durdurucu etkilere sahiptir. p38 yolaginin aktive edilmesiyle ifadesi artan miRNA’lardan biri
olan tiimor baskilayict etkiye sahip miR-199a (45) seviyesinin programlanma sonrasinda
artmis olmast G361 hiicre hatti i¢in programlamanin kanser gelismesini durdurucu,

yavaglatici bir etki olugturmus oldugunu gostermektedir.

G361 hiicre hattinda ifade edilme seviyesi programlama ile artmis olan bu miRNA’nin timor
baskilayict bir etkiye sahip oldugu daha 6nceden gosterilmis olmast OSKM faktorleri ile

gerceklestirdigimiz programlamanin hiicre hattinin kanser hiicresinden ¢ok bir uPK hiicresi
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formuna daha yakin oldugunu gostermekte olup morfolojik kiiltiir verileri de bunu

desteklemektedir.

6.2. SONUC

MDA-MB-435 ve G361 melanoma hiicre hatlarinda Yamanaka faktorleri kullanilarak yapilan
programlama sonrasinda kiiltiir ortamlarinin mikroskop altindaki incelenmesinde morfolojik
bir degisim oldugu gosterilmistir. Olusan degisimi desteklemek ve programin etkilerini daha
lyi anlamak amaciyla miRNA ifade analizleri yapilmis ve programlamanin miRNA

profillerinde oldukg¢a biiyiik degisiklikler yarattigi gosterilmistir.

Kanser hiicreleriyle yapilan programlama calismalarinda elde edilen celigkili sonuglar goz
Oniine alindiginda tespit edilen miRNAlar i¢in daha ileri ¢alismalarin yapilmast énemlidir.
Ayrica degisen miRNA profilinin kok hiicre profiline benzer olmasi da gelecek arastirmalar

i¢cin de bir adim olusturmaktadir.
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8. EKLER

Yamanaka faktorleri ile transfekte edilmis kanser hiicre hatlarr MDA-MB VE G361 hiicre
hatlarinin 6zellikleri, programlama oncesi ve sonrasi i¢cin mikroskobik géruntuler ve mikro
dizin islemi sonrasinda GeneSpring Uzerinden elde edilen ifadesi degisen miRNA listeleri her
iki hiicre hatt1 icin de asagidaki eklerde verilmistir. Kullanilan cihaz ve teghizat listesi de

ayrica verilmistir.
EK-1

KULLANILAN HUCRE HATLARININ OZELLIKLERI

G361 (ATCC® CRL1424™))
Organism: Homo sapiens, human
Tissue: skin

Disease: malignant melanoma
Age: 31 years adult

Gender: male

Morphology: epithelial
Isoenzymes:

G6PD, B

DNA Profile:

Amelogenin: X

CSF1PO: 10

D13S317: 11

D16S539: 15

D5S818: 11

D7S820: 8,11

THO1: 7,9

TPOX: 8,10
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All human sourced products should be handled at the Biological Safety Level 2 to minimize
exposure of potentially infectious products, as recommended in the CDC-NIH Manual,
Biosafety in Microbiological and Biomedical Laboratories.

MDA-MB-435S (ATCC® HTB129 ™)

Organism: Homo sapiens, human

Tissue: previously described as: mammary gland/breast; derived from metastatic site: pleural
effusion

Disease: previously described as ductal carcinoma
Cell Type: melanocyte, Melanoma
Age: 31 years

Gender: female

Morphology: spindle shaped
Growth Properties: adherent
Isoenzymes:

AK1,1

ESD,1

G6PD, B

GLOl,2

PGML1, 2

PGM3, 1

DNA Profile:

Amelogenin: X

CSF1PO: 11

D13S317: 12

D16S539: 13

D5S818: 12

D7S820: 8,10
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THOL1: 6,7

TPOX: 8,11

VWA: 16,18

Cytogenetic Analysis: modal number = 56; range = 55 to 62

The cell line is aneuploid human female (XX), with most chromosome counts in the 55 to 60
range. Normal chromosomes N6, N11, and N22 were absent, while chromosomes N7, N13,
N18 and N21 were single. Most of the remainder of normal chromosomes were usually
paired, but chromosome N2 was triple. Nineteen marker chromosomes were identified, with
most of them formed from structural alterations of the missing copies of the normal
chromosomes. Six of these markers involve regions of chromosome N7, while three are
recognized as derivatives of chromosome NG6. Regions of a third copy of the normal and
paired chromosomes N3, N15, N17, N20 are noted in markers M1, M2, M15, and M5,
respectively. All human sourced products should be handled at the Biological Safety Level 2
to minimize exposure of potentially infectious products, as recommended in the CDC-NIH
Manual, Biosafety in Microbiological and Biomedical Laboratories.
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EK-2

G361 hiicre hattinda 0.05 p degerinde programlama sonrasi ifade degisikligi bulunan miRNA

listesi ve bu miRNA’larin ifadesinin nasil degistigine ait ¢izelge asagidaki gibidir.

Cizelge 8.1. G361 hiicre hattinda programlamayla ifadesi degisen miRNA listesi

Systematic_name Regulation mirbase accession No
hsa-miR-146a-3p up MIMATO0004608
hsa-miR-199a-3p up MIMATO0000232
hsa-miR-199a-5p up MIMATO0000231
hsa-miR-210-3p up MIMATO0000267
hsa-miR-214-3p up MIMAT0000271
hsa-miR-3687 up MIMAT0018115
hsa-miR-4487 up MIMAT0019021
hsa-miR-5703 up MIMAT0022496
hsa-miR-630 up MIMAT0003299
hsa-miR-663a up MIMATO0003326
hsa-miR-6848-3p up MIMAT0027597
hsa-miR-6858-3p down MIMAT0027617

MDA-MD-435 hiicre hattinda 0.001 p degerinde elde edilen ifadesi degisen miRNA listesi
asagidaki gibidir.

Cizelge 8.2. MDA-MB-435 hiicre hattinda programlama sonrasi ifadesi degisen miRNA
listesi

systematic_name Regulation mirbase accession No
hsa-miR-100-3p up MIMAT0004512
hsa-miR-101-3p down MIMATO0000099
hsa-miR-106a-3p down MIMATO0004517
hsa-miR-106b-5p down MIMATO0000680
hsa-miR-1182 up MIMATO0005827
hsa-miR-1273c up MIMAT0015017
hsa-miR-1273e up MIMAT0018079
hsa-miR-1273f up MIMAT0020601
hsa-miR-1275 up MIMATO0005929
hsa-miR-1287-5p up MIMATO0005878
hsa-miR-1291 up MIMATO0005881
hsa-miR-1469 up MIMAT0007347
hsa-miR-149-3p up MIMAT0004609
hsa-miR-149-5p down MIMATO0000450
hsa-miR-155-5p up MIMATO0000646
hsa-miR-181a-2-3p down MIMATO0004558
hsa-miR-186-5p down MIMATO0000456
hsa-miR-18a-5p down MIMATO0000072
hsa-miR-18b-5p down MIMAT0001412
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hsa-miR-193b-3p down MIMAT0002819
hsa-miR-1973 up MIMATO0009448
hsa-miR-198 up MIMATO0000228
hsa-miR-19a-3p down MIMATO0000073
hsa-miR-21-3p up MIMATO0004494
hsa-miR-211-5p down MIMATO0000268
hsa-miR-2277-3p up MIMATO0011777
hsa-miR-301a-3p down MIMAT0000688
hsa-miR-30c-1-3p up MIMATO0004674
hsa-miR-30d-3p down MIMATO0004551
hsa-miR-30d-5p down MIMAT0000245
hsa-miR-3137 up MIMATO0015005
hsa-miR-3161 up MIMATO0015035
hsa-miR-3174 up MIMAT0015051
hsa-miR-320e down MIMAT0015072
hsa-miR-324-5p down MIMATO0000761
hsa-miR-33a-5p down MIMATO0000091
hsa-miR-34c-3p up MIMAT0004677
hsa-miR-3607-5p up MIMATO0017984
hsa-miR-362-3p down MIMATO0004683
hsa-miR-3620-5p up MIMATO0022967
hsa-miR-3622b-5p up MIMATO0018005
hsa-miR-3652 up MIMATO0018072
hsa-miR-3654 up MIMAT0018074
hsa-miR-365a-3p down MIMATO0000710
hsa-miR-3682-3p up MIMATO0018110
hsa-miR-3692-5p up MIMATO0018121
hsa-miR-370-3p up MIMAT0000722
hsa-miR-373-5p down MIMATO0000725
hsa-miR-374c-5p down MIMATO0018443
hsa-miR-3926 up MIMAT0018201
hsa-miR-3935 up MIMATO0018350
hsa-miR-3945 up MIMAT0018361
hsa-miR-3976 up MIMAT0019361
hsa-miR-4252 up MIMATO0016886
hsa-miR-4306 down MIMATO0016858
hsa-miR-4313 up MIMATO0016865
hsa-miR-4441 up MIMATO0018959
hsa-miR-4446-3p up MIMATO0018965
hsa-miR-4462 up MIMAT0018986
hsa-miR-4468 up MIMATO0018995
hsa-miR-4476 up MIMATO0019003
hsa-miR-4485-5p up MIMAT0032116
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hsa-miR-4486 up MIMAT0019020
hsa-miR-4487 up MIMAT0019021
hsa-miR-4522 up MIMATO0019060
hsa-miR-4358 up MIMAT0019081
hsa-miR-4359 up MIMAT0019082
hsa-miR-4647 up MIMAT0019709
hsa-miR-4659a-3p up MIMAT0019727
hsa-miR-4685-5p up MIMAT0019771
hsa-miR-4690-5p up MIMATO0019779
hsa-miR-4710 up MIMATO0019815
hsa-miR-4738-3p up MIMAT0019867
hsa-miR-4753-5p up MIMATO0019890
hsa-miR-4769-5p up MIMAT0019922
hsa-miR-4776-5p up MIMATO0019932
hsa-miR-484 down MIMAT0002174
hsa-miR-494-3p up MIMAT0002816
hsa-miR-5006-5p up MIMAT0021033
hsa-miR-5008-5p up MIMAT0021039
hsa-miR-505-3p down MIMATO0002876
hsa-miR-506-3p down MIMAT0002878
hsa-miR-507 down MIMATO0002879
hsa-miR-508-3p down MIMATO0002880
hsa-miR-509-3-5p down MIMATO0004975
hsa-miR-510-5p down MIMAT0002882
hsa-miR-513a-5p up MIMATO0002877
hsa-miR-514a-3p down MIMATO0002883
hsa-miR-5190 up MIMAT0021121
hsa-miR-551b-3p down MIMATO0003233
hsa-miR-574-5p up MIMATO0004795
hsa-miR-582-3p down MIMATO0004797
hsa-miR-601 up MIMAT0003269
hsa-miR-6088 down MIMAT0023713
hsa-miR-6090 down MIMAT0023715
hsa-miR-6132 up MIMAT0024616
hsa-miR-622 up MIMAT0003291
hsa-miR-650 up MIMATO0003320
hsa-miR-662 up MIMATO0003325
hsa-miR-664a-5p up MIMATO0005948
hsa-miR-665 up MIMATO0004952
hsa-miR-6743-5p up MIMAT0027387
hsa-miR-6753-3p up MIMAT0027407
hsa-miR-6753-5p up MIMAT0027406
hsa-miR-6765-5p up MIMAT0027430
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hsa-miR-6772-5p up MIMATO0027444
hsa-miR-6785-5p up MIMAT0027470
hsa-miR-6799-5p up MIMAT0027498
hsa-miR-6801-5p up MIMAT0027502
hsa-miR-6804-5p up MIMAT0027508
hsa-miR-6865-5p up MIMAT0027630
hsa-miR-6872-5p up MIMATO0027644
hsa-miR-6877-5p up MIMATO0027654
hsa-miR-6894-5p up MIMAT0027688
hsa-miR-7-5p down MIMATO0000252
hsa-miR-711 up MIMAT0012734
hsa-miR-7155-3p up MIMATO0028221
hsa-miR-7162-3p up MIMAT0028235
hsa-miR-7515 up MIMAT0029310
hsa-miR-758-5p up MIMAT0022929
hsa-miR-7641 up MIMAT0029782
hsa-miR-769-3p up MIMAT0003887
hsa-miR-770-5p up MIMATO0003948
hsa-miR-7851-3p up MIMATO0030426
hsa-miR-8063 up MIMATO0030990
hsa-miR-8075 up MIMAT0031002
hsa-miR-8089 up MIMATO0031016
hsa-miR-873-5p down MIMATO0004953
hsa-miR-887-3p down MIMATO0004951
hsa-miR-921 up MIMATO0004971
hsa-miR-936 up MIMAT0004979
hsa-miR-9500 up MIMATO0035542
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EK-3

Kanser hiicre hatlarimin programlama siirecinde kiiltiir ortamindaki gdriintiileridir.
Programlanmis G361 ve MDA-MB-435 hiicre hatlarinin ters 151k mikroskobundaki

goriintlileri alinmistir (10X biiyiitme).

GUN1 GUN7

GUN 14 GUN 19 PASAJ 2

G361

MDA-MB-435

Sekil 8.1. G361 ve MDA-MB-435 hiicre hatlarinin programlama siireci boyunca mikroskobik
goruntdleri
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EK-4

KULLANILAN MAKINA-TECHIZAT LiSTESI

Kullanilan Makine — Techizat Listesi

Adi/Modeli

Kullanim Amaci

Microarray Scanner (Agilent p/n
G4900DA, G2565CA or
G2565BA)

Izolasyonu gergeklestirilen RNA molekiillerinin
mikrodizin plakalariyla gerceklestirdigi
hibridizasyonun okunmasi i¢in kullanilmistir. Bu
islem, Max Planck molekiiler hiicre biyolojisi ve
genetigi enstitiisii molekiiler genetik arastirma
boliimiinde gergeklestirilmistir.

2100 Bioanalyser (Agilent p/n
G2938A)

Izolasyon sonrast RNA Ol¢iimlerinin
gergeklestirilmesi i¢in kullanilmigtir. . Bu islem,
Max Planck molekiiler hiicre biyolojisi ve genetigi
enstitiisi molekiiler genetik arastirma boliimiinde
gerceklestirilmistir.
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