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OZET
Doktora Tezi
EGFR Odakli Meme Kanseri Tedavilerinde mikroRNA Ifadesinin Belirlenmesi
Emine Ezel Cilek
Ankara Universitesi Biyoteknoloji Enstitiisii
Dog. Dr. Bala Giir Dedeoglu

Meme kanseri kompleks molekiiler mekanizmaya sahip, gelismis iilkelerde kadinlarda en
fazla oranda gorillen kanser tiriidir. ERBB (EGFR) reseptor ailesine ait HER2
reseptoriiniin asir1 sekilde ifade edildigi alt tipin goriildiigii hasta oran1 %30 civarinda
seyretmektedir. Bununla birlikte tedavide kullanilan odakli terapilere (trastuzumab,

lapatinib vb.) kars1 diren¢ gelisimi biiyiik bir sorundur.

mikroRNA’larin (miRNA) kesfi ile birlikte meme kanserine katki yapan ya da tam tersi
hiicre ¢ogalmasini sonlandiran pek ¢ok miRNA’nin varligi tespit edilmistir. Yapilan son
calismalarla miRNA’larin tedavi iizerine varligina odaklanilmakta, tedavi siirecinde rol
alabilecek alternatif hedef molekiiller olarak kullanimlar1 arastirilmaktadir. Bununla
birlikte tedaviye duyarli miRNA’larin hedef gen profili ilizerinde detayli analizine

gidilmemis, ila¢ tedavilerinde etkiledikleri mekanizmalar tam olarak aydmnlatilmamistir.

Bu tez c¢alismasinda HER2 pozitif meme kanseri hiicreleri BT-474 ve SK-BR-3’te
trastuzumaba ve lapatinibe duyarli miRNA’lar tespit edilmis ve AGO2-IP analizi
kullanilarak miRNA hedeflerinin  detayli analizi gergeklestirilmistir. Ek olarak
trastuzumaba duyarli miRNA’lar kullanilarak yapilan network (ag) analizi sonucu ilaca
duyarli miRNA’lar tarafindan kontrol edilen mekanizmalarin varligi sistemik seviyede

arastirilmustir.
2017, 251 sayfa

Anahtar Kelimeler: mikroRNA; meme kanseri; miRNA-miRNA network analizi; AGO2-
IP; trastuzumab; lapatinib; SKBR3




ABSTRACT
PhD Thesis

microRNAs as Responsive Elements in Breast Cancer Cell Lines During EGFR Targeted

Therapies
Emine Ezel Cilek
Ankara University Biotechnology Institute
Assoc. Prof. Dr. Bala Giir Dedeoglu

Breast cancer is the most common cancer seen in women. It is a complex disease with
different molecular subtypes and some certain receptors have an important role on its
molecular classification as well as progression and treatment. HER-2/neu is one of these
receptors, which is found to be overexpressed in 20-30% of the patients. It contributes to
the progression and pathogenesis of the breast cancer. MicroRNAs (miRNASs) are
endogenous non-coding RNAs in 21-25 nucleotides long. They regulate gene expression at
the post-transcriptional level and miRNA deregulation is important in many pathological
conditions including breast cancer. It is known that some miRNAs show oncogenic and
tumor suppressor properties and they might also have effective roles in drug treatment by

mediating gene regulation in cancer.

In this study, we aimed to identify miRNA-mediated mechanisms driven by the drug
responsive miRNAs and their target genes in lapatinib and trastuzumab treatment. For this
purpose, we first found out the drug responsive miRNAs and then we focused on their
functional characterization by looking for their potential effects in breast cancer cell lines.
We also performed an AGO2-IP experiment to pull down the targets of drug responsive
miRNAs. In addition, we constructed miRNA-miRNA networks to figure out the miRNA-

mediated mechanisms at systemic level in trastuzumab treatment.
2017, 251 pages

Keywords: _microRNA; breast cancer; miRNA-miRNA network models; AGO2-IP;
trastuzumab; lapatinib; SKBR3
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1. GIRIS

Meme kanseri karmasik molekiiler mekanizmaya sahip, goriilme siklig1 yiiksek olan bir
hastaliktir. Gen ifadesi ¢alismalar1 ve bu ifadelerdeki cesitliligin gruplandirilmasi yolu ile
giiniimiizde hastaligin tan1 ve tedavisinde kullanilan molekiiler siniflandirma
olusturulmustur. Buna gére meme kanseri; Luminal A, Luminal B, HER2 ifade eden,
normal-benzeri ve bazal-benzeri (iiglii-negatif: ER-, PR-, HER2-) seklinde molekiiler alt-
tiplere ve reseptor ifade varliklarma gore de ER+, ER-, PR+, PR-, HER2+, HER2- alt-

tiplerine ayrilmaktadir.

Son yillarda yapilan calismalarla mikroRNA’larin gen ifadesi diizenlenmesinde etkili
olduklar1 kesfedilmistir. Bununla birlikte kanserde de etkin rol oynadiklarina, meme
kanserine katki yapan pek cok mikroRNA olduguna dair artan ¢aligmalar bulunmaktadir.
EGFR reseptor yolaklarmi hedef alan ya da bu yolak tarafindan etkinligi degistirilen
mikroRNA’larn varligina odaklanilmakta, tedavi siirecinde rol alabilecek alternatif hedef
molekiiller olarak kullanimlar1 ve kanser gelisiminde rol sahibi yolaklar iistiinde etkileri
arastirilmaktadir. Bu yiizden mikroRNA’larin meme kanseri tedavilerindeki etkinliginin
detayli sekilde ortaya ¢ikarilmasi, Ozelikle alternatif tedavi yontemlerinin belirlenmesi

acgisindan 6nem tasimaktadir.



2. KURAMSAL TEMELLER
2.1. MEME KANSERI

Kanser karmasik yapiya sahip bir hastaliktir. Elde edilen bulgular, insanlarda kanser
gelisiminin birden fazla basamakta gelistigini ve bu basamaklarm; normal insan
hiicrelerinin malignant tiirevlere doniisiimiinii saglayan genetik degisimlerden ibaret
oldugunu gostermektedir (1). Bununla birlikte, meme kanseri 20 ile 59 yas arasindaki
kadinlarda en sik rastlanan Olim nedenidir. 2016 verilerine goére Bati Diinyasi’nda
gbzlenen mortalite oran1 %14 civarindadir (2). Onemli risk faktorleri arasinda; yas,
hormon tedavisi uygulanmasi, ge¢ gebelik, obezite, etnik yatkinlik gibi pek cok degisken
bulunan hastalikta; BRCA1 ve BRCA2 genlerinin genetik olarak aktarilan (kalitsal mi1
desek?) mutasyonlar1 bulunmaktadir (3). Meme kanserinin heterojen yapisi, morfolojik
olarak farkli olmasindan ve kompleks molekiiler yapisindan kaynaklanmaktadir. Bu
ylizden klinik tedavide islevsel olan bir smniflandirma seklinin kullanilmasi zorunludur.
Gilintimiizde smiflandirma, histopatolojik ve molekiiler olmak iizere iki sekilde

kullanilmaktadir ve bu iki siniflandirma klinik ile beraber degerlendirilmektedir (4).
2.1.1. MEME KANSERININ HISTOPATOLOJIK SINIFLANDIRILMASI

Meme kanserinin histopatolojik siniflandirmasinin agiklanmasi i¢in ilk olarak normal
meme dokusunun anlasilmasi gerekmektedir. Meme anatomisi siit sentezinin gerceklestigi
ve alveoller yapidaki epitel hiicrelerden olusan duktal kanallar ve bu duktal kanallarinin
olusturdugu meme loblarindan olusmaktadir. Siit sentezini gerceklestiren epitel hiicrelerin
etrafini meme bag dokusunu olusturan fibroblastlar ve miyoepitelyal hiicreler ¢evreler (5).
Sekil 2.1°de gosterildigi gibi meme bezlerinde bulunan duktal epitelyum yapis1 iki farkli
hiicreden olusmaktadir. Bunlar; luminal hiicreler ve bazal benzeri (miyoepitelyal)
hiicrelerdir. Luminal hiicreler siit sentezini saglarlarken, miyoepitelyal hiicreler onlar1
cevrelerler. Meme kanseri her iki hiicre tipinden de kdken alabilir, siniflandirmasi ancak

hiicresel ve molekiiler 6zellikler gozetilerek yapilabilir (6-8).
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Sekil 2.1 Normal ve kanserli meme dokusunun anatomisi a) Normal meme dokusu yapist.
Her meme bezi yaklasik 15-20 lobdan ibarettir. b) Her duktal kanal siit {iretimini saglayan
epitel hiicreler ile ¢evrilidir. ¢) Bu diizenli yap1t meme kanseri sirasinda bozulmaktadir(8)

Buna gore histopatolojik siniflandirma; tiimoriin evresi (boyut, metastaz durumu, invaziv
olup olmamasi), derecesi ile birlikte koken aldigi dokuyu da kapsamaktadir. Boylece
meme kanseri temelde; meme dokusunun epitel katmanindan koken alan duktal karsinoma

ve lobular karsinoma olarak iki farkli histopatolojik sekilde goriilebilmektedir (9).
2.1.2. MEME KANSERININ MOLEKULER SINIFLANDIRMASI

Heterojen molekiiler yapiya sahip kompleks bir hastalik olan meme kanseri i¢in hem
molekiiler siniflandirma, hem de patolojik smiflandirma hastalarm tedavi siirecine karar
verme acisindan biiyliik 6nem tasimaktadir. Hormonlar ve biiyiime faktorleri, biyolojik
fonksiyonlarmi hiicre ylizeyindeki reseptorlere ve proteinlere baglanarak gosterebilirler.
Bu sayede meme kanseri gibi hastaliklar i¢in biyobelirte¢ ve/veya gelistirilecek terapiler
icin onemli hedefler haline gelmektedirler. Gen ifadesi calismalar1 ve bu ifadelerdeki
cesitliligin gruplandirilmast yolu ile giinlimiizde hastaligin tan1 ve tedavisinde kullanilan

molekiiler siniflandirma biiyiik 6lgtide olusturulmustur (10). Buna gore, ilk olarak meme



kanseri hastalarindan alinan tiimor 6rneklerinden gen ifade analizi ¢aligmalar1 yapilmistir.
Bu analizler ile farkli oranlarda ifade gosteren, ifade sekillerine gore alt gruplarda toplanan
genler elde edilmistir. Elde edilen gen gruplar1 ayn1 zamanda klinik seyir ve prognoz ile de
karsilastirilmis, baglantili sekilde farklilik gosterildikleri bulunmustur. Boylece meme
kanserinden elde edilen genler Sekil 2.2°de goriildiigii gibi; Luminal A, Luminal B, HER2
(ERBB2+) ifade eden, normal-benzeri ve bazal-benzeri (iigli-negatif: ER-, PR-, HER2-)

olmak tizere molekiiler alt tiplere ayrilmistir (10-12).
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Sekil 2.2. Gen ifadelerine gore tiimorlerin 5 ayr1 grup i¢inde toplandig1 gosteren

dendrogram (12)

Bu calisma ile elde edilen 6nemli bulgulardan biri; bazal tip tiimorlerin olusumunun
BRCA1 genindeki mutasyon ile biiyiik oranda baglantili oldugu, prognozu daha koti
seyreden bu tiimorlerde 6strojen (ER) reseptor ve ERBB2 (HER2) reseptor artisimin ve

ifadesinin gézlenmemesidir (10,12,13).

Yakin zamanda yapilan g¢alismalar ii¢ Oonemli reseptoriin meme kanseri prognozunun
degerlendirilmesinde klinik olarak katki sagladigini gostermis, meme kanserinin molekiiler
siniflandirmasinda kullanilabileceklerini kanitlamistir (12,13). Bu reseptorler; Ostrojen
(ER) reseptorii, progestron (PR) reseptorii ve ERBB2 (HER2) reseptoriidiir (14,15). Buna
gore Luminal A tlimorler; ER pozitif ve/veya PR pozitif ve HER2 negatiftir. Luminal B
timorler; ER pozitif ve/veya PR pozitif ve HER2 pozitifti. HER2 pozitif olarak
adlandirilan tiimorler ise; ER negatif, PR negatif ve HER2 pozitif olarak gozlenirler. Her
¢ reseptoriin de negatif (ER-, PR-, HER2-) oldugu tiimorler ise bazal benzeri olarak

goriilirler (15). Meme kanserinin prognozu agisindan bakildiginda ise hastalik sonrasi
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hayatta kalma oranm en yliksek oldugu alt tipin; Luminal, en disiik oldugu alt tiplerin;
Bazal alt tip ve HER2 pozitif alt tip oldugu goézlenmistir (14). Meme kanseri alt tiplerinin
reseptorler ile iliskisi Sekil 2.3.’de detayli olarak gosterilmistir.

{
|
Luminal A ' Luminal B HER2+ Bazal
HER2-, ER+, PR+ |. HER2+. ER+. PR+ HER2+ ER-, PR- HER2-, ER-, PR-
| \
k HER2+ ;
. ER+,PR+ -/ ER-, PR-
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Sekil 2.3. Meme kanserinin molekiiler alt tipleri

2.1.2.1. EGFR (ERBB) Reseptor Ailesi Uyeleri

Hiicre sinyal mekanizmalarinda meydana gelen degisimler; hiicre c¢ogalmasina,
bliylimesine, hiicre Oliimiiniin engellenmesine neden olarak timoér olusumunun
tetiklenmesini saglamaktadir. Bu sinyallerin pek ¢ogu “reseptor tirozin kinaz” adi verilen
ve hiicre zarmi boydan boya asan reseptor ailesi tarafindan kontrol edilir (16). Meme
kanseri gelisiminde 6nemli etkileri olan HER2 (ERBB2) hiicre yiizey reseptori bu ailenin
tyesidir. Reseptor ailesi meme kanseri gelisimi, tanisi ve tedavisinde 6nemli role sahip
transmembran proteinlerden olusmaktadr ve ERBB1 (HER1/EGFR), ERBB2
(HER2/HER2/neu), ERBB3 (HER3), ERBB4 (HER4) seklinde adlandirilirlar. Siklikla
etkinlik gosteren ligandlar ve reseptorlerin yapist Sekil 2.4.’te goriilmektedir (17). Noronal,
epitelyal, mezensimal olmak iizere pek ¢ok dokuda etkilidirler. Son zamanlarda yapilan
caligmalarla kanser gelisimindeki baglantilar1 ortaya cikartilmis, 6zellikle ERBB2 (HER2)
ve EGFR (HERI) reseptorlerinde meydana gelen degisimlerin pek ¢ok kanser tiiriinde
etkin oldugu, prognozun koétiillesmesine katki yaptigi ve invazyona neden oldugu

gozlenmistir (18,19).

ERBB reseptor ailesi tiyelerinin ERBB3 diginda, sitoplazmada bulunan kismi kinaz enzim
aktivitesine sahip durumdadir. Aktiviteleri normal sartlarda diizenli sekilde gozlenir. Hiicre
yiizeyindeki kisma baglanan ve aktivasyonu saglayan ligandin yoklugunda inaktif halde

bulunurlar. Ligandin baglanmasiyla beraber dimerizasyon gerceklesir ve sitoplazmada
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bulunan kinaz kismindaki tirozin rezidiilerinden fosforile olarak hiicre i¢inde sinyal
iletiminin tetiklenmesini saglarlar. Bdylece disaridan alman uyar1 hiicre iginde

degisikliklere (uyariya) neden olmus olur (16,18).

EGF
TGFo
AR
EPG

Current Opinion in Cell Biology

Sekil 2.4. ERBB reseptorleri ve ligandlari. ERBB ailesinin 4 iiyesi vardir; EGFR (1),
ERBB2 (2), ERBB3 (3), ve ERBB4 (4). Ligandlarin baglanmasini takiben reseptorler
yapisal degisiklige ugrar ve homodimer ya da heterodimer yapilar olustururlar (17)

2.1.2.2. EGFR (ERBB) Reseptorlerinin Yapisi ve Aktivasyonu

EGFR (ERBB) reseptor ailesine ait olan HER2’nin (ERBB2) asir1 ifade edilmesi (HER2+),
meme kanseri hastalarmin %20-%30’unda goriilen bir durumdur. HER2+ meme kanserinin
standart kemoterapiye diren¢ gelistirdigi, ¢ogunlukla metastaz gosterdigi bilinmektedir
(20). ERBB reseptorlerinin hiicre disinda bulunan bolgesi 4 adet farkli alandan (domain I-
IV) olusmustur. Her bir alanin reseptor etkinliginde dnemli rolii bulunmaktadir. II numarali
alanin aktivasyonu ile reseptor-reseptor dimerizasyonu miimkiin olmaktadir. II numarali

alan dimerizasyon alanidir. EGFR, ERBB3, ERBB4 reseptorlerinde bu alan, reseptor
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ligand ile baglanmadig: siirece kapalidir ve IV numarali alan ile kilitli sekildedir. Bu
yiizden ligand baglantis1 olmadig1 siirece bu reseptorler dimerizasyon olusturacak duruma
gecemezler, hiicre i¢i sinyal yolaklarini etkileyemezler. Ligand baglantisi ile 11 nolu alan
serbest hale gelir. Bu sayede diger reseptorler ile dimerizasyon gerceklesir ve hiicre
icerisinde sinyal yolaklarinin aktivasyonu saglanir. Dimerizasyon ayni reseptorlerin birbiri
ile birlesmesi seklinde; homodimerler halinde olabildigi gibi, farkli reseptorlerin bir araya
gelip heterodimer olusturmasiyla da gergeklesebilir (18,21). ERBB reseptor ailesinin
aktivasyonu Sekil 2.5’de anlatilmistir (18,21).

BEEE

ERBB2 U E

Sekil 2.5. ERBB reseptor ailesinin aktivasyonu. a) Ligand baglanmadigi siirece EGFR,
ERBB3 ve ERBB4 reseptorleri kapali bir form halinde bulunurlar. Bu durumda II numarali
alan ile IV alan birbiriyle kilitli sekildedir ve dimerizasyon, dolasiyla reseptorlerin sinyal
yolaklarini aktivasyonu gergeklesemez b) ERBB2 (HER2) reseptorii ise yapisi geregi
stirekli agik halde ve II numarali alan1 dimerizasyon olusturmaya uygun sekilde bulunur c)
Ligand baglandig1 zaman EGFR reseptoriiniin yapisal sekli degisir ve dimerizasyon kolu
olan II numarali alan serbest hale geger. Boylece diger reseptorler ile aktivasyon
gerceklesebilir (18,21)

a NRG b/\ | =

HER2 reseptoriiniin asir1 ifade edilmesi ile diger EGFR ailesi iiyelerinin aktivasyonu
gergeklesir ve hiicre igi sinyal yolaklar1 biiylik oranda aktive olur (22—24). HER2 reseptorii
dogrudan ligandlara baglanmaz. Monomer halinde bulundugunda etkisizdir. Bunun yerine
ligand ile baglanip aktive olmus diger EGFR reseptorleri ile bir araya gelerek, heterodimer
olusturarak etkinligini gosterir ve diger reseptorlerin dimerizasyon olusturmak icin ilk

tercihidir (24).
2.1.2.3. EGFR (ERBB) Reseptor Ailesi Sinyal Yolaklar:

EGF (epidermal biiytime faktorii) ailesine ait peptidler spesifik ERBB reseptorlerine
baglanirlar ve bu spesifiteye gore gruplara ayrilirlar. Ik grup; EGFR (epidermal biiyiime
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faktorii), TGF-alfa (transforming biiyiime faktorii) gibi sadece EGFR (ERBB1; HER1)
reseptoriine baglanan ligandlar1 igerir. Ikinci grupta; heparin-binding EGF (HB-EGF),
betacellulin (BTC) ve epiregulin (EPR) bulunur ve hem EGFR hem de ERBB4
reseptdrlerine baglanma gosterirler. Ugiincii grup neuregulinlerden olusur ve ERBB3 ya da

ERBB4 reseptorlerine baglanma kapasitelerine gore iki alt gruba ayrilirlar (18,25).

Ligand baglanmasinin ardindan, reseptoriin hiicre sitoplazmasina bakan kisminda bulunan
kinaz enzim alani aktive olur ve kuyruk kismimdaki tirozinlerin fosforilasyonu saglanir.
Fosforilasyon ile kuyruk kismiyla iligkili halde bulunan sinyal yolaklarinm aktivasyonu
gerceklesir. ERBB3 reseptorleri ise bu kinaz enzim alanina sahip degildirler. Bu yiizden
ancak baska bir reseptor ile heterodimer olusturduklarinda fosforilasyon ile aktive olma
sansin1 yakarlar. Bunun disinda yine ERBB2 ligandlar ile baglanmaz, onun yerine ifadesi
normalden fazla oldugundan diger reseptorler tarafindan heterodimerizasyon igin tercih
edilir ve bu sekilde sinyal yolaklarmni etkiler (17,18,25). Sekil 2.6’da goriildigii gibi
ERBB2 ve EGFR (ERBBL1) reseptorleri tiimor hiicrelerinde, normal hiicrelerde yaptiklari
gibi pek ¢ok benzer yolagi aktive etmis olurlar. Bunlar; MAPK, PI3K/Akt ve mTOR
yolaklar1 ile Src kinaz, STAT transkripsiyon faktorleridir. Temelde MAPK yolagi ile hiicre
proliferasyonunu saglarlarken, PI3K aktivasyonu ile hiicrenin hayatta kalmasimni ve anti-

apoptotik sinyalleri kontrol ederler (17,26).
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Sekil 2.6. HER2 aktivasyonu ve etkiledigi sinyal yolaklari. HER2 heterodimer olusturup
aktif hale gectikten sonra RAS ve MAPK yolaklar1 araciligiyla hiicre proliferasyonu,
metastazi, apoptozise direnci, angiogenezisi uyarir. EGFR, ERBB4 gibi reseptorler ise
PI3K araciligiyla etkinligini géstermeye devam etmektedir ve bu yolaklar arasinda iletisim

bulunur(26)

2.1.2.4. EGFR (ERBB) Reseptor Ailesinin Meme Kanserinde Rolii

Ozellikle ERBB1 (EGFR) ve ERBB2 (HER2), pek ¢ok kanser tiiriinde etkinligi olan ve
timor gelisimini saglayan reseptorler arasinda bulunmaktadir. Cesitli genetik degisiklikler,
ornegin; ERBB2 ifadesinin artis géstermesi ya da EGFR reseptoriiniin genetik yapisinda
degisikliklere neden olan delesyonlar, reseptorlerin birlikte fazla oranda ifade edilmesi gibi

durumlar olagandis1 aktivasyona neden olan baslica sebepler arasindadir (17,27).

Daha oOnce bahsedildigi gibi HER2 reseptoriiniin asir1 ifade edilmesi meme kanseri
hastalarimin %20-30’unda goriilen ve kotii klinik seyir ile iliskili olan bir durumdur. HER2
reseptorii yapisal formu nedeniyle diger EGFR ailesi reseptorleri tarafindan dimerizasyon
icin tercih edilmekte ve kolaylikla aktive olarak meme kanseri gelisimini olumsuz yonde
etkilemektedir (18,19,28). Bu durum 6zellikle EGFR reseptorlerinin birlikte ya da diger

reseptorler ile ifade edilmelerinin énemini gostermektedir. Ornegin; DiGiovanna ve



arkadaslarinin 2005 yilinda yaptig1 bir ¢alismada EGFR ifadesinin invazif meme kanseri
hastalarinda %15 oraninda goriildiigli, fakat EGFR pozitif tiimérlerin (%87) ¢ogunlugunun
ERBB2 reseptor ifadesine de sahip oldugu bulunmus, ayrica ERBB2 reseptdrlerinin kot
Klinik seyre katki yapan ve aktif form olan fosforile durumda bulundugu gézlenmistir. Bu
durum, her iki reseptor ifadesinin birlikte degerlendirmesinin gerekli oldugunu ve klinikte

dogru tedavi sekillerinin se¢ilmesinde dnemli ipucu verdigini gostermektedir (28,29).

Son calismalar ile EGFR (ERBBI) reseptoriiniin epitelyal mezensimal (EMT) hiicre
degisimine katki sagladigi bulunmustur. Bu degisim hiicrelerin morfolojik olarak epitelyal
formdan daha agresif seyreden mezensimal-fibroblastoid forma doniismesini igermektedir
ve diger dokulara tiimér invazyonu ile migrasyonunun gergeklesmesindeki en onemli
basamaklardan biridir. EGFR/ERBB2 heterodimerlerinin bu degisimi hizlandirdigi, meme
kanseri hiicrelerinde metastaz oranini artirdigi gézlenmistir. Yine EGFR, ERBB2 ve diger
reseptOrlerin etkiledigi sinyal yolaklar1 arasindaki ¢apraz iletisim kanserin invazif hale

doniismesine ve ilerlemesine katk1 yapmaktadir (30,31).

Yine daha Once yapilan ¢alismalarla, EGFR/ERBB2 heterodimerlerinin metastaz oranini
homodimerlere oranla daha fazla artirdigi ortaya konulmustur. Reseptorlerin aktivasyon
sonrasi olusturdugu homodimerler etkilerini gosterdikten sonra degradasyona ugrayip
ortamdan uzaklastirilirken, heterodimer yapilar tekrar hiicre yiizeyinde kullanima
sokulmakta ve bu durum kanser gelisiminin daha kararli sekilde ortaya ¢ikmasina katk1

saglamaktadir (32).

Ote yandan, EGFR reseptdriiniin asir1 ifade edilmesinin HER2 odakli tedavilere negatif
etki ettigi ve diren¢ gelisiminde rol oynadig1 da yapilan ¢alismalarla gosterilmistir. Buna
gore ER- negatif, ERBB2+ meme kanseri hiicrelerinde EGFR ifadesinin artigmin
saglanmasi trastuzumab direncine katki saglamistir (33). Son yillarda yapilan aragtirmalar
EGFR/ERBB2 aktivasyonun invazyon ve metastaza olan katkisina odaklanmaktadir.
Metastazin tetiklenmesi sirasinda bilinen sinyal yolaklari disinda decorin gibi baska
proteinlerin de etkinlik gosterdigi, bunlarin tedavide kullanilabilecek yeni biyobelirtecler
olabilecegi tartigilmaktadir (34). Sonug olarak, ERBB ailesi i¢inde 6zellikle EGFR ifadesi

artiginin meme kanseri prognozunda ve tedavinin etkinliginde onemli role sahip oldugu

10



gosterilmistir. Yine EGFR/ERBB2 heterodimerlerinin  HER2+ meme kanserlerinde

meydana gelen dimerizasyonlarin basinda geldigi anlasilmistir (35).

2.1.3. EGFR (ERBB) RESEPTOR ODAKLI TERAPILERIN MEME
KANSERINDE ONEMi

ERBB reseptorlerinin meme kanserinde fazla oranda ifade edilmesi, kanser tedavisi igin
onemli hedef adaylar1 haline gelmelerine yol agmustir. Temel olarak iki gesit EGFR
reseptor odakli tedavi sekli bulunur. Bunlar; reseptorlerin ekstraselliiler kismina baglanan
“antikor” terapiler ve hiicre ig¢indeki kinaz enzim alanlarina baglanan inhibitorler
araciligiyla gerceklestirilen “tirozin kinaz inhibitér (TKI)” terapisidir. Giiniimiizde
ERBB2+ meme kanseri hastalarinda tercih edilen baslica odakli terapi preparatlari;
Trastuzumab, Lapatinib, Pertuzumab olarak sayilabilir. Bu ilaglar, hastada kanserin seyrine
ve gorillen mutasyonlara, reseptor ifadelerine gore birbirleriyle ya da baska ilaglarla
kombinasyonlar seklinde kullanilabilmektedirler (36). EGFR (ERBB) reseptor ailesi odakli
terapilerin etkinlik gosterme yolu Sekil 2.7°de gosterilmistir (21).
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Sekil 2.7. EGFR reseptor odakli terapilerin etkinlik sekli. a) Trastuzumab ERBB2
reseptoriinde IV numarali alana baglanip reseptor-reseptor etkilesimini onleyerek etkinlik
gostermektedir. b) Pertuzumab gibi ajanlar ise baglanma i¢in dimerizasyon alanini seger. c¢)
Tirozin kinaz inhibitorleri hiicre iginde kinaz enzim aktivitesi gosteren bolgeye baglanarak
sinyal yolaklarinin etkinligini 6nlerler (21).
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Preklinik modellerde, timor hiicrelerinin ERBB reseptor odakli TKI ve antikorlarla
tedavisi sirasinda PI3K—AKT, MAPK, SRC ve STAT gibi 6nemli sinyal yolaklarinin
susturuldugu goézlenmistir. Yine hastalardan alinan dokulardan yapilan ¢alismalar, ERBB
reseptorlerinin  fosforilasyonun durdurulmasmin hiicre 6liim oraninin artigma neden
oldugunu gostermektedir. Tedavi edilen hastalarda yapilan g¢alismalar da bu durumu
dogrulamaktadir. Yine de gdzden kagirilmamasi gereken en 6nemli nokta, EGFR (ERBBL1)
ve ERBB2 reseptorlerinin normal hiicre gelisimi i¢in de onemli oldugu ve tamamen
islevsiz birakilmasinin sorunlara neden olabilecegidir. Bu yiizden sadece kanser etkenlerini
hedef alan yeni odakli terapilerin gelistirilmesi ve mevcut olanlarin daha iyi etki saglamasi
icin yapilan ¢aligmalar 6nemini korumaktadir. Yine, kanserlesme siirecinde hiicreler pek
cok farkli yolla metastatik tiimor hiicreleri olma 6zelligini kazandiklar1 i¢in, tek bir tedavi
sekliyle bu hiicreleri 6ldiirmek miimkiin degildir. Ornegin; trastuzumab ile yapilan meme
kanseri tedavilerinde pek c¢ok hastada direng gelisimi gozlenmekte ya da %100 cevap
almamamaktadir. Bunun nedeni, ERBB2 reseptoriiniin tek basma kanser gelisiminden
sorumlu olmamasi ve diger sinyal yolaklari ile iletisim halinde bulunmasidir (17,18). Ayni
diren¢ durumuna, EGFR (ERBBI) reseptoriinde mutasyon gozlenen ve kinaz inhibitorleri
aracilifiyla tedavilerin tercih edildigi kanserlerde de rastlanmistir. Artan calismalar
direncin, hiicre i¢i sinyal yolaklarimi aktive eden alternatif mekanizmalarin varhigir ve
ERBB ailesi digindaki diger reseptorlerin etkinligi nedeniyle olabilecegini gostermektedir
(17). Bu yiizden reseptorler arasi iletisimin daha iyi ag¢iklanmasi ve yeni hedef molekiiller

ortaya ¢ikarilmasi dnemli bir konu olmaya devam etmektedir.
2.1.3.1. Trastuzumab Etki Mekanizmasi

Insan monoklonal antikoru olan trastuzumab (Herceptin), ERBB2 odakl terapiler igin
gelistirilen ilk ajandir. ERBB2+ (HER2+) metastatik meme kanserine sahip hastalarda
etkinligi olduk¢a 6nemli olan ve 6zellikle kanserin ilk evresinde, erken donemde, ya da
operasyon Oncesi neoadjuvantlar ile birlikte kullanilan, klinikte yaygin kullanima sahip en
glivenilir ilaglardan biridir (37). Meme kanseri hastalarinda trastuzumabin olumlu etkisine
dair iki farkli yaklasim vardir. Bunlardan ilki reseptdr etkilesiminin engellenmesi
nedeniyle hiicre i¢i sinyal yolaklarmin durdurulmas: ve hiicre ¢cogalmasimi sonlandirmas;
digeri ise antikor olmasi nedeniyle immun sistemi uyararak immiin faktorler aracilifiyla

hiicre 6liimiinii tetikleyen olumlu bir etki yaratmasidir (38).
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Trastuzumabin bahsedilen ilk etkisini gostermek icin PI3K ve MAPK yolaklarini
durdurarak p27 ifadesini arttirdigi ve hiicre ¢ogalmasmi engelledigi gozlenmistir (39).
Yine yapilan in vivo g¢aligmalar, dogal 6liim (natural killer) hiicrelerinin etkinligi i¢in
onemli olan Fc¢ reseptorleri ile ilacin baglanmasi sonucu antikor-bagmmli-sitotoksisite

(ADCC)’yi uyardigini vurgulamaktadir (40).

Bununla birlikte tedavi goren hastalarda olumlu etkiler gézlenmesine ragmen, hastalarin
cogunda tedavinin ilk yili ardindan ilaca karsi direng gelistigi bilinmektedir. Bunun i¢in
trastuzumab tedavisinin molekiiler mekanizmalarinin daha iyi agiga ¢ikartilmast HER2+
hastalarin tedavisi i¢in 6nemini korumakta ve tedaviye Onemli bir katki saglayacagi
diistiniilmektedir (41,42). Direng gelisimi ve ilacin etkisiz kalmasina neden olan 6énemli
etkenlerden biri; ERBB2 reseptorlerinin heterodimer olusturarak etkinlik gostermesidir.
Otokrin EGFR aktivasyonu olan hiicrelerin ¢ogalmasinin durdurulamamasinin yam sira,
trastuzumab dimerizasyon alanma baglanamadigi icin de etkisiz kalabilmektedir. Sekil
2.8’de belirtildigi gibi diger reseptorlerin etkinligi, PI3K yolaginin etkinligini kontrol eden
ve AKT aktivitesini durduran hiicre i¢i sinyal yolagi proteini PTEN mutasyonu, ilaca kars1
gelisen direncin 6nemli sebepleri arasindadir (17,18). Buna ragmen, direng mekanizmasi

biitliniiyle agiklanamamaistir ve iizerine ¢alismasi gereken bir diger 6nemli konudur.

Reseptrdela mutasvondan
LA dolayt baglamamayan sntikor
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(o27) [ Cl :v:}\
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Sekil 2.8. EGFR odakl1 terapilerin etkinlik gosterme sekilleri ve ilaca kars1 direng gelisme
yollart. IGF1R (Insulin biiylime faktorii 1 reseptorii) gibi baska reseptorlerin etkinligi,
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EGFR mutasyonu sonucu ilacin baglanamamasi, PTEN etkinliginin ortadan kalkmasi
sonucu PI3K-AKT aktivitesinin durdurulamamasi gibi kosullarin bir ya da birkaginin
goriilmesi hiicre gogalmasini artiran baslica sebeplerdendir (18).

Yapilan son ¢aligmalar, 6zellikle IGFR, PDGFR gibi diger hiicre yiizeyi reseptorlerinin
tratuzumaba kars1 direng gelisimindeki etkinligi iizerinde durmaktadwr. Farkli sinyal
yolaklar1 arasindaki iletisim daha iyi anlasilmaya calisilmakta ve meme kanserinin
heterojen yapisindan kaynakli degisiklikle gz Oniine alinarak ila¢ direnci mekanizmasini

zayiflatacak yeni molekiiler hedefler tanimlanmaktadir (43).
2.1.3.2. Lapatinib Etki Mekanizmasi

Tirozin kinaz inhibitorii olan ilaglar EGFR reseptoriiniin kinaz alanina baglanir ve hiicre
icerisine gegerek etkinlik gosterirler. Diger kinaz enzimlerini de etkileyebildikleri i¢in yan
etkileri mevcut olmakla birlikte, kinaz inhibitorleri sadece EGFR reseptoriine baglananlar
ve dual olarak EGFR-HER2 reseptorlerine baglanip etki gosterenler olarak ikiye ayrilirlar
(31). Ornegin; ZD1839/gefitinib (Iressa) sadece EGFR reseptoriiniin kinaz kismma
baglanirken, lapatinib (Tyverb) bir dual inhibitordiir ve EGFR ile HER2 reseptorlerine
birlikte etkir (44).

Lapatinib, HER2+ metastatik meme kanseri hastalarinda, diger kematerapotiklerin ise
yaramadig1 durumlarda, Capecitabine ile birlikte kullanilmasi i¢in onaylanmistir. Yine
menapoz sonrasi hastalarda HER2+ olma durumu ve hormon terapisi gerektiren hallerde
onerilebilmektedir. Trastuzumab tedavisi almis ama ilerleme kaydedememis, ozellikle
beyin gibi organlara metastazlar goriilen hastalarda da klinik faz ¢alismalarda iyi sonuglar
almmis bir ilagtir. Siirdiiriilen ¢aligmalar lapatinibin hem trastuzumaba duyarli hem de
direngli hiicrelerde IGFR sinyal yolaklara etki gosterebildigini ve farkl sinyal yolaklar1
arasidaki ¢apraz iletisimi durdurdugunu gostermistir (44,45). Lapatinib etkisi hem EGFR
hem de ERBB2 reseptorleri iizerinden olabilmekle beraber, 6zellikle ERBB2 ifadesinin
arttigl durumlarda etkinligi daha fazladir. Sekil 2.9°da anlatildig1 gibi ilagla muamele
sonrasi hiicrelerde ERBB2 ve EGFR sinyal yolaklarinin 6nemli iiyesi olan ERK, AKT,
RAF gibi proteinlerin ifadelerinde azalma tespit edilmistir (46). Hiicre kiiltiiriinde yapilan
bir bagka ¢aligma ile lapatinib uygulamasi ardindan gen ifade degisiklikleri arastirilmis ve

ilag etkinliginde FOXOA3 bagimli mekanizmanin kilit olabilecegi anlagilmistir (47). Yeni
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bir caligma ise, HER2+ hiicrelerde lapatinib uygulamasinin ilk olarak otofajiyi
tetikledigini, daha sonra meme kanseri hiicrelerinin hiicre 6limiin mekanizmasinin

gelismesine neden oldugunu géstermistir (48).
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Sekil 2.9. Lapatinib etki mekanizmasi. EGFR ve ERBB2 kinaz alanlarina baglanan
lapatinib, 6zellikle AKT sinyal yolagmin islevini durdurmaktadir.

2.2.  MIKRORNA’LAR VE KANSER
2.2.1. MIKRORNA’LARIN KESFi

mRNA’nin translasyonu ve islenmesi sirasinda gerekli oldugu bilinen pek ¢ok
“kodlanmamis RNA (non-coding RNA)” varligi bilinmektedir. 1993 yilinda bazi hayvan
hiicrelerinin, bilinenler disinda kiiciik RNA’lar {iretme yeteneginde olduklar1 kesfedilmis
ve bu yapilar mikroRNA (miRNA) olarak belirtilmistir (49,50). Olgun miRNA’lar;
ortalama 20 niikleotid uzunluga sahip, kodlanmamis RNA (non-coding RNA)
ozelligindedir; yani proteine ¢evrilme sanslari yoktur ve tek zincirli yapidadirlar. Gen
ekspresyonunu hedef mRNA’nin genellikle translasyona ugramayan 3’UTR kismina veya
nadir olsa da 5° UTR bolgesine baglanarak degistirirler ve post-transkripsiyonel gen
regiilasyonuna neden olurlar. Bu durum sonug¢ olarak mRNA translasyonunun inhibe

edilmesine veya mRNA’nin degradasyonuna yol agar (51). Victor Ambros ve meslektaslari
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(1993), Caenorhabditis elegans adli nematod ile yaptiklari ¢aligmalar sirasinda, lin-4 ismi
verilen ve nematodun larval gelisiminin zamanlamasinda Oneme sahip bir geni
kesfetmislerdir. Bu genin protein kodlamak yerine, bir ¢ift kiicik RNA molekiiliinii
kodlamakta oldugunun bulmuslar, bu sayede miRNA’larin kesfedilmesini saglamislardir
(49,52). lin-4 geni ile iliskili RNA’nin kesfinden 7 yil sonra gelinen noktada,
nematodlarda baska “kodlanmayan RNA’lar” bulunmazken, nematodlar digindaki
canlilarda da lin-4 benzeri RNA orneklerine rastlanmamistir. Bu durum let-7 geninin
kesfedilmesiyle degismistir. let-7 de yaklasik 22 niikleotidlik bir RNA kodlamakta ve bu
RNA, tipk1 lin-4’de oldugu gibi, nematodun ge¢ larval evreden yetiskin hale gegcmesinde,
yani gelisimin zamansal kontroliinde etkili olmaktadrr (52). Daha sonra yapilan
calismalarda lin-4 geninin aksine let-7 genin evrimsel olarak, sinekten insana kadar uzanan
farkli tiirler arasinda korundugu anlasilmis ve miRNA’larin diger organizmalarda da
onemli olabilecegine dair ilk bulgular elde edilmistir. Ornegin insanlarda, iclerinde beyin,
timiis, bobrek, akciger, karaciger, dalak gibi organlarin da oldugu pek ¢ok dokuda farkli
ifade diizeylerinde tespit edilmistir (51).

2.2.2. MIKRORNA’LARIN ADLANDIRILMASI

mikroRNA sekanslarini isimlendirmek ve ayni zamanda ulasilabilirligi olan bir veri tabani
olusturmak amaciyla “miRBASE” sekans veri tabami olusturulmustur. Isimlendirme
sirasinda karmasa olmasini engellemek ve veritabanini etkili kilmak amaciyla sadece kesfi
kanitlanmig ve kesif yontemleri anlatilarak bir makale ile yaymlanmis mikroRNA’lar
kaydedilmektedir. Buna gore sistem, yeni kesfedilmis miRNA’larin deneysel olarak
klonlanmasin1 veya ifade ve islevlerinin kanitlanmasi gerektirir. Giiniimiizde miRBASE
veri tabaninda tanimli toplam 2588 olgun insan miRNA sekansi bulunmaktadir.
mikroRNA isimleri ti¢-dort harflik kisaltmalardan ve rakamlardan olusur. miRNA'’lar
isimlendirilirken tiir ad1 en basta yer alirken, olgun miRNA’lar “miR” seklinde ifade edilir,
prekiirsor miRNA’lar “mir” olarak kisaltilir (6rnegin; hsa-miR-12 ve hsa-mir-12).
Sekansinda sadece bir-iki niikleotid farki bulunan paralog olgun miRNA’lar harfler ile
birbirinden ayrilmigtir (6rnegin; hsa-miR-12a ve hsa-miR-12b). Yine birbirine es
sekanslara sahip ama genomun farkli bolgelerinden ifade edilen miRNA’lar ek rakamlarla
birbirlerinden ayrilirlar (6rnegin; hsa-miR-101-1 ve hsa-miR-101-2). miRNA’lara ait
kollar “3p” ve “Sp” seklinde isimlendirilebilmektedir (53).
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2.2.3. MEMELILERDE MiKRORNA BiYOGENEZI VE FONKSiYONU

Memelilerde mikroRNA’lar RNA polimeraz Il enzimi araciligiyla genom tiizerinden ifade
edilir ve ilk olarak birden fazla “sa¢ tokasi” yapist iceren pri-miRNA’lar seklinde
sentezlenir. Bu yapilar 5” u¢larinda “cap” bir diger ifadeyle “sapka” ve 3’ uglarinda poly-A
(poliadenilasyon A) kuyrugu igerirler, ¢ogunlukla tek bir tanesinden birden fazla olgun
mikroRNA olusturulur (54). Cekirdekte ifade edilen pri-miRNA kesilip, diizenlenerek
yaklagik 70 niikleotid uzunlugunda olan ve sag¢ tokasi yapist igeren prekiirsor ozellikteki
pre-miRNA haline doniistiiriiliir (54,55). Yine ¢ekirdek igerisinde gergeklesen bu kesme
islemi, riboniikleaz 111 (RNAse I11) 6zelligindeki Drosha enziminin sorumlulugunda devam
ettirilir. Memelilerde miRNA biyogenezinin asamalar1 Sekil 2.10°da detayli olarak

gosterilmistir (56).
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Sekil 2.10. Memelilerde miRNA biyogenezinin transkripsiyon asamasi ve farkli yollar1. a
seklinde; miRNA transkripsiyonun ekzonik miRNA i¢in alisagelmis yolu ac¢iklanmistir. b
seklinde; intronik miRNA igin splicing asamas1 ve Drosha ile kesim igleminden olusan
alisagelmis yol goriiliirken, c¢ seklinde ise; intronik miRNA’nin bazen oldugu haliyle
Drosha kesim islemine ugramadan splicing sonrasi dallanarak veya dogrudan olgun
miRNA’y1 olusturmasi gosterilmektedir (56).

Son zamanda yapilan ¢caligmalar Drosha ve Dicer gibi enzimlerin miRNA biyogenezindeki

rolii ile ilgili yeni bilgileri ortaya ¢ikartmistir. Ornegin; hsa-miR-451 Dicer enziminden

bagimsiz olarak ifade edilmektedir. Minju Ha ve V. Narry Kim (2014) yayimladiklar1 son

derlemede en az 4 farkl yolla miRNA biyogenezinin gerceklesebildigini ve biyogenezde

18




gorevli enzimlerin etkisinin pek ¢ok baska protein tarafindan diizenlenebildigini

aktarmaktadir (57,58).
2.2.3.1. mikroRNA’nin Sitoplazmada Gegirdigi islemler

Sitoplazmada RNAse Il (riboniikleaz III) 6zelligindeki bir baska enzim olan Dicer
mMIRNA biyogenezi igin gorevi devralir. pre-miRNA’lar kesilerek kisa miRNA
dublekslerine cevrilirler (55). Daha sonra miRNA dupleks yapisi ikiye ayrilir ve
zincirlerden bir tanesi olgun miRNA olarak Argonaute (AGO) proteinine tutunur. Bu
protein “RNA tarafindan indiiklenen kompleks” (RISC ya da miRISC) igerisinde yer alir
ve miRNA’ya rehberlik ederek hedef mRNA’nin 3’'UTR kismina tutunmasinda rol oynar
(54). Memelilerde yapitlan ~ miRNA calismalari, miRNA’larin  mRNA
degradasyonu/represyonu ya da protein trasnlasyonunun onlenmesi seklinde iki farkli
etkisi oldugunu gostermistir. Ozellikle mRNA’lar iizerindeki etkinin ortaya c¢ikabilmesi
icin miIRNA:mRNA arasmdaki tam baz ¢ifti uyumunun 6nemi gozlenmistir. Daha 6nce
bahsedildigi gibi miRNA’lar rehber proteinler araciligiyla tasmirlar. Bu proteinler miRNA
etkisinin ortaya ¢ikmasi i¢in gerekebilecek GW182 gibi sitoplazma P-cisimciklerinin
ortama ¢agrilmasinda da etkilidirler. Hiicre icerisinde miRNA etkinligini agiklayan

modeller Sekil 2.11°de gosterilmistir(59).

Sekil 2.11 miRNA etkinligini anlatan modeller. Iki basamakli modelde ilk olarak
mRNA’nin baslik kismi uzaklastirilirken, tek basamaklt modelde poliribozomlar ¢oziiliir
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ve kompleks direkt P-cisimciklerine alinir. miRISC kompleksleri, mRNA 3’UTR kismina
yerlestikten sonra direkt poliribozomlarin dagilmasin1 saglayarak (translasyon ilk
basamaginin durdurullmasi) ya da P-cisimcigi enzimleri ile mRNA’nin sapka ve
poliadenilasyon kuyrugunun ortadan kaldirilmasi ardindan translasyonu durdurarak etki
gosterebilirler(59).1fadesi durdurulan miRNA:mRNA kompleksi p-cisimcilikleri igerisinde
saklanir. Burada ifade gegici olarak baskilanir ya da tamamen durdurulur(59).

Yapilan son ¢aligmalar sitoplazmada ¢ember seklinde kiigiik RNA’larin da bulundugunu,
bunlarim miRNA ifadesini baskilayabilecegini ve mRNA’ya baglanmasini dnleyebilecegini
gostermektedir. Bu yiizden miRNA fonksiyonun diisiindiigiimiizden daha karmasik oldugu

g6z Oniine alinmalidir (60).
2.2.4. MIKRORNA VE KANSER ILiSKIiSi

mikroRNA’larin kanser gelisimi ile iligkili olabilecegi fikri, miRNA gen ailelerinin
genomun daha hassas ve hasar almaya miisait, genellikle kanser ile iligkili olan genlerin
kodlandig1 bolgelerinde yer almalarinin kesfedilmesine dayanmaktadir (61,62). Kanser
olusumu sirasmda mikroRNA katkisma dair ilk bulgular “kronik lenfosittik 16kemi” (CLL)
iizerine yapilan calismalar ile ortaya c¢ikmistir. Bu hastalifa neden olan genler
kromozomun siklikla delesyona ugrayan kritik bir noktasinda bulunmaktadir. Caligsmalar
burada polisistronik bir mikroRNA grubunun bulundugunu ve bunlarin hsa-mir-15a ve
hsa-mir-16-1 olduklarini ortaya koymustur. Daha sonra ilerleyen yillarda pek ¢ok kanser
tiirlinde mikroRNA ifadesinin gorildiigii fark edilmis, bu ifadeden yararlanarak tiimor
smiflandirmasi, tiimor ile normal dokunun ayrimi ve hastaligin hangi asamada oldugunu

tespit amaciyla ¢alismalar baslatilmistir (62).
2.2.4.1. Tiimor Siipresor ve Onkogen Olarak mikroRNA’lar

mikroRNA’lar tipkr protein kodlayan genler gibi tiimdr baskilayic1 6zellik tasiyabilirler.
Fonksiyon kayiplar1 hiicre ¢ogalmasinda artisa ve kanser gelisimine neden olabilmektedir.
Bu fonksiyon kaybi genomik degisikler, delesyonlar, mutasyonlar veya MIiRNA
biyogenezindeki herhangi bir sorun nedeniyle meydana gelebilmektedir(63). Buna en iyi
orneklerden biri; hsa-miR-15a ve hsa-miR-16-1 gen ailesinin bulundugu kromozom
bolgesinin delesyonu ile meydana gelen kronik lenfositik 16Semi hastaligidir. Farelerde
yapilan ¢aligmalar, hsa-miR-16-1 gen bolgesinde olugsan nokta mutasyonunun bu hastaligin

gelisiminde etkili oldugunu ortaya koymustur. Bu gen ailesinin tiimor siipresor etkinligi,
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kronik lenfosittik 16semi hastalarinda oldukca fazla ifade edilen BCL-2 anti apoptotik
hedef geninin kesfi ile ortaya gikarilmistir(63).

[1k kesfedilen onkogen miRNA’lardan biri olan miR-155"in c-myc ile birlikte onkogen etki
gosterdigi ve Hodgkin Lenfoma, Burkitt Lenfoma gibi hastalikalrda yiiksek oranda ifade
edildigi bilinmektedir (63). Yine hsa-miR-21 geni ile yapilan ¢aligmalar bu genin de
onkogen 06zellik gosterdigini ve dnemli hemotolojik kanserler ile solid tiimorlerde yiiksek
oranda ifade edildigini ortaya koymustur. hsa-miR-21 glioblastomada hiicre oSliimiini
durduran, baskilayan bir etkendir. Yine ayni genin meme kanseri hiicre hatlarinda ve
glioblastoma karaciger hiicre hatlarinda oligoniikleotid antisense yapilar kullanilarak
susturulmasi, hiicre biiylimesini, c¢ogalmasini durdurmakta ve programlanmis hiicre

Oliimiinii baglatmaktadir (63,64).
2.2.4.2. Meme Kanseri ve mikroRNA (iliskisi

miRNA’larin meme kanserinin Ostrojen ve progesteron reseptor ifade seviyesi, timor
evresi, invazyon ve ¢ogalma indeksi gibi klinik 6zellikleri ile yakin iligki icerisinde oldugu
cesitli calismalarla gosterilmistir (65-68). Meme kanseri konusunda yapilan miRNA ifade
calismalari, miRNA’larin meme kanserini smiflandirmada ve hastaligim gidisatini
belirlemede 6nemli bir yere sahip oldugunu, tiimér dokusunu normal dokudan ayiran
miRNA’larin varligini, meme kanseri gelisimine katki saglayan, tiimor hiicrelerinin
metastaz oranmi etkileyen 6zelliklerinin de bulundugunu vurgulamistir. Ornegin; iiglii
negatif ( ER-, PR- HER2- ) meme kanseri hasta dokularindan yapilan ¢alismalarla miRNA
ifade profilinin kanserli hastalarda degisiklik gosterdigi, hayatta kalma orani hakkinda
ipucu verdigi gozlenmistir. Yiiksek islem hacimli profilleme ydntemleri kullanilan bu
calismalarda hedef mRNA’lar belirlenmis, ifade durumlarmin miRNA’lar ile uyumlu
sekilde oldugu anlagilmistir (69). Yine miR-155’in meme kanserindeki etkisini anlamak
icin hayvan modellerinde yapilan c¢alismalar, bu miRNA’nin asir1 ifadesinin timor
gelisimine katki sagladigini gostermektedir (70). Yani miRNA’lar, hem biyobelirteg
olarak, hem de tiimor gelisimine katki yapan etkenler olarak meme kanseri i¢in ¢ok

Onemlidir.
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2.2.4.3. EGFR (ERBB) Reseptor Etkinliginde mikroRNA’larin Rolii

Son birkag¢ yildir yapilan ¢aligmalarda, pek ¢ok kanser tiiriinde etkili olan ve asir1 ifadesi
gozlenen EGFR reseptor ailesinin miRNA’larla olan iligkisine, aralarindaki molekiiler
mekanizmaya odaklanmilmaya baslanmustir.  Ornegin; {icli negatif meme kanseri
hiicrelerinde yapilan ¢alismayla, MIRNA (hsa-miR-24) araciligiyla EGFR (HERI)
reseptoriiniin aktivasyonunun gergeklesebildigi, miRNA’nim iki fosfataz enzimini (PTPN9
ve PTPRF) hedef alarak susturdugu ve bu sayede tiimor gelisimi, hiicre ¢ogalmasi ile hiicre
gociine katki sagladigi ilk kez belirtilmistir (71). Yine yapilan bir bagka ¢alisma ile HER2
reseptOriiniin de mikroRNA’lar tarafindan hedef olarak secilebildigi ortaya c¢ikarimistir.
Bu ¢alisma ile hsa-miR-199b-5p’nin HER2 geninin 3°’UTR bolgesine baglanarak ifadesini
etkiledigi ve ERK1/2 ya da AKT gibi sinyal yolaklarinin ifadesine de etki ettigi
gosterilmistir. Boylece miR-199b-5p’in HER2+ hiicre kiiltiirlerinde agresif meme kanseri
ifadesiyle iliskili olabilecegi vurgulanmistir (72). miRNA etkisi daha 6nce bahsedilen
sekilde direkt olabildigi gibi, ligandlarin ifade degisikligi ile de ortaya ¢ikabilmektedir.
Prostat kanseri hiicrelerinde yapilan ve prostat kanseri hastalarindan aliman 6rneklerle
dogrulanan bir ¢alisma hsa-miR-203’lin prostat kanseri metastazinda EGFR etkinligini
degistirerck etki saglayabilecegini ortaya koymustur(73). Yine de EGFR resseptor ailesinin
etkin oldugu kanserlerde mikroRNA’larin rolii tamamen giin 1s1gmna ¢ikarilmamistir ve

yeni ¢alismalarin bu duruma katki saglanmasi beklenmektedir.
2.2.4.4. mikroRNA’larin Terapotik Etkileri
2.2.4.4.1. EGFR (ERBB) Odakh Terapilerde mikroRNA’lar

Daha 6nce de bahsedildigi gibi EGFR (ERBB) reseptor ailesinin ifadesi miRNA etkinligi
sonucu degisebilmektedir. ERBB odakli terapilerin miRNA ifadesi ile etkinliginin artip
azalabilecegi birka¢ calismada ozellikle vurgulanmistir. Ornegin; HER2+ hiicrelerde
yapilan bir ¢aligmada trastuzumab muamelesi sonras1t miRNA ifade profillerinde degisiklik
oldugu gozlenmis ve hsa-miR-194’iin ifadesinin artmasi sonucu hiicre go¢iini,
invazyonunun durdugu gézlenmistir (74). Trastuzumab’a duyarli meme kanseri hiicreleri
ile yapilan bir bagka ¢alismada ise hsa-miR-26a ve hsa-miR-30b’nin ifadelerinin

trastuzumab ile diizenlendigi vurgulanmis ve ifade artist i¢in bu iki miRNA ile
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transfeksiyon yapildiginda hiicre ¢ogalmasimnin geriledigi gézlenmistir (75). Yine baska bir
calisma ile meme kanseri hastalarmda tedavi sonrasi ve Oncesi hsa-miR-21, hsa-miR-373
ve hsa-miR-210 serum diizeylerine bakilmistir ve kemoterapi sonrasi yogunluklarinin
artig1 tespit edilmistir. hsa-miR-373 serum artis1 ile tiimérlerin klinik diizeyi arasinda

baglant1 oldugu anlagilmistir (76).

Lapatinib ile yapilan ¢aligmalar da lapatinib uygulamasi sonucu miRNA profillemesinin
degistigini gdstermektedir. Ornegin; trichostatin ve lapatinib uygulamasi gerceklestirilen
hiicrelerle yapilan c¢aligmalar, trichostatin araciligiyla ifadesi tetiklenen hsa-miR-7’nin
EGFR (ERBB1) ifadesini azalttigini gostermistir (77). Yapilan son bir ¢alismada, all-trans
retinoik asit bilesikleri ile lapatinibin beraber uygulandigi HER2+ hiicrelerde yine miRNA
profillerinin degistigi gozlenmistir. Hedef oldugu tahmin edilen transkriptlerle birlikte
miRNA’lar modiiller seklinde baglant1 yapilarak bir araya getirilmis ve 4 farkli modiiliin
basta pro-onkojenik ve anti-onkojenik olmak {izere potansiyel rolleri oldugu tespit
edilmistir. 2. modiildeki miRNA’larin (hsa-miR-125a, hsa-miR-210, hsa-miR-193) ifade

artisinin SKBR3 hiicrelerinde motilite ve hiicre bliylimesini artirdigi gézlenmistir (78).
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3. GEREKCE VE AMAC

Meme kanseri konusunda yapilan miRNA ifade ¢aligmalari, miRNA’larin meme kanserini
smiflandirmasinda ve hastaligin gidisatin1 belirlemede 6nemli bir yere sahip oldugunu,
tiimor dokusunu normal dokudan ayiran miRNA’larin varligini, meme kanseri gelisimine
katki saglayan, tiimor hiicrelerinin metastaz oranini etkileyen Ozellikte miRNA’larin

bulundugunu gostermistir.

Ozellikle son birka¢ y1lda miRNA uygulamalarinda elde edilen gelismelere paralel olarak,
miRNA etkinliginin kanser tedavisindeki yerine odaklanilmaya baslanmistir. miIRNA
alanindaki gelisen ve derinlesen calismalar miRNA klonlamasi, kantitatif PZR ve
mikrodizin gibi yontemleri kullanarak meme kanseri arastirmalari i¢in yeni veriler
cikartmaya devam etmekte ve hastaliin olusumu ve gelisimi ile ilgili soru isaretlerine
cevap aramaya devam etmektedir. Ancak meme kanseri tedavisinde duyarli olan
miRNA’larin saptanmasina, EGFR reseptor ailesi odakli terapilerde etkin miRNA’larm ve
onlara iligkin molekiiler mekanizmanin belirlenmesine yonelik c¢ok az c¢alisma
bulunmaktadir. Terapi sirasinda miRNA etkinligine odaklanan c¢aligmalarin ¢ogunlugu,
miRNA’larin tek basina hiicreler lizerindeki etkisine odaklanmakta ve hedef gen profili ya

da tedavi sirasinda miRNA ’lar arasindaki iletisim ile ilgili bilgi sunmamaktadir.

Bu tez ¢alismasiyla temel olarak miRNA aracili gen ifadesi diizenlenmesinin ayrintili
olarak aydmlatilmas1 hedeflenmistir. Tedavilere cevap veren mikroRNA’larin varligina
odaklanilmis, tedavi siirecinde rol alabilecek alternatif hedef molekiiller olarak
kullanimlar1 ve kanser gelisiminde rol sahibi yolaklar iistiinde etkileri arastirilmistir. Tezde
kullanilmig olan AGO2-1P yontemi ilk olarak 2006 yilinda Kenee ve arkadaslar1 tarafindan
gelistirilmistir(79). miIRNA ve RBP gibi mRNA ifadesi diizenlenmesinde etkin olan
yapilarin hedef mRNA profilinin (targetom) belirlenmesinde yiiksek islem kapasitesi
saglamaktadir. Her ne kadar hedef tahmininde kullanilan bilgisayar tabanli yontemler
(PicTar, Miranda, TargetScan vs.) bulunsa da hata paylart mevcuttur. AGO2-IP yontemi
hedef ile ilgili biyokimyasal ve fiziksel iliskiyi cok daha giivenilir sekilde ortaya

koymaktadir. Buna gore tez ¢aligmasinda amaclananlar;
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1. HER2+ meme kanseri hiicrelerinde (SKBR3, BT474) trastuzumaba ve lapatinibe
duyarli miRNA profilinin mikrodizin analizi ile belirlenmesi

2. Tedaviye cevap veren miRNA’larin meme kanseri hiicre kiiltiiriinde fonksiyonel
karakterizasyonun gergeklestirilmesi

3. AGO2-IP metodu kullanilarak ilgili miRNA’larin hedef gen profilinin bulunmasi

4. miRNA-miRNA networkleri araciligiyla ila¢ tedavisinde etkinlik gosteren miRNA

aracilt molekiiler mekanizmalarin detayli aragtirilmasidir.

Bu amaglar dogrultusunda ilaglarmm molekiiler etki mekanizmalarinin miRNA’lar
tarafindan diizenlenme sekli ve i¢inde bulunduklari etkilesim daha iyi anlasilmaya

calisilmastir.
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4. MATERYAL VE YONTEM
4.1. MATERYAL
4.1.1. HUCRE KULTURU

Calismada kullanilan meme kanseri hiicre hatlar1 EGFR (HER1+) ve ERBB2 reseptorii
(HER2+) statiilerinin pozitif ve lapatinib ile trastuzumab ila¢ uygulamalarina duyarh
olduklar1 bilinen meme kanseri hatlarindan seg¢ilmistir (80). Hiicreler “Amerikan Hiicre
Kiiltiirti Bankas’ndan (ATCC)” almmustir. Her gruptan iki farkli hiicre ile ¢aligilmis ve
ilag uygulamalar1 her iki hiicre grubu icin de gerceklestirilmistir. Hiicre hatlar1 Cizelge

4.1°de belirtilmistir.

Cizelge 4.1 Meme kanseri hiicre hatlari, reseptor ifadeleri ve ATCC numaralari.

Hiicre Kiiltiirii Reseptor Ifadesi ATCC Kodu
SK-BR-3 HER1+, HER2+ ER- | HTB-30
BT-474 HER1+, HER2+ ER+ | HTB-20

Ek olarak lentiviral viriislerin paketlenmesi i¢in kullanilan HEK293T (insan embriyonik
bobrek hiicresi) hiicreleri Prof. Dr. Anke van den Berg’in laboratuvarindan temin

edilmistir.

Hiicre kiiltiirii idamesi i¢in kullanilan besi yerleri malzemeleri; McCoy's 5A w/ L-GlIn
(Lonza, Cat. No. 12-688F), DMEM 4.5 g/L Glucose w/ L-GIn (Lonza, Cat. No0.12-604F),
RPMI 1640 w/ L-Glutamine + 5 mg/mL Bovine insulin (Lonza, Cat. No.BE12-702F),
Fetal Bovine Serum (FBS) (Biowest, Cat. No. S1820-500), Trypsin-EDTA 1X w/o
Calcium w/o Magnesium w/ Phenol Red (Biowest, Cat. No. L0930-100), Pen/Strep
(Lonza, Cat. N0.17-602E), L-Glutamine 200 mM (Lonza, Cat. No. 17-605C) seklindedir.
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Hiicrelerin dondurulmasi i¢in DMSO (Dimethyl sulfoxide, Sigma-Aldrich, CAS No. 67-
68-5 ) kullanilmustir.

4.1.2. iILAC UYGULAMASI VE IC50 DEGERLERININ TESPIiT EDILMESI

MIRNA ifadesinin arastirildigi iki ilagtan trastuzumab (Herceptin) Prof. Hakan Giirdal’in
laboratuvarindan temin edilmistir ve PBS icerisinde 300 mg/mL ana stok olarak saklanmuis,
farkli konsantrasyonlarda sulandirmalar hazirlanarak kullanilmistir. Lapatinib ise (lapatinib

ditosylate) Santa Cruz Biotechnology (Sc-20205A) firmasmdan alinmistir.
4.1.3. WST-1 UYGULAMASI

WST-1 uygulamasi i¢in Roche WST-1 kit (Cat no. 11644807001) kullanilmistir.
4.1.4. RNA IZOLASYONU

RNA izolasyonu i¢in kullanilan materyaller su sekildedir: Qiazol Lysis Reagent (Qiagen,
Cat no: 79306); kloroform (Sigma, C2432-500 mL); izopraponal (Sigma, 19516-25);
etanol (Merck Millipore, CAS no.64-17-5).

4.1.5. MIRNA MIKRODIZIN ANALIZi

Mikrodizin i¢in Agilent Human miRNA Microarray, Release 19.0, 8x60K kullanilmistir ve
2549 miRNA i¢ermektedir. Etkiletleme ve hibridizasyon kiti igerigi: T4 RNA Ligase (27
uL); 10X T4 RNA Ligase Buffer (90 uL); Calf Intestinal Phosphatase (22 pL); 10X Calf
Intestinal Phosphatase (90 uL); DMSO (180 uL); Molekiiler su (450 uL); 2X Hi-RPM
Hybridizasyon Buffer (600 uL); 10X Gene Expression Blocking Agent; Cyanine 3-pCp
(81 pL) seklindedir. Yikama bufferlari: Gene Expression Wash Buffer 1, 4L; Gene
Expression Wash Buffer 2, 4L; Triton X-102 (10%) seklindedir. Spike-in kit: Dilution
Buffer (2x1.6 mL), Labeling Spike-In (10 uL), Hyb Spike-In (10 pL) seklindedir.

4.1.6. MIiRNA ES-ZAMANLI PZR YONTEMI

miRNA ifadelerinin arastirilmasi i¢in Qiagen miScript PZR sistemlerinden faydanilmistir.
Iki farkli kit kullanilmistir. Bunlardan ilki ters transkripsiyon islemini saglayan miScript Il
RT Kit (Cat no: 218160)’dir. igerigi su seklindedir: miScript Reverse Transcriptase Mix
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(24 ul); 10x miScript Nucleics Mix (50 pl); 5x miScript HiSpec Buffer (100 ul); 5x

miScript HiFlex Buffer (100 pl). Digeri ise es zamanli PZR’m ger¢eklesmesini saglayan
miScript SYBR Green PCR kit (Cat no. 218073) igerigi:2x QuantiTect SYBR Green PCR
Master Mix (1 ml); 2x QuantiTect SYBR Green PCR Master Mix; 10x miScript Universal

Primer (ImL) seklindedir. Kullanilan primerler Cizelge 4. 2°de verilmistir.

Cizelge 4.2 Calismada kullanilan miRNA primerleri

MiRNA Primer Sekansi Katalog Uriin Ad1

Adi Numarasi

hsa-miR- | UCAGUAAAUGUUUAUU | MS00010101 | Hs_miR-545* 1  miScript
545-5p AGAUGA Primer Assay

hsa-miR- | AACAUUCAUUGUUGUC | MS00031500 | Hs_miR-181d_2  miScript
181d GGUGGGU Primer Assay

hsa-miR- | UGGCAGUGUAUUGUUA | MS00004228 | Hs_miR-449 1 miScript
449a GCUGGU Primer Assay

hsa-miR- | UCUUGUGUUCUCUAGA | MS00004837 | Hs_miR-581 1 miScript
581 UCAGU Primer Assay

hsa-miR- | UCUCCCAACCCUUGUAC | MS00003577 | Hs_miR-150 1 miScript
150-5p CAGUG Primer Assay

hsa-miR- | CCAGUUACCGCUUCCGC | MS00010836 | Hs_miR-935 1 miScript
935 UACCGC Primer Assay

hsa-miR- | AACAAUAUCCUGGUGC | MS00009478 | Hs_miR-338-5p_1 miScript
338 UGAGUG Primer Assay

hsa-miR- | AAGAUGUGGAAAAAUU | MS00032032 | Hs_miR-576-3p_2 miScript
576* GGAAUC Primer Assay

hsa-miR- | GCUGACUCCUAGUCCA | MS00031766 | Hs_miR-345 3 miScript
345-5p GGGCUC Primer Assay

hsa-miR- | AUUCUGCAUUUUUAGC | MS00010087 | Hs_miR-544 2 miScript
544a AAGUUC Primer Assay

hsa-miR- | AUCCCUUGCAGGGGCU | MS00005124 | Hs_miR-623 1 miScript
623 GUUGGGU Primer Assay

hsa-miR- | UGGUGGGCACAGAAUC | MS00031983 | Hs_miR-541 2 miScript
541* UGGACU Primer Assay
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hsa-miR- UGGAAUGUAAGGAAGU | MS00003787 | Hs_miR-206_1 miScript

206 GUGUGG Primer Assay

hsa-miR- UAAUGAUUCAUCAGAC | MS00046004 | Hs_miR-580-5p_1 miScript

580-5p UCAGAU Primer Assay

hsa-miR- AGGAAUGUUCCUUCUU | MS00005054 | Hs_miR-613 1 miScript

613 UGCC Primer Assay

hsa-miR- CCUAUUCUUGGUUACU | MS00009219 | Hs_miR-26a-1* 1 miScript

26a* UGCACG Primer Assay

hsa-miR- UGAAGGUCUACUGUGU | MS00006979 | Hs_miR-493-3p_1 miScript

493-3p GCCAGG Primer Assay

hsa-miR- | AGCAGAAGCAGGGAGG | MS00009275 | Hs_miR-298 1 miScript

298 UUCUCCCA Primer Assay

RNUG6B MS00033740 | Hs_RNU6-2_11 miScript
Primer Assay

4.1.7. DHARMACON MIRNA MIiMIiC VE iINHIBITORLER

Calismada kullanilan hsa-miR-345, hsa-miR-449a mimic ve inhibitorlere ek olarak mimic
ile inhibitorlere ait negatif kontroller Dharmacon’da siparis edilmistir. mMIiRIDIAN
microRNA mimic ve hairpin inhibitérler: hsa-miR-449a mimic (C-300723-03-0005) (5
nmol); hsa-miR-345 mimic (C-300711-05-0005) (5 nmol); miRIDIAN microRNA mimic
negatif kontrol (cel-miR-67)(CN-001000-01-05)(5 nmol); hsa-miR-449a hairpin inhibitor
(IH-300723-05-0005)(5 nmol); hsa-miR-345 (1H-300711-06-0005)(5 nmol);
inhibitor negatif kontrol (cel-miR-67)(IN-001005-01-05) (5 nmol) seklindedir.

hairpin

4.1.8. LENTIVIRAL VEKTORLERIN KLONLANMASI

Lentiviral vektor dizayni gergeklestirildikten sonra SBI (System Biosciences)’a ait plazmid
sistemleri kullanilmistir. Plazmid igerisine klonlanan shRNA sekanslar1 IDT (Integrated
DNA Technologies) firmasinda sentezlenmistir. Vektorlere ait sekans bilgileri Cizelge

4.3’de verilmistir.

Cizelge 4.3 miRZip vektorlerine ait sekanslar

miRZipNT1 sense
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TCCGCTAAGGTCAAGTCGCCCCCGATCTTCCTGTCAGAGCGAGGGCGACTTAA
CCTTAGGTTTTTG

mMIRZipNT1 anti-sense

GCGATTCCAGTTCAGCGGGGGCTAGAAGGACAGTCTCGCTCCCGCTGAATTGG
AATCCAAAAACTTAA

miRZip345 sense

GATCCGGCTGACTACTAGTCCAGAGCCCCTTCCTGTCAGGAGCCCTGGACTAG
GAGTCAGCTTTTTG

miRZip345 anti-sense

AATTCAAAAAGCTGACTCCTAGTCCAGGGCTCCTGACAGGAAGGGGCTCTGGA
CTAGTAGTCAGCCG

miRZip449a sense

GATCCGTGGCAGTATATTGTTAGATGATCTTCCTGTCAGACCAGCTAACAATAC
ACTGCCATTTTTG

miRZip449a anti-sense

AATTCAAAAATGGCAGTGTATTGTTAGCTGGTCTGACAGGAAGATCATCTAAC
AATATACTGCCACG

Kullanilan restriksiyon enzimleri New England Biolabs firmasindan siparis edilmistir.
Kullanilan enzimler: BamH1 (10.000 unit, Cat no. R0136S); EcoRI (10.000 unit, Cat no.
R0101S); T4 DNA ligaz (20.000 unit, Cat no. M0202S) seklindedir. Jel ekstrasiyonu igin
Zymoclean™ Gel DNA Recovery Kit (Cat no. D4001) kullanilmistir. Koloni PZR i¢in

kullanilan primer ¢iftleri Cizelge 4.4’de verilmistir.

Cizelge 4.4 Koloni PZR primer cifti

F Mzip CTGGGAAATCACCATAAACG

R Mzip TAACCAGAGAGACCCAGTAG

Klonlanan vektorlerin eldesi igin Qiagen Miniprep Kit (Cat No./ID: 27104); Qiagen
Plasmid Plus Maxi Kit (Cat No./ID: 12963) kullanilmistur.
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4.1.9. AGO2-1P UYGULAMASI

50 mL NT2 buffer i¢in: 50mM Tris (pH7.4)’den 2.5 mL 1M Tris; 150mM NaCl ‘den 1.5
mL 5M NaCl; 1mM MgCl,’den 50 pL 1M MgCly; 0.05% Nonidet P-40°den 500 uL 5%
NP-40 kullanimis, 45.45 mL steril su eklenmistir.

Polysome lizis buffer : 10 mL of 4X PL buffer hazirlanmigtir. 5mM MgCl,’den 200 uLL

1M MgCl;;100mM KCI’den 4 mL 1M KCI; 10mM Hepes (pH7.0); 400 uL 1M Hepes
0.5% Nonidet P-40’den 4 mL 5% NP-40 hazirlanmis ve 1.4 mL steril su eklenmistir.

1 mL lizis buffer igin; 250 puL 4x PL buffer’a ImM DTT’den 1 uL; 100unit/ml Rnase OUT

(Gibco)’den 2.5 uL; 1x protease inhibitor (Roche)’den142.9 uL eklenmis tizeri 603.6 puL.

steril su tamamlanmustir.

IP-buffer 900 uL (X1 IP deneyi i¢in): NT2 buffer (1x) 859 uL; Rnase OUT 40unit/ul
(Gibco) 5 uL; Vanadyl ribonucleoside (Gibco) 5 uL; IM DTT 1 puL; 0.5M EDTA 30 uL
kullanilmstir.

Western blot i¢in kullanilan ¢ozeltiler su sekildedir: 10% SDS (10 g SDS (N-22), 100 mL

ddH0); 4X running buffer (18.1 g Tris (T-29) pH 8.8 100 mL’ye tamamlanir); 4X stacking
buffer (6.1 g Tris (T-29) pH.6.8 100 mL’ye tamamlanir); 10% APS (1g (A-92) + 10 mL

su); elektroforez buffer (3 g Tris, 14.4 g Glycine, 10 ml 10% SDS 1 L olacak sekilde sui le
tamamlanir); 5X transfer buffer (180g Glycine, 32.25 g Tris sui le 1900 mL’ye tamamlanir

pH 8.3 olarak ayarlanir)

4.1.10. AGO2-1P UYGULAMASI ARDINDAN MIKRODIZIN YAPILMASI

Hedef gen profilinin tespiti i¢in Affymetrix Human Genome U133 Plus 2.0 (Ref. 900466)
mikrodizin plaatformu kullanilmigtir. RNA Orneklerinin biotinylated komplementer

RNA’ya (CRNA) doniistiirmek i¢in Genechip 3' IVT PLUS Reagent Kit kullanilmustir.
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3" IVT Amplifikasyon Kit Modiil 1 igerigi : 3' First-Strand Enzyme; 3' First-Strand Buffer;
3' Second-Strand Enzyme; 3’Second-Strand Buffer; 3' IVT Enzyme ; 3' IVT Buffer; 3' IVT
Biotin Label ; steril su seklindedir. 3' IVT Amplifikasyon Kit Module 2 igerigi: 3'
Fragmantasyon Buffer; Purifikasyon boncuklar1 seklindedir. GeneChip Poly-A RNA
Kontrol Kit: Poly-A control stok ve Poly-A kontrol dilusyon buffer’dan olusmaktadir.
GeneChip Hibridizasyon Kontrol Kit: 20X Hybridization Kontrol igerir.

GeneChip Hibridizasyon Yikama ve Boyama Kit (Ref. 900720-C): Pre-Hybridization Mix;
2X Hybridization Mix; DMSO; steril su; Stain Cocktail 1; Stain Cocktail 2; Array Holding
Buffer; Wash Buffer A; Wash Buffer B igermektedir. Hibridizasyon islemi Affymetrix
hibridizasyon firminda gergeklestirilirken tarama islemi Affymetrix Scanner ile
saglanmistir. Ciplerin yikama ve tarama islemleri Genechip Command Console AGCC 3.0

programinda gerceklestirilmistir.
42. YONTEM
4.2.1. TEZDE UYGULANAN YONTEMLER VE iZLENEN BASAMAKLAR

Tez calismasinda yapilan deneyler ve izlenen yontemler, basamaklar halinde Sekil 4.1°de

gosterilmistir.
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Sekil 4.1 Tez ¢alismasinda izlenen basamaklar

4.2.2. HUCRE KULTURU iDAMESI

Hiicreler (BT474, SKBR3, HEK293T), ATCC tarafindan Onerilen ve/veya daha once
yapilan c¢aligmalardan elde edilen bilgilere gore uygun besi yeri ortaminda kiiltiir
edilmistir. SKBR3 hiicreleri %10 FCS (fétal buzagi serumu), %1 penicillin/streptomycin
ve %1 L-glutamin igeren McCoy’s 5A besi yerinde idame ettirilmistir. BT-474 hiicreleri
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%10 FCS, %1 penicillin/streptomycin ve %1 L-glutamin iceren RPMI 1640 besi yerinde
biyiitilmiigtir. HEK293T hiicreleri %10 FCS (fotal buzagi serumu), %l
penicillin/streptomycin ve %1 L-glutamin DMEM besi yerinde 37°C ve %5 CO; ortami

saglayan inkiibatorde kiiltiir edilmistir.

Hiicrelerin devamliligi flasklarin neredeyse %80 doldurmus hiicrelerin pasajlanmasi
yontemi ile saglanmistir. Hiicreler pasajlama sirasinda tripsin enzimi ile muamele edilerek
kaldirilmis ve yeni flasklara aktarilmiglardir. Uzun siireli stok olarak saklanacak olan
hiicreler, %10 DMSO ve %90 FBS igeren saklama ortaminda dondurularak, sivi nitrojende
kriyoviallerde saklanmistir. Hiicreler, deneylerin gerekliliklerine gore petri kaplarinda, 24-

kuyulu, 6-kuyulu ya da 96-kuyulu hiicre plakalarmda biiyiitiilmiistiir.
4.2.3. TRASTUZUMAB VE LAPATINIB ICs; DEGERLERININ TESPIiTi

96 kuyulu platelere hiicre ekimi (her kuyu i¢in 6000-7000 hiicre) yapildiktan 24 saat sonra
belirlenen dozlarda ila¢ uygulamasi gerceklestirilmistir. Cesitli meme kanseri hiicre
hatlarin daha 6nce yapilan ¢alismalar sonucu elde edilen IC50 (hiicrelerde %50 Gliime
neden olan ilag konsantrasyonu) degerlerine uygun dozlar segilerek uygulama yapilmstir.
Buna gore; lapatinib ilag uygulamasi konsantrasyonlari; 10 uM, 1 uM, 0.5 uM, 0.1 uM,
0.01 uM, 0.001 uM olarak belirlenmistir ve 72 saat boyunca stirdiiriilmiistiir. Trastuzumab
uygulamasi ise; 6 ug/mL, 2 pg/mL, 0.5 pg/mL, 0.1 ug/mL konsantrasyonlarinda 144 saat
boyunca gerceklestirilmistir. 144 saat uygulama yapilan trastuzumab deneyinde 72. saat
hiicre besi yerleri degistirilmistir. Ilag uygulamasi her bir sulandirma igin 3 adet kuyu
kullanilarak yapilmistir. Diger 3 kuyuya ise ilacin ¢oziiciisii olan madde kontrol olarak

eklenmistir. Uygulamanin gergeklestirildigi deney dizayni Sekil 4.2’de anlatilmustir.
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Sekil 4.2. IC50 degerlerinin hesaplanmasi i¢in uygulanan ilag konsantrasyonlari

[la¢ uygulamasindan sonraki 72. saat 10 pl miktarinda WST-1 (Roche) tiim kuyucuklara
konularak 37°C ve %5 CO, kosullarindaki yaklasilik 2 saatlik inkubasyonun ardindan
spektrofotometre cihazi kullanilarak absorbansin 450 nm dalga boyu oldugu aralikta 6l¢tim
yapilmistir. Absorbans degerleri kullanilarak doz-cevap egrileri olusturulmus ve hiicrelerin
en az %50’sinin 6ldiigli doz belirlenmistir. 1C50 degerleri (%50 6liime neden olan ilag
konsantrasyonu) Graphad Prism 6 programi kullanilarak hesaplanmistir. Her ilag hiicre
ikilisi i¢cin bu protokol uygulanmis, hiicrelerin muamelesi i¢in gerekli ilag dozu

belirlenmistir.
4.2.4. WST-1 UYGULAMASI iLE HUCRE COGALMASININ TESPIiTi

miRNA’larin ve ilag uygulamalarinin hiicre ¢ogalmasi iizerine etkisi WST-1 (Roche)
uygulamasi ile gerceklestirilmistir. WST-1 protokolii yasayan hiicrelerin metabolik
aktivitesini 6lgmek amaci ile tasarlanmis bir protokoldiir ve hiicre ¢ogalmasi ve
sitotoksisite testleri i¢in kullanilan bir yontemdir. Protokol, WST-1’in yasayan hiicreler
tarafindan indirgenmesi esasina dayanmaktadir. Reaksiyon sonucunda suda ¢oziilebilen
formazan tuzu olusur ve agiga ¢ikan formazan boyasi bir ELISA ya da spektrofotometre

okuyucusu tarafindan 6lgiiliir. Absorbans degeri canli hiicre sayist ile dogru orantilidir.
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Yani absorbans arttik¢a canli kalan hiicrelerin sayisi fazla olmus olur. Bu yiizden yiiksek
dozda ilag uygulamasi yapilan sulandirmalarda absorbans diisiik beklenirken, ila¢ dozu

azaldikca giderek artacaktir.

[la¢ uygulamalar1 ve/veya miRNA transfeksiyonlar1 gergeklestirildikten sonra en az 48 saat
beklemenin ardindan WST-1 uygulamasi yapilmistir. 100 pl besi yeri igeren kuyu icin 10
ul WST-1 ¢ozeltisi eklenmistir. 37°C ve %5 CO; kosullarindaki 2 saatlik inkiibasyonun
ardindan Victor spektrofotometre kullanilarak 450 nm dalga boyunda absorbans olgtimii

yapilmistir.
4.2.5. HUCRELERIN UYGUN iLAC DOZU iLE MUAMELESI

Canlilik oranlar1 lizerine en az %50 civar1 etki gosteren ilag konsantrasyonlar1 hiicrelerin
muamele edilecegi dozlar olarak belirlenmis ve HER2+ olan SKBR3 ve BT474 hiicreleri
trastuzumab (herceptin) ve lapatinib ile muamele edilmistir. Trastuzumab uygulamasi 6
pug/mL; lapatinib uygulamasi 2 puM konsantrasyon ile yapilmistir. Bu uygulamalar
sonrasinda elde edilen hiicreler RNA izolasyonunda kullanilacagi i¢in ilag uygulamalar1
petri kaplarinda yapilmistir. Her hiicre hatti i¢in 2 adet biyolojik tekrar kullanilmis, ayrica
ila¢ ile muamele edilen hiicrelerin kontrolii olarak, ilaglarin i¢inde ¢oziildiigi kimyasal ile
muamele edilen kontrol hiicreler de ¢alismaya dahil edilmistir. Ila¢ uygulamalarindan 24

saat dnce 2x10° hiicre 10 cm’lik petri kaplarina ekilmistir.
4.2.6. ILAC UYGULAMASI ARDINDAN RNA iZOLASYONU

RNA izolasyonu miRNA profillenmesinin elde edilmesi amaciyla yapilmistir. Ilag
uygulamasindan sonraki 72. saat (lapatinib) ve 144. saat (trastuzumab) izolasyon yapilacak
olan hiicreler soguk PBS ile yikanmis, ardindan 2 mL TRIzol eklenmis ve bir kaziyici
yardimi ile TRIzol ile birlikte kazinarak tiiplere alinmistir. Daha sonra RNA’lara 1/5
oraninda Kloroform eklenip sert¢e ¢alkalandiktan sonra oda sicakliginda bekletilmistir.
14000 rpm hizda 20 dakika 4°C’de santriflij yardimi ile RNA igeren berrak faz TRIzol
karisimmdan ayrilmistir. Berrak faza baslangic TRIzol miktarinin yaris1 kadar izopropanol
eklenip oda sicakliginda 10 dakika beklenmistir. Ardindan 14000 rpm hizda 25 dakika
santrifiij yapilmistir. Baslangi¢ TRIzol miktar1 kadar %70’lik etanol kullanilarak iki kez
yikama tekrarlanmigtir. Yikama islemi 10000 rpm hizda 10 dakika santrifiij ile

36



gerceklestirilmistir. Etanol uzaklastirildiktan sonra RNA peletleri steril su ile belli
miktarlarda sulandirilmistir. RNA kantifikasyonu Nanodrop ND 1000, spektrofotometre ile
gerceklestirilmistir. RNA’larin biitiinligii %1°lik agaroz jelde, 100 V, 300 mA 30 dakika
yuriitiilmeleri ardindan kontrol edilmistir. Her bir RNA sulandirmasindan 1-2 pl
yiikklenmigtir. Cizelge 4.2°de belirtildigi gibi elde edilen RNA’lar her bir hiicre hatti i¢cin
ila¢ uygulanan ve uygulanmayan seklinde ayri1 ayri hazirlanmistir ve toplam 8 petri

kabindaki hiicrelerde ¢alisilmistir.

Cizelge 4.5 Uygulanan ilaglar ve yapilan mikrodizin analiz sayisi ile hiicre hatlar1.

Hiicre Hatti Ila¢ Uygulanacak Ornek Sayisi Kontrol Sayisi
SKBR3 Trastuzumab X 2 X 2 (PBS)
BT-474 Trastuzumab X 2 X 2 (PBS)
BT-474 Lapatinib X 2 X 2 (DMSO)
SKBR3 Lapatinib X 2 X 2 (DMSO)
Toplam 8 adet ila¢ uygulamasi 8 adet kontrol

4.2.7. ILACA DUYARLI MIRNA’LARIN MIKRODIZIiN ANALIiZi iLE TESPIT
EDILMESI

Ila¢c uygulanan ve kontrol olarak kullanilan her iki RNA grubu da miRNA mikrodizin
analizi i¢in  Agilent Human miRNA mikrodizin platformlar1  kullanilarak
gerceklestirilmistir. Agilent miRNA platformlar1 Affymetrix platformlardan farkli olarak
bir ¢ip lizerinde bir tiire spesifik (insan, fare vs.) sekilde hazirlanmistir. Yani sadece insan
miRNA’larmm oldugu bir platforma sahiptir ve bu nedenle daha spesifik sonug
vermektedir. Bu ylizden Ozellikle tercih edilmistir. Mikrodizin analizinde RNA’lar 50

ng/mL konsantrasyonda hazirlandiktan sonra takip edilen asamalar su sekildedir; Fosfataz

37




muamelesi ve 37° C’de 30 dakika inkiibasyon, defosforile RNA hazirlanmasi (DMSO
eklenir, buzda sogutma, etiketleme reaksiyonu eklenir, 2 saat 16°C inkiibasyon ve ctiketli
RNA’nin hazirlanmasi gergeklestirilir), vakum yogunlastirici ile O6rnegin kurutulmasi
(yaklagik 2-3 saat, 45°C - 55°C arasinda siirdiiriiliir), hibridizasyon karisiminin eklenmesi

ve buzda sogutma, 20 saat hibridizasyon (55°C, 20 RPM ), yikama ve tarama.

Fosforilasyon ile RNA igeren Orneklerden florasan-isaretli miRNA’lar olusturulur. Bu
metod %90’dan fazla verimle RNA molekiiliiniin 3’ ucuna bir adet Cyanine (3-pCp)
molekiilii ligasyonunu kapsar ve Ornek isaretlemesi ile hibridizasyon i¢in gerekli olan
basamaklardan biri tamamlanmis olur. Ardindan saflastirma i¢in kolon kullanilmiyorsa,
ornekleri kurutularak devam edilir. Bu basamakta DMSO ve baglanmamis Cyanine-3-pCp
uzaklastirilir. Ornek isaretleme sonrasi tamamen kuru olmalidir, ¢iinkii kalan DMSO
hibridizasyon sonucuna olumsuz etki edecektir. Hibridizasyon igin ornekler hazirlanir,
hibritleme yapilir ve yikamanin ardindan verilerin elde edilmesi i¢in yapilan bilgisayarda

tarama iglemi ile protokol sonlandirilir.

miRNA profillemesi i¢in bu ¢alismada, 2006 miRNA igieren Agilent Human miRNA
Microarray, Release 19.0, 8x60K (G4870A, Agilent Technologies) platformu tercih
edilmistir. Tarama islemi Roche Nimblegen cihazda, Agilent Scan Software kullanilarak

gergeklestirilmistir.
4.2.7.1. miRNA Mikrodizin Data Analizi

Mikrodizin sonucu elde edilen sonuclar BRB Array Tools 4.3.2 kullanilarak analiz
edilmistir. Normalizasyon i¢in “quantile normalizasyon” methodu tercih edilmistir (81).
Istatiksel analiz icin bir modifiye t-test yontemi olan “between groups of array” se¢ilmis ve
ilag uygulanan hiicre kiiltiirlerinde ifadesi en 2 kat azalan veya artan, p-degeri < 0.05 olan
tiim miRNA’lar alimmistir. Ardindan ifade degisikligi gosteren miRNA’lar1 benzerliklerine
gore gruplandirmak i¢cin Treeview programi kullanilarak hiyerarsik kiimeleme analizi

yapilmustir.
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4.2.8. BIYOINFORMATIK ANALIZ
4.2.8.1. ifade Degisikligi Gosteren miRNA’larin Biyoinformatik Analizi

BT474 ve SKBR3 hiicrelerinde trastuzumab veya lapatinib muamelesi sonrasinda ortak
ifade degisikligi gosteren miRNA’larm hedef genleri ve yer aldiklar1 yolaklar bulunmustur.
Hedef analizi igin her bir miRNA ilk olarak miRWALK (http://www.umm.uni-
heidelberg.de/apps/zmf/mirwalk/) veri tabaninda deneysel olarak valide edilmis hedef
genlerin varhigi agisindan arastirilmistr. miRWALK disinda hedef tahmini yapan
TargetScan (http://www.targetscan.org/vert_61/), DIANA tools (http://diana.imis.athena-
innovation.gr/DianaTools/), miRDB (http://mirdb.org/miRDB/) gibi veri tabanlar1
kullanilmis, her bir veri tabani tarafindan onerilen kistaslara uygun sekilde hedef genler

belirlenmeye calisilmistir.

Hedef genlerin bulunmasi disinda ilgili miRNA’larin fonksiyonun 6zellikle meme
kanserinde ve ila¢ etkinligindeki roliiniin tahmini i¢in PhenomiR (http://mips.helmholtz-
muenchen.de/phenomir/), miRTarBase (http://mips.helmholtz-muenchen.de/phenomir/) ve
Pharmaco-miR  (http://www.pharmaco-mir.org/) veri tabanlar1 da kullanilmustir.
PhemomiR; hastaliklarda ve diger biyolojik islevlerde farkli ifade olan miRNA’lar
hakkinda bilgi verirken, miRTarBase literatiir taramasi ile ilgili miRNA’nin deneysel
olarak valide edilmis hedeflerinin olup olmadigmi goésteren bir web tabanli aragtir.
Pharmaco-miR ise protein-ilag etkilesimleri ile ilgili bilgiyi miRNA ifadeleriyle bir araya
getirerek ilgili ilagla etkilesime girebilecek potansiyel miRNA’larm tespitini saglayan bir

veritabanidir.

Hedef gen analizi ardindan Webgestalt (http://bioinfo.vanderbilt.edu/webgestalt/) arayiizii
kullanilarak ve KEGG pathway iizerinde ilgili genlerin bulundugu yolaklar tespit
edilmistir, meme kanseri ile iliskili olup olmadiklar1 arastirilmistir. miRNA’larin

biyoniformatik analizi i¢in takip edilen yol Sekil 4.3te detayli gosterilmistir.
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Sekil 4.3 Ilaca duyarli miRNA’larm hedef analizi gergeklestirilirken kullanilan veri
tabanlar1 ve izlenen yol.

4.2.8.2. Network Yapilandirmasi ve Network Goriintiilenmesi

Trastuzumaba cevap veren mMIRNA listeleri ve hedefledikleri yolaklar kullanilarak
miRNA-miRNA networkleri (aglar1) olusturulmustur. Ilk olarak, ila¢ uygulamasi ardindan
ifade degisikligi gosterdigi belirlenen miRNA’lara ait olast hedef genler iki farkli
veritabani kullanilarak bulunmustur. Bu veritabanlar1 farkl yaklagsimlarla gen hedeflerinin
belirlenmesini saglayan DIANA tools (http://diana.imis.athena-innovation.gr/DianaTools/)
ve TargetScan (http://www.targetscan.org/) olarak Dbelirlenmistir. Hedef genler
belirlenirken TargetScan i¢cin esik deger en az -0.3; DIANA MicroT icin 0.7 olarak
belirlenmistir. Ardindan ¢ikan sonuglarin kesisimi almmistir. Her bir miRNA’ya ait olas1
hedef genlerden olusan kesisim listeleri kullanilarak yolak analizi yapilmis ve ilgili
miRNA’larin hedefledikleri yolaklar tespit edilmistir. Sonrasinda iki mIRNA (node’lar)
arasinda olan etkilesimin (interaksiyon) seklini ve giiclinii (weight) gosterecek sekilde
networkler olusturulmustur. Visual Studio 2010 ortaminda network modelleri yazilmistir.
Network goriintiilemesi i¢in sadece istatiksel olarak anlamli sekilde bir araya gelen
(P<0.05) miRNA ciftleri kullanilmistir. Bunun i¢in network yapilandirmasindan sonra
hipergeometrik dagilim analizi yapilmistir. Sekil 4.4’te goriildiigii gibi iki mIRNA
arasindaki iligki paylastiklar1 yolak veya ortak fonksiyon araciligiyla saglanmistir. Network

modellerinin goriintiilemesi ve analizi ise Cystoscape 3.2.0 programu ile yapilmstir (82).
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Networkler SKBR3 ve BT474 hiicrelerine ait trastuzumaba duyarlt miRNA listeleri ile ayr1

ayr1 yapilandirilmistir.

P8
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Sekil 4.4 Kullanilan network modeli 6rnegi. Buna gore miRNA-Y P2, P5, P8 gibi yolaklar1
hedeflerken; miRNA-X P1 ve P2 gibi yolaklar1 hedeflemektedir ve P2 yolag: ikisi arasinda
ortaktir. Iki miRNA P2 aracilig1 ile birbiriyle etkilesim igindedir ve etkilesimin agirhig: tek
bir yolak ile oldugu i¢in 1 olarak tanimlanmistir

Network modeli olarak homojen network modelleri kullanilmistir. Bu network modelleri
tek tip nodlarm (miRNA) analizi i¢in daha fazla olanak sunmaktadir. Bu modeldeki
networkler fonksiyonel olarak iliskili miRNA’larin bulunmasi i¢in olusturulmus ve
miRNA’lar paylastiklar1 ortak yolaklar ya da biyolojik islevler {lizerinden birbirleriyle
etkilesime girmistir. Modelde; nodlar miRNA olarak, “edgeler” ise yolaklar olarak
sunulmustur. Networkteki en merkezi ve en fazla etkilesim gosteren nodlarin bulunmasi
icin Cytoscape Network Analyzer Plugin kullanilmistir. Network icindeki benzer
Ozelliklere sahip alt gruplarin ortaya ¢ikarilmasi i¢in Cytoscape Clustermaker2 plugin
kullanilarak cluster (kiimeleme) analizi yapilmis ve “Markov Cluster (MCL) Algorithm”
kullanilarak ilgili edgelerin (yolaklarm) gruplarin olusmasina katkis1 bulunmustur. Yine
otomatik bir edge esigi cluster analizinin daha spesifik olarak tamamlanmasi i¢in

uygulanmustir (83-85).
4.2.8.3. TCGA (The Cancer Genome Atlas) Data Analizi

Network analizi sonucu elde edilen potansiyel hedef genlerin ve ilaca duyarli miRNA’larin
meme kanseri dokularindaki ifadesinin arastirilmasi i¢gin TCGA (The Cancer Genome

Atlas) veri analizi gergeklestirilmistir. Analiz UCSC Xena (http://xena.ucsc.edu) veritabani

kullamlarak ve TCGA invazif meme kanseri dokularindan elde edilen mikrodizin ifade

verisi kullanilarak yapilmistir (86). Hedef genlerin arasitirlmasi i¢in toplam 597 6rnege ait
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mikrodizin ifade analizi sonuglar1 iceren data (AgilentG4502A 07_3 array) kullanilirken,
miRNA ifade analizi i¢in Illumina RNAseq datasindan faydanilmustur.

4.2.8.4. GSEA (Gene Set Enrichment Analysis) Zenginlestirme Analizi

AGO2-IP sonrasi yapilan mRNA mikrodizin analiz verisi kullanilarak, AGO2-IP
uygulamasinin miRNA’lara ait genler bakimimdan ne kadar zenginlestigi ve islemin
etkinligi arastirilmistir. Bunun i¢cin GSEA programinda faydalanilmis, kontrol ve miRZip
verisinde IP fraksiyonunda zenginlesme gosteren genlerin ne kadarmin miRNA hedeflerine
ait gen setlerinde bulunduguna bakilmigtir. Analiz sirasinda en az 1000 gen set

permiitasyonu kullanilmastir.
4.2.8.5. Fonksiyonel Zenginlestirme ve Yolak Analizi

AGO2-IP uygulamasi ardindan yapilan mikrodizin analizi ile bulunan hedef genlerin
zenginlestigi yolaklar Webgestalt (http://bioinfo.vanderbilt.edu/webgestalt/) ve/veya
GeneCodis arayiizii kullanilarak ve KEGG pathway tizerinde ilgili genlerin bulundugu
yolaklar tespit edilmistir. Genlerin bulundugu fonksiyonel gruplar ise DAVID veritabani

kullanilarak arastirilmistir.

42.9. MIRNA IFADELERININ ES-ZAMANLI RT-PZR YONTEMI ILE
DOGRULANMASI

Mikrodizin analizi ile elde edilen ifadelerin dogrulanmasi ve AGO2-IP uygulamasinin
yeterliliginin arastirilmasi i¢in es zamanli RT-PZR yontemi kullanilmistir. Mikrodizin
analizinde ifade degisikligi gosteren miRNA’lar biyoinformatik analiz sonucuna gore es

zamanli RT-PZR dogrulmasi i¢in se¢ilmistir.

Total RNA kullanilarak yapilan tamamlayict DNA (cDNA) sentez reaksiyonlarinda
mRNA’y1 total RNA’dan aymrmak i¢gin mRNA’nin 3’ wucunda bulunan polyA
(poliadenilasyon) kuyrugu kullanilir ve oligoT primeri polyA kuyruguna hedef olarak
kullanilarak total RNA’ni i¢inde bulunan mRNA’dan tamamlayici DNA sentezlenir. Sekil
4.5’de gosterildigi gibi olgun miRNA’larm 3’ uglarinda polyA kuyrugu bulunmamaktadir
ve bu durum klasik bir cDNA sentezinin yapilmasini engellemektedir. miRNA’lardan

cDNA sentezi i¢in Oncelikle miRNA’larin 3 uglarmma polyA kuyrugunu da igeren bir
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“universal tag” eklenmistir (Qiagen). Bu ek hem cDNA sentezi i¢in kullanilan primer
sekansini icermektedir (polyA) hem de miRNA’nin boyunu es zamanli RT-PZR igin
yeterli uzunluga getirmektedir. Bir sonraki basamakta universal tag’e spesifik bir primer
kullanilarak ¢cDNA sentezi gerceklestirilir. Sentezlenen cDNA’lar PZR reaksiyonunda
kalip olarak kullanilmistr ve PZR sonucunda elde edilen ifadeler birbirleriyle
karsilastirilmistir. PZR asamasinda miRNA’lara 6zel ileri primerler kullanilir. Geri primer
olarak c¢cDNA sentez reaksiyonunda da primer olarak kullanilan universal tag’e

tamamlayic1 olan universal primer kullanilir.

5 —— 3' miRNA

v

5! e AAAAAL 3 Poliadenilasyon

AAAA(A], 3' miScript HiSpec
Buffer ile Reverz
Tranzkripsivon

OligodT primer
universal tag

'

7' et————— NVT T'.'T T — 5 DNA

;

Bttt '\J‘\-ll['ll
5! e—— w t nnwna e 3
miScript Primer Assay

'

miScript Primer Assay
(forward primer}
—p e ’
%: § PCR Devam eden

Rl ¥ basamaklar

3 PCR 1. basamag
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[reverse primer)

Sekil 4.5 Olgun miRNA’larin es zamanli RT-PZR (Reverz transkripsiyon) basamagi ile
cDNA’ya ¢evrilmesi ve ardindan ifadelerinin tespiti (Qiagen’den adapte edilmistir)

Es zamanli RT-PZR sonuglarmin analizi AACt metodu kullanilarak gerceklestirilmistir.

miRNA ifadelerinin analizleri i¢in RNU6-2 referans gen olarak kullanilmistir. Her bir
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miRNA i¢in elde edilen Cp degerleri RNUG6 referans geni kullanilarak normalize edilmis,
ardindan log2 tabaninda ilag¢ uygulanan hiicrelerdeki miRNA ifadesi ile ¢6ziicli uygulanan
hiicrelerdeki ifade karsilastirilmistir. Es zamanli RT-PZR i¢in kullanilan reaksiyon

hacimleri Cizelge 4.3’de verilmistir.

Cizelge 4.6 Es zamanli RT-PZR i¢in kullanilan reaksiyon hacimleri

Reaktif Hacim (ul) /
Reaksiyon

SYBR Green Mix 5.0

10X UP 1.0

10X Primer Assay 1.0

H,0 2.0
cDNA (5 ng/pl) 1.0
Toplam 10.0

4.2.10. HUCRELERIN MIRNA MiMIC YA DA INHIBITORLER IiLE
TRANSFEKSIiYONU

Es zamanli RT-PZR ile dogrulanan tedaviye duyarli miRNA’lar hiicre kiiltiirine transfekte
edilerek ifadelerinin degisimi saglanmistir. Ardindan hiicre proliferasyon testi (WST-1)
uygulanarak hiicre ¢ogalmasindaki degisimler gozlenmis ve bu sayede miRNA’larin

kanser hiicreleri lizerindeki olasi etkisi arastirilmastir.

Transfeksiyon islemi kisa siireli etkinlik gosteren (en fazla 96 saat) ve mIRNA ifade
degisikligi saglayan Dharmacon miRIDIAN microRNA inhibitor RNA’lar ve Dharmacon
miRIDIAN microRNA mimic sistemler kullanilarak gerceklestirilmistir. Sekil 4.6’da
gosterilen inhibitdr sistemler, ilgili miRNA’nin hedef genlere baglanmasini engellerken;
mimic sistemler miRNA ifadesini artirarak etkinligin daha belirgin sekilde ortaya

cikmasini saglamaktadir.
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T g s e . = seed
Inhibitor dizaym ¢

12345678
S'-AAGCUGCCAGUUGAAGAACUGU-3' hsa-miR-22
TR AR RN RN RN ARY
( :r————U‘;S?GACGGUCAA(‘UUCUUG:CA T inhibitor
- ~ o,
Hedef alam

Sekil 4.6 Ornek Dharmacon miRIDIAN miRNA inhibitér dizayni (Dharmacon’dan adapte
edilmistir)

Transfeksiyon ig¢in hiicreler 96 kuyucuklu plaklara (her kuyuda 6000-7000 hiicre)
ekilmistir. 24 saat sonra DharmaFECT Duo Transfection Reagent kullanilarak anti-miRNA
inhibitorler veya mimicler ile birlikte negatif kontrol RNA kullanilarak 3 biyolojik tekrar
olacak sekilde Dharmacon tarafindan belirlenen protokole uygun olarak transfekte
edilmiglerdir. Transfeksiyon icin farkli konsantrasyonlarda (50 nM, 70 nM, 100 nM)
mimic ve inhibitor kullanilmistir. Tiim transfeksiyon sulandirmalar1 antibiyotik igermeyen
besi yeri kullanilarak yapilmistir ve Dharmacon Duo transeksiyon ajani kullanilarak
gerceklestirilmistir. Transfeksiyonun ardindan hiicreler 48 saat boyunca 37 © C’de inkube
edilmistir. Transfeksiyonlar, higbir uygulamanin gergeklestirilmedigi hiicre kontrol;
negatif kontrol inhibitér ya da mimic igeren negatif kontrol; sadece transfeksiyon ajaninin
kullamildig1 ¢o6ziicii ve asil inhibitér ya da mimiclerin kullanildigi uygulamalar1
icermektedir. Yine hesaplama yapilirken ilk olarak sadece besi yeri igeren “blank” OD
(optikal yogunluk) degerleri, hiicre i¢eren tiim diger uygulamalara ait OD degerlerinden
cikarilmistir. Ardindan inhibisyon ya da mimiclere ait OD degerleri negatif kontrol OD
degerlerine boliinerek canli hiicre oranlar1 ve normalize OD degerleri bulunmustur. Student

t-test kullanilarak istatiksel olarak anlamli olup olmadiklar1 kontrol edilmistir.
4.2.11. HUCRELERIN LENTiVIRAL MIRNA VEKTORLER ILE ENFEKSiYONU

Ozellikle AGO2-IP uygulamasmin gergeklestirilmesi igin ilgili miRNA’larin ifade
degisikligini saglayan transfeksiyon yontemi olarak lentiviral vektorler ile enfeksiyon
tercih edilmistir. Bunun i¢in, ilk olarak ekspresyon vektorleri tasarlanmigtir ve bu agsamaya
ait tim deneyler Groningen Tip Fakiiltesi, Patoloji Anabilim Dali ile isbirligi iginde

gerceklestirilmistir.
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4.2.11.1. Lentiviral miRNA Vektorlerin Dizayni

Lentiviral miRNA vektor sistemleri SBI (System Biosciences) firmasindan temin edilerek
kullanilmistir. miRNA vektorleri, puromisin ve/veya GFP (yesil floresans protein) ifadesi
saglayabilen vektorlerdir. Bu calismada kullanilan vektorlerin sadece GFP ifadesinden
faydalanilarak enfeksiyonun gergeklesip gergeklesmedigi mikroskop altinda kontrol
edilmis ve enfekte hiicre diizeyi FACS (flow sitometri) cihazinda takip edilmistir. Ilaca
cevap veren ilgili miRNA’larin hiicredeki bazal ifadeleri hiicre hatlarinda yiiksek oldugu,
ayrica trasient transfeksiyon metodu ile miRNA’lar susturuldugunda hiicre
proliferasyonuna etki gosterdigi bulundugu icin AGO2-IP ve ardindan yapilacak
mikrodizin analizinde daha verimli sonu¢ almak adina miRNA’larin susturulmasina karar

verilmistir. Bu ylizden anti-miRNA sistemler (miRZip) kullanilmistir.

Sekil 4.7°de detayl gosterilen miRZip vektorleri sa¢ tokasi seklindeki tek zincirli ShARNA
(short hairpin RNA) sekansi igermektedir ve RNA polimeraz 111 ig¢in bulunan H1 promotoru
sayesinde ilgili sekansin ifadesi gergeklesmektedir. Dizayn edilen sekanslar
(oligoniikleotid yapisinda) restriksiyon enzimleri BamHI ve EcoRI igin sekans igeren
plazmid vektorii igerisine klonlama yolu ile eklenebilmektedir. Ilgilendigimiz miRNA’lar1
susturacak sekanslar1 iceren bu sa¢ tokasi yapilar1 ifadeleri gergeklestikten sonra hiicre
icerisinde tek zincirli anti-miRNA yapilarma doniistiiriilmektedir. Ardindan ilgili
miRNA’lara baglanarak hedef genlerine etkimelerine engel olmaktadir. miRZip vektorlerin

etkinlik gésterme yontemi Sekil 4.8°de detayli gosterilmistir.

46



miRZip Anti-miRNA'lar

FYTTTTTI I Ty

&M‘ iy
kaher miRNA
( " inhibisyonu

Endojen miRNA'lar

Sekil 4.7 Lentiviral pmiRZIP vektor yapisi. H1 promotor bolgesi sa¢ tokasi yapisindaki
anti-miRNA inhibitoriin sentezini saglarken, CMV promotor bolgesi GFP proteinin
ifadesini saglamaktadir (SBI’dan adapte edilmistir)

Hedef mRNA hsa-miR-29a endojen
normal etkinlik sevivedeki etkisi
sekli _

5'm7GpppG T JIL AAAA 3

RISC
hsa-miR-29a

Hedef mRNA miRZip-29a
baskilanmis

duromdan cikiyor cm

5 m7GpppG \J AAAA Y

RISC

Sekil 4.8 miRZip vektorlerin 6rnek etkinlik gdsterme sekli. Hedef miRNA’ya baglanarak,
hedef miRNA’nin mRNA’ya baglanip ifade degisikligi yaratmasmi Onlemektedirler
(SBI’dan adapte edilmistir)
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Sekil 4.9°da tasarimi ayrintili olarak gosterilen miRZip vektorleri tasarlanirken kisaca su
basamaklara dikkat edilmistir; ilgili anti-miRNA kismin pri-miRNA sekansi (stem-loop)
seklinde ifade olmas1 gereklidir. Stem loop tizerinde antisense ve sense iki kol vardir, anti-
sense kol miRNA’ya baglanan kisim iken, sense kol miRNA sekasinin benzerini tasir. Bu
yiizden sense kolun asil olgun miRNA gibi etkinlik gdstermesini 6nlemek i¢in iizerinde 2-3

niikleotidlik mismatch yaratilir. 5T (TTTTT) sekans kullanilarak tasarim sonlandirilir.

Forward
TR =3 :\.: shRNA dizaym
H1 Promoter >
Reverse
+1
Loop Terminator

Sense Antisense

== tecGACTCCAGTGGTAATCTACCL toctgtcagaGTAGATTACCACTGGAGTCE Lt L tgan ~~
= aggCTGAGGTCACCATTAGATGgaAggacagtctCATCTAATGGTGACCTCAGaaasactt -~

l Transkripsiyon

gtcc
5~ GACUCCAGUGGUAAUCUACC t shRNA
3’ = uwuCUGAGGUCACCAUUAGAUG 4 tq

Gar

Sekil 4.9 miRZip tasariminin detayl yapisi. miRNA’ya baglanacak olan kisim antisense ve
sense sekans seklinde shRNA tasarimi olarak stem loop yapisina eklenir. Hiicre icerisinde
stem loop yap1 ifade edildikten sonra Dicer enzimi ile kesilerek shRNA tasarim elde
edilmis olunur (SBI’dan adapte edilmistir).

4.2.11.2.Plazmid Vektorlerin Klonlanmasi ve Hazirlanmasi

[lgili miRNA’lara baglanacak olan inhibitdrler tasarlandiktan sonra bu inhibitdr sekanslar1
(shRNA) tasiyacak olan vektorlerin klonlanmasi gergeklestirilmistir. Vektorler TOP10 E.
coli kompetant hiicreleri kullanilarak klonlanmislardir. ShRNA sekans: tasarlanirken
oligoniikeotid yapisinda iki RNA sekansi olacak sekilde sentezlenmesi gerceklestirilmistir
(Integrated DNA Technologies — IDT) ve 100 °C sicaklikta iki RNA bir araya getirilmistir.
Plazmid vektorler ve ilgili ShRNA sekansi igeren PCR iiriinleri ECOR1 ve BamHI enzimleri
ile kesilmistir. Ligasyonun ardindan jel ekstrasyonu (Zymoclean™ Gel DNA Recovery
Kit) yapilmigtir ve kompetant hiicrelere transformasyon islemi gergeklestirilmistir.
Ampisilin direng geninin plazmid igerisindeki varligi sayesinde ampisilin iceren besi
ortaminda koloniler se¢ilmis ve koloni PCR ile dogru sekans igerip icermedikleri kontrol

edilmistir. Miniprep (QlAprep Spin Miniprep Kit) ile plazmidlerin izolasyonu yapilmistir.
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Plazmid DNA’larin Sanger sekanslama ile dogru sekansi igerip icermedikleri kontrol
edilmistir. Maxiprep (Qiagen Plasmid Midi Kit) ile plazmidler g¢ogaltilmis ve jelde

biitiinliikleri kontrol edilmistir.
4.2.11.3. Oligoniikleotid Yapisindaki anti-mikroRNA sekansin (shRNA) Dilusyonu

Oligoniikleotid yapisinda tasarlanmis olan anti-miRNA sekanslar (ShRNA) (Integrated
DNA Technologies — IDT) 50 uM Tris-EDTA (TE) ¢ozeltisi igerisinde ¢oziilmiistiir.
Ardindan 20 pL “sense” ve 20 puL “antisense” RNA karistirilmistir ve vortekslenmistir.
Bek alevinde beher icerisinde su kaynatildiktan ve 100 °C oldugundan emin olunduktan
sonra karistirilan RNA c¢ozeltisi 10 dakika boyunca kaynatilmistir. Ardinda yavasga
sogumast saglanmis ve 50X, 10X yogunluklarda steril su ile ¢oziilmistiir. Boylece

ligasyonda kullanilacak “insert” hazirlanmistir. Ligasyon i¢in 10X yogunluk kullanilmistir.

4.2.11.4.miRZip Lentiviral Vektorlerin Restriksiyon Enzimleri ile Kesilmesi ve Insert

ile Ligasyon

Lentiviral plazmid restriksiyon enzimleri olan BamH1 ve EcoRIl (New England Biolabs)
kullanilarak kesilmistir. Plazmid kesimi i¢in her iki enzimi de igcermeyen “Uncut” kontrol,
sadece BamH1 igeren kontrol, sadece ECORI iceren kontrol ve her iki enzimi igeren asil
dilusyon hazirlanmigtir. Kullanilan plazmidin total miktar1 10 pg olacak sekilde
ayarlanmistir. Kontroller 10 pL hacimde olacak sekilde hazirlanirken, plazmid kesimi 30
uL total hacimde gergeklestirilmistir. Plazmidler kesim igin; 11.8 uL steril su; 3 uL Buffer
4 (New England Biolabs), plazmid DNA 11.11 uL (10 ng), BamHI 2uL, EcoRI 2 uL
olacak sekilde hazirlanan dilusyonlarda kesilmistir. Hazirlanan dilusyonlar Cizelge 4.4’de

gosterilmistir.

Cizelge 4.7 Plazmid vektor hazirlanirken kullanilan kontrollerin igerigi

“Uncut” BamH1 EcoRlI “Two cuts”

Kontrol Kontrol Kontrol Plazmid
Steril su 8 uL 7.5 uL 7.5 uL 11.8 uL
Buffer 4 1pulL 1l 1ulL 3uL
BamH1 - 0.5 uL - 2 ul
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EcoRI - - 0.5 uL 2 uL

Plazmid DNA 1uL (500ng) | 1puL (500nNng) |1 upL (500 |11.8 uL (10
ng/ul) ng)
Total hacim 10 pL 10 pL 10 pL 30 pL.

Kesim islemi i¢in 37 °C sicaklikta 3 saat beklenmistir. Ardindan tiim kontroller ve plazmid
dilusyonu total hacimlerinin %10 olacak sekilde yiikleme boyamasi kullanilarak, 3 pL
ethidium bromide (EtBr) iceren %0.8’lik agaroz jele yiiklenmistir. %0.5’lik Tris Borate
EDTA (TBE) buffer igerisinde 100 V, 400 mA ayarlar1 kullanilarak 30 dakika boyunca
jelde yiritiilmislerdir. Jelde goriintiileme yapilarak kesim isleminin tamamlanip
tamamlanmadig1 kontrol edildikten sonra plazmidlerin tamamu jele yiikklenmis, yiiriitiilmiis
ve ultra viyole (UV) 1sik kullanilarak bir bisturi yardimiyla kesilmistir. Ardindan jel
ekstrasyonu yapilmistir. Jel ekstrasyonu i¢cin Zymoclean™ Gel DNA Recovery Kit
kullanilmistir. Kesilen jel parcalarmin oncellikle agirligi hesaplanmig, agirhigin 3 kati
olacak sekilde AD temizleme buffer eklenmis, 54 °C’de 15 dakika karistirilarak
¢oziilmiiglerdir. Kolon tiipler kullanilarak 1 dakika 14.000 g santrifiij edilmislerdir. Daha
sonra filtreden gegen kisim atilmistir. 30 saniye 14.000 g santrifiij edilerek iki kez etanol
ile yikanmiglar ve 12 uL su eklenerek ¢oziilmiislerdir. Ardindan Nanodrop ND 1000,

spektrofotometre ile elde edilen plazmid konsantrasyonu 6l¢iilmiistiir.

Ardindan “insert” ile ligasyon islemi gerceklestirilmistir. Bu islem sirasinda vektor:insert
kopya sayis1 oranlarma dikkat edilmistir. Buna gore “insert” olarak shRNA kullanildigi
icin 1:10 oran1 tercih edilmistir. DNA miktar1 hesaplanirken asagidaki formiil
kullanilmustir;

ng insert = {(bp biiylikliigii insertxng vektor)+bp vektor}x10
Ligasyon reaksiyonu i¢in kullanilan hesaplama Cizelge 4.5’te detayli olarak gosterilmistir.

Cizelge 4.8 Ligasyon i¢in kullanilan reaksiyon karigimi

Ligasyon reaksiyonu

5X Ligaz buffer 2 ul

Saf vektor DNA 1 uL (100 ng)
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insert ShRNA 2 uL
Steril su 4 uL
T4 DNA ligaz 1L
Total hacim 10 pL

Reaksiyon 25 °C’de 30 dakika inkiibe edilmistir. Ligasyon, insert igeren ama ligaz enzimi
icermeyen (ligaz —, insert+); insert igermeyen ama ligaz enzimi i¢eren (ligaz +, insert-)
kontrol kullanilarak gergeklestirilmistir ve bu kontroller kullanilarak kompetant hiicrelere

transformasyon gergeklestirilmistir.
4.2.11.5. Kompetant Hiicrelere Kimyasal Transformasyonun Gergeklestirilmesi

Her bir ligasyon reaksiyonu igin 50 uL TOP10 E.coli kompetant hiicre kullanilmistir.
Transformasyon yapilirken alev yaninda ve buz {istiinde c¢alisilmistir. Maksimum 10 ng
DNA igeren 10 pL ligasyon reaksiyonundan 1 pL alinip pipetaj yapilmadan, daireler
cizilerek kompetant hiicreler icerisine aktarilmistir. 30 dakika buz iistiinde tutulmustur.
Daha sonra 42 °C su banyosuna konulmustur ve 45 saniye bekletilmis, ardindan hemen 2
dakika buz {izerinde tutulmustur. 450 pL. SOC besi yeri eklendikten sonra 150 rpm hizda
karismalar1 saglanarak 37°C’de inkiibe edilmislerdir. Iki farkli hacimde olacak sekilde (150
pL ve 300 puL) ampisilin iceren LB agar besi yerine ekim yapilmistir. 37°C’de gece boyu

inkiibe olmalar1 saglanmaistir.
4.2.11.6.Koloni PZR

LB besi yerine ekim gergeklestirildikten sonra biiyliyen kolonilerin dogru biiytikliikte olup
olmadiginmn kontrolii ve Sanger sekanslama ile dogru “insert” icerdiklerinin kontrolii i¢in
koloni PCR gergeklestirilmistir. Bunun diginda, insert igeren ama ligaz enzimi igermeyen
(ligaz —, insert+); insert icermeyen ama ligaz enzimi igeren (ligaz +, insert-) kontrol
plateleri ile insert iceren (ligaz+, insert+) plateler arasindaki koloni sayisi karsilastiriimistir
ve insert igeren platelerdeki koloni sayismin daha fazla oldugu dogrulanmistir. Ardindan
besi yerinde tireyen en biiyiik koloniler se¢ilerek PZR i¢in hazirlanmislardir. 10 pL tip ucu
kullanilarak koloniler ates yaninda secilmistir. 100 pL steril su igerisine birakilmislardir.

Tiipler 100°C’deki 1s1 blogunda 10 dakika bekletilmislerdir ve ardindan hemen buz iistiine
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konulmuslardir. Hizlica santrifiij edilmislerdir ve 1 pL ¢6zelti PZR i¢in kullanilmistir. PZR

icin kullanilan reaksiyon karisimi Cizelge 4.6’da gosterilmistir.

Cizelge 4.9 Koloni PZR reaksiyon karigimi

1 X (Ornek sayisi)

10X reaksiyon buffer 3uL

dNTP 3puL

MgCl, 0.9 uL

Primer forward 10 uM 1.5puL

Primer reverse 10 uM 1.5puL

Taq polimeraz (Invitrogen) 0.2 uL

Steril su 18.9 uL
DNA/koloni 1ulL

Toplam 30 pL

PZR i¢in 94°C 5 dakika, 94°C 30 saniye, 55°C 45 saniye, 72°C 30 saniye, 72°C 7 dakika
kosullar1 kullanilmis, 35 siklus olacak sekilde PZR gerceklestirilmistir.

4.2.11.7.Vektorlerin Elde Edilmesi icin Miniprep Yapilmasi

E.coli igerisinde ¢ogaltilan vektorlerin saflastirilmasi ve uygun miktarda elde edilmesi igin
Qiagen Miniprep Kit kullanilarak miniprep gerceklestirilmistir. Tiim protokol alev yaninda
takip edilmistir. Segilen koloniler, PZR i¢in alinirken bir miktar birakilmasina ve tekrar
biiylimesi i¢in gece boyu inkiibasyonun gergeklestirilmesine dikkat edilmistir. Ardindan
koloniler tip yardimiyla tekrar secilip 3 mL 2YT besi yeri (ampisilin iceren) icerisine
atilmig ve gece boyu 37°C’de ¢alkalanarak inkiibe edilmeleri saglanmaistir.

Ertesi giin, 10 dakika 3000 g 4°C’de santriflij edilmislerdir. Siipernatant atilmistir. Peletler
P1 buffer kullanilarak siispanse edilmistir ve 1.5 mL ependorflara alimmigtir. 250 pL P2
buffer eklenmis, karistirtlmistir. 250 uL P3 buffer eklenmis ve karistirilmistir. Stipernatant
1.5 mL tiiplere aktarilmistir. Hacminin 0.7 kat1 olacak sekilde izopropanol eklenmistir. 15
dakika 10000 rpm hizda santrifiij edilmistir. Siipernatant atimistir. Peletler 500 pL
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%70’lik etanol ile yikanmustir. 10 dakika 10000 rpm’de santriflij yapilmistir. Siipernatant
atilmis ve peletler kurutulmustur. Ardindan 20 plL TE buffer igerisinde ¢oziilmiiglerdir.
Nanodrop kullanilarak miktarlar1 6lgiildikten sonra, %1’lik agaroz jelde de kontrol
edilmiglerdir. Sanger sekanslama (LGC company) i¢in 10 pL karisim hazirlanmistir.
Miniprep ile elde edilen vektorden 100 ng karisima eklenmistir, 5 pg miRZip forward

primer kullanilmigtir.
4.2.11.8.Vektorlerin Elde Edilmesi icin Maxiprep Yapilmasi

Sanger sekanslama i¢in dogru “insert” igerdiginden emin oldugumuz vektorlerin miktarini
artirmak igin Qiagen Maxiprep Kit kullanilmustir. Tk olarak 12 saat boyunca 1 mL 2YT
besi yeri igerisinde miniprepten elde edilen vektdrler inkiibe edilmistir. Inkiibasyon
37°C’de 150 rpm hizda g¢alkalama gergeklestirilerek yapilmistir. Ardindan besi yeri, 500
mL ampisilinli 2YT besi yeri igeren flasklara aktarimistir. Gece boyu 37°C’de 150 rpm
hizda inkiibe edilmistir. Ertesi giin kiiltiirler 50 mL flasklara bolinmiistiir. 3000 g hizda 10
dakika 4°C’de santrifiij edilmistir. Stpernatant atilmistir, peletler 8 mL P1 buffer ile
¢cOzililmiistiir. Ardindan 8 mL P2 buffer eklenmistir ve oda sicakliginda 3 dakika inkiibe
edilmistir. 8 mL S3 buffer eklenmis, 5 kez ters yliz ederek karistirilmistir. 3000 g hizda 3
dakika santrifiij edilmistir. Santrifiij sirasinda vakum cihaz1 ve Qiagen Plasmid Plus Maxi
spin kolonlar hazirlanmistir. Lizat/slipernatant QIAfilter kartuslara transfer edilmistir ve
lizat yeni bir tiipe filtre edilerek konulmustur. 5 mL BB buffer eklendikte sonra, lizatlar
spin kolonlara transfer edilmislerdir. Vakum baslatildiktan sonra, tiim sivi vakumlanana
kadar beklenmistir. Ardindan membranda kalan DNA’y1 yikamak i¢in 700 uL. PE buffer
eklenmis ve vakum tekrar baglatilmistir. Yikama soliisyonunu tamamen uzaklastirmak i¢in
1 dakika 10000 g hizda santrifiij yapilmistir. Kolon yeni bir tiipe yerlestirilip 400 uL EB
buffer eklendikten sonra 2 dakika beklenmis ve 1 dakika 10000 g hizda santrifiij
yapilmustir. Vektor konsantrasyonu nanodropta Olglilmiistiir ve %0.8’lik agaroz jelde

kontrol edilmistir.
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4.2.12. LENTIVIRAL VEKTORLERIN HEK?293T HUCRELERINDE
COGALTILMASI VE MEME KANSERi HUCRELERININ VIRUS IiLE
ENFEKSiYONU

I1gili miRNA’lar ve kontroller igin hazirlanan vektorler ilk olarak viriislerin paketlenmesi
icin HEK293T hiicrelerine yapisal plazmidler ile birlikte transfekte edilmistir. Viriislerin
hazirlanmasi i¢in 3. nesil 4’ plazmid sistemi kullanilmistir ve lentiviriis paketlenmesi
kalsiyum fosfat kullanilarak yapilmistir. Buna gore hazirlanan plazmid karisimlar1 Cizelge

4.7°de gosterildigi gibidir.

Cizelge 4.10 Viris paketlenmesi i¢in plazmid karigimi

Madde Miktar

CaCl, 15 L

pMSCV-VSV-G 1 ul (1 ug)

PRSV.REV 1 uL (1 pg)

pMDL-gPRRE 1 uL (1 ug)

Lentivektor 2 uL (1 png)

Steril su 150 ul’ye tamamlanacak kadar eklenir

Daha sonra her bir plazmid karisimi i¢in 150 pl 2XHBS iceren FACS tiiplerine karisim
damla damla, pipetle baloncuklar yaparak ecklenmistir. 2 dakika oda sicakliginda
beklendikten sonra HEK293T hiicreleri transfekte edilmistir. 24 saat sonra Viriis igeren besi
yeri toplanip medyum degistirilmistir. Ertesi giin viriis igeren besi yeri filtre edilmis ve
dogrudan meme kanseri hiicreleri belirli hacimlerde viriis kullanilarak enfekte edilmistir.
Enfeksiyon srrasinda adjuvant olarak toplam besi yeri hacminin %1 oraninda polibren
eklenmistir. Ertesi giin hiicreler tripsin ile kaldirilmis ve 3 kez PBS ile yikanmus, besi yeri
ile sulandirilarak yeni platelere alimmustir. 4 giin sonra GFP ifadesi (yesil hiicreler)
mikroskop altinda kontrol edilmistir ve FACS (flow sitometri) analizi ile GFP pozitif

(enfekte) hiicrelerin orani tespit edilmistir.
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4.2.13.iILGILI MIRNA’LARIN HUCRE KULTURUNDE ENFEKSIYONU VE
FACS ANALIZi

I1gili miRNA’larm susturulmasi i¢in hazirlanan viriisler farkli hacimlerde (50 pl, 250 pl,
750 pl) kullanilip meme kanseri hiicreleri enfekte edilerek en iyi enfeksiyon orani igin
optimize edilmislerdir. Hiicreler enfekte olduktan sonra kendileri i¢in kullanilan normal
besi yeri ortaminda (%10 PBS, %1 P/S, %1 L-glutamin) biiyiitiilmiislerdir. Optimizasyon
icin 50 pl, 250 pl, 750 pl hacimlerdeki hiicrelerin enfeksiyonun 4. giiniinde FACS analizi
ile GFP oranlar1 kontrol edilmistir. Bunun i¢in enfekte hiicreler tripsin ile kaldirilmis ve
500 wl kadar sulandirilarak FACS tiiplerine alinmistir. Ardindan PBS ile 3 kez yikanmuglar
ve en son 300 pl PBS ile sulandirilip kontrol edilmislerdir. FACS analizi BD FACSCalibur
cihazi kullanilarak yapilmistir. Analiz srrasinda hiicreleri ayrmak i¢in 1ki kapi
kullanilmistir. Tiim canli hiicrelerin ayrildigir kapi olarak SSC-H kullamilirken, GFP+
hiicrelerin ayrilmasini saglayan kapi olarak FL2-H ayarlanmistir. Ardindan canli hiicre

oranlar1 ve GFP+ hiicre oranlar1 FlowJo 9.0 programi kullanilarak analiz edilmistir.
4.2.14. ILGILi MIRNA’LAR iCIN GFP COMPETITION ASSAY UYGULAMASI

Optimizasyondan sonra, GFP competition assay i¢in hiicreler yaklasik 60-70 pl hacimde
enfekte edilmistir. GFP competition assay uygulamasi, miRNA ifadesi susturulduktan
sonra enfekte olan hedef hiicrelerde olusacak degisiklerin gézlenmesi i¢in yapilmaktadir.
Buna gore enfekte olan hiicreler, eger miRNA susturulmasi hiicre ¢ogalmasini engelleyen
bir etki yaratiyorsa 6lmeye baslayacaklar ve GFP + (enfekte) hiicre orani giin ve giin
azalacaktir. Bunun i¢in baslangicta enfekte hiicre (GFP +) oraninin %?20-60 arasinda
olmasma 6zen gosterilmistir. Bu oran araliginda enfeksiyonu gerceklestirilen hiicreler ilk
olarak enfeksiyonun 4. giinii olmak iizere her iki giinde bir FACS (BD FACSCalibur)
cihazinda kontrol edilmistir ve GFP pozitiflik oran1 seklinde ifade edilen enfekte hiicre
oraninin degisip degismedigi takip edilmistir. Vektorler ile enfekte olan hiicre kiiltiirleri 6
kuyucuklu petrilerde idame edilmistir. Deney 3 biyolojik tekrar olacak sekilde farkli
zamanlarda tekrarlanmig ve kontrollerin de takibiyle birlikte yaklasik 40 giin

strdiirilmistiir.
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4.2.15.iILGiLIi MIRNA iFADESi SUSTURULDUKTAN SONRA APOPTOZIS
TESTININ GERCEKLESTIRILMESI

Annexin ailesi fosfolipidlere baglanan kalsiyum bagimli proteinlerden olusur ve
fosfatidilserin (PS) yapisina baglanarak apoptotik hiicrelerin tespitini saglarlar. Saglikli
hiicrelerde PS sitoplozmada bulunur. Apoptozisin uyarilmasiyla beraber plazma membrani
disina atilir ve Annexin V gibi floresans 0Ozellikte boyalarla boyanir hale gelir.
Ilgilendigimiz miRNA’lar, miRZip (anti-miRNA) vektdr tasiyan viriislerle meme kanseri
hiicrelerinin uygun hacimde (en az 800 pL) enfeksiyonu sonrasi susturulmustur. miRZip
vektorlerinin enfekte ettigi hiicre oran1 4. giin daha 6nce bahsedildigi gibi FACS cihazinda
kontrol edilmistir ve en az %90 oraninda GFP+ hiicre gozlenmistir. Ardindan, enfekte
hiicrelerde proliferasyonun azaldig1 enfeksiyon sonrasi 8-9. giin apoptozis varliginin
arastirilmasi ve hiicre 6liimii olup olmadiginin sorgulanmasi icin APC Annexin V ve/veya
PI (propidium iodide) ile boyama yapilmistir. Bunun i¢in enfeksiyon olmayan normal
hiicreler (hiicre kontrol), negatif kontrol vektor ile enfekte hiicreler (NT1), miRZip
vektorleri ile enfekte hiicreler kullanilmistir. Normal hiicreler islemin optimizasyonu igin

kullanilmastir.

Boyama yapilan ve yapilmayan normal hiicrelerle optimizasyon gerceklestirilmistir.
Hiicreler toplanirken tripsin ile muamele dncesi besi yeri atilmamis ve igerisinde ylizen 6lii
hiicreler de toplanmistir. Ardindan 1 milyon civarinda hiicre soguk PBS ile iki kez
yikanmistir ve 1X kalsiyum buffer’dan 500 pL kullanilarak ¢oziilmistiir. 100 puL kadar
olan kisim yeni FACS tiipline aktarilmis ve GFP oranmin tespiti i¢in saklanmistir. 5 pL
APC Annexin V boya bir bagka tiipe ayrilan diger 100 pL kisima eklenmistir.
Karstirildiktan sonra oda sicakliginda 15 dakika bekletilmistir. Ardindan 300 pL 1X
kalsiyum buffer tiim tiiplere eklenmistir ve 6rnekler FACS cihazinda kontrol edilmistir.
FACS yapilirken apoptotik hiicreleri tespit etmek icin FL4-H kapisinda dlgiim yapilmistir.
Yaklasik 25000 hiicre (events) her bir analiz i¢in cihazda sabit olarak sayilmistir. FL2
detektorii kullanilarak kapilar her bir hiicre analizine uygun sekilde voltaj ayarlamasi
yapilarak adapte edilmigler. Daha sonra sonuglar FlowJo 9.0 programi ile analiz

edilmislerdir. Test, farkli zamanlarda 3 biyolojik tekrar yapilarak tekrar edilmistir.
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4.2.16. ILGILI MIiRNA IFADESININ SUSTURULDUGU HUCRELERDE YARA
IYILESME DENEYININ GERCEKLESTIRILMESI

Oncelikle meme kanseri hiicreleri 6-kuyulu platelere her kuyuya 250.000-300.000 hiicre
olacak sekilde ekilmislerdir. 24 saat sonra en az %80-90 GFP+ enfekte hiicre orani elde
edilecek uygun hacimde viriis kullanilarak (en az 800 uL) enfeksiyon gergeklestirilmistir.
Ardindan 7. giine kadar enfeksiyon durumu FACS cihazi kullanilarak takip edilmis ve
miRZip etkinligi sonucu miRNA susturulmasmin hala aktif oldugu 7. giin yara iyilesme
deneyi gerceklestirilmistir. Bunun i¢in 10 pL ipler kullanilarak hiicreler tam ortadan bir
¢izgi olacak sekilde c¢izilmistir ve kalkan hiicreleri uzaklastirilmak ig¢in PBS ile hiicre

yiizeyi yikanmistir. Deneyin zamanlamasi ve planlamasi Sekil 4.10°da goriilebilmektedir.

Meme kanseri

hiicrelerinde lentiviral

enfeksiyon

* Normal Hucre X1 kuyu

* miRZip enfekte X1 kuyu

* NT1 (negatif kontrol) X1
kuyu

(Enfeksiyon sonrasi 7. glin)

Yara iyilesme deneyi 7 guin boyunca takip edildi

¢ ! | ! 5

Sekil 4.10 Yara iyilesme deneyinin takibi ve zamanlamasi

Hiicrelerde olusan hat boyu ¢izik ve arasindaki boslugun boyutu, iyilesme siireci farkl ti¢
bolgeden fotograflar alinarak her giin takip edilmistir. Ardindan ImageJ analiz programi
kullanilarak yara arasindaki bosluk hesaplanmis ve iyilesme siireci karsilastirilmistir.

Deney farkli zamanlarda 3 biyolojik tekrar yapilarak tekrar edilmistir.

42.17.ILGILI MIRNA’LARIN SUSTURULDUGU HUCRELERDE HUCRE
SIKLUSU TESTININ GERCEKLESTIiRILMESI

Hiicre siklusu kontrolii DNA replikasyonunun ve hiicre boliinmesinin saglikli sekilde
gerceklesmesini saglar. Ilgili miRNA’lar susturuldugunda gozlenen hiicre dliimiiniin hiicre
siklusunun duraksamasi ve kontrol mekanizmalariyla iliskisinin arastirilmasi i¢in floresans
ozellikteki PI (propidium iodide) ile boyama gerceklestirilerek analiz yapilmistir. Analizin

temel amaci ortamda bulunan DNA’nin floresans boya ile boyanmasi ve FACS cihazi
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kullanilarak tespit edilmesidir. FACS cihaz1 ile analiz sirasinda GO/G1, S ve G2/M olmak
iizere li¢ faz gozlenebilinmektedir. Bu fazlara ait DNA miktar1 normal hiicrelerle
karsilastirilarak hiicre siklusunun aksayip aksamadigi kontrol edilebilmektedir. Buna gore
her bir 6rnekten (miRZip, NT1, hiicre kontrol) 3 x10° hiicre 500 pL hacimde olacak
sekilde FACS tiiplerine toplanmistir. Ornekler apoptozis testi icin kulanilan hiicrelerden
elde edilmislerdir. Bu yiizden %90 ve tizeri GFP+ oranma sahiptirler. Test, apoptozis testi
ile ayn1 anda 8-9. enfeksiyon giiniinde gergeklestirilmistir. 1200 rpm hizda 5 dakika
santrifiij ile peletler elde edilmistir. Ardindan %1 BSA (bovine serum alblimin) igeren
soguk PBS ile 1 kez yikama yapilmistir. Hiicreler, ilk kullanilan hacmin yaris1 kadar PI
boyama soliisyonu (250 pL) ile sulandirilmiglardir. Buzda 10 dakika bekletildikten sonra
FACS cihazinda analiz gerceklestirilmistir. Analiz, G1 pik noktasina gore FL-2 kanali
kullanilarak optimize edilmistir. Her bir ornekten yaklasik 25 x 10° hiicre sayilarak
yapilmistir. Sonrasinda ModFit programi kullanilarak analiz edilen tiim hiicreler
incelenmis ve birbirine yapisik hiicre ¢iftleri elenerek GO/G1, S ve G2/M dagilimlar1
histogram analizinde tespit edilmistir. Hiicre siklusu testi farkli zamanlarda 3 biyolojik

tekrar kullanilarak tekrarlanmistir.
4.2.18. AGO2-1P UYGULAMASI

AGO2-IP uygulamasinin gergeklestirilmesi i¢in ilk olarak meme kanseri hiicrelerinde ilgili
miRNA’larin tamamen ifadelerinin degismesi ve susturulmalar1 saglanmustir. Uygulama,
daha once Ping Tan ve arkadaslari tarafindan tarif edilen protokole uygun sekilde
gerceklestirilmistir (87). AGO2-IP yapilacak hiicrelerin tamaminda en az %85 ve lizeri
GFP+ (enfekte) hiicre oran1 hedeflenmistir. ilgili miRNA’larm miRZip vektorler ile
susturulmasi iki sekilde yapilmistir; miRZip449a vektorii kullanilirken, hiicrelerde cok
hizl1 6liim ve proliferasyonda gerileme gozlendigi igin taze viriis kullanilmis ve enfeksiyon
sonrast 5. giin hiicrelerin tamami toplanmistir. Deney i¢in planlanan zaman araligi ve
kullanilan hiicre sayilar1 Sekil 4.11°de goriilebilmektedir. Hiicre peletleri elde etmek igin
tripsinizasyondan sonra hiicreler 1200 rpm’de 5 dakika santriflij edilmisler ve 3 kez PBS
ile yikanmiglardir. Ardindan -20°C’de saklanmislardir.
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A5 milyon hicre NTZ (Negfatif Kontrol): 18

750 uL miRZip449a ve NT2 m!Iyqn hucre . )

virtsleri ile enfekte ediliyor miRZip449a: 18 milyon hicre
Gun O Glun 5

Sekil 4.11 AGO2-IP uygulamas: i¢in meme kanseri hiicrelerinde miRZip449a ve NT2
(negatif kontrol) ile yapilan enfeksiyon.

miRZip345 vektorii ile enfeksiyon ardindan hiicreler “sorting” islemi i¢in toplanmistir.
Sorting isleminin amac1 GFP oran1 %80 civarinda olan hiicrelerden enfekte olmayanlari
ayirmak ve sadece GFP pozitif olanlar1 elde edip biiyiitmektir. islem &ncesi hiicreler tripsin
ile kaldirilmis, PBS ile 1200 rmp hizda 5dakika yikanmistir. Ardindan tekrar 1 mL besi
yeri ile sulandirilip FACS tiiplerine siiziilmiislerdir. Sorting islemi Beckman Coulter
MoFiO High performance Cell Sorter cihazi ile yapilmis ve her bir enfeksiyondan %99
GFP+ olan en az 2 milyon hiicre toplanmistir. miRZip345 i¢in hazirlanan deney plan1 Sekil

4.12°de detayl olarak sunulmustur.

800.000 hicre 750 ulL

miRZip345 ve NT1 Her biv eniekeiyoniin 10, Sorting sonrasi 2. hafta, hilcreler
! $ic y milyon kadar hucre "sorting"ign . <

(negatif kontrol) virGsleri kullaniliyor (Baslangic GFP 18 milyon sayisina ulagtiginda

ile enfekte ediliyor orani %80) toplaniyor (GFP oranlari: %90)

Gin 0 l > Sort edilen hicreler;

NT1:2.5 milyon
345:2.5 milyon

Sekil 4.12 AGO2-IP uygulamas1 i¢gin meme kanseri hiicrelerinde miRZip345 ve NT1
(negatif kontrol) ile yapilan enfeksiyon.

miRZip345, miRZip449a ve NTI1 (negatif kontrol) enfeksiyonu ardindan elde edilen
peletler AGO2-IP uygulamasi igin hazirlanmistir. Ek olarak normal hiicreler ile 1gG
antikoru kullanilarak immunopresipitasyonun kontrolii yapilmistir. Uygulama toplamda 3
giin siirmiistiir. Ik olarak ¢oktiirme (immunopresipitasyon) isleminde kullanilan boncuklar

(fare protein G sepharose boncuklar1) hazirlanmistir ve AGO2 antikoru (Clone 2E12-1C9
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Abnova) ile baglanmalar1 saglanmistir. Negatif kontrol olarak IgG antikoru (Milipore)
kullanilmistir. Boncuklarla antikorlarin baglanmasi i¢in 4°C’de gece boyu inkubasyon
saglanmigtir.  Ertesi giin  hiicre lizisi ve immunopresipitasyon (IP) islemi
gerceklestirilmistir. Hazirlanan AGO2 antikoru ile bagli boncuklar 4 kez NT2 buffer
kullanilarak yikanmis ve pargalanan hiicreler ile bir araya getirilip karigtirilmustir. Lizis
islemi, 100 pl buzda sogutulmus polizom lizis buffer taze hazirlandiktan sonra 6rneklere
eklenip 5 dakika bekletilerek gergeklestirilmistir. Santrifiij islemi iki kez 14000 g hizda
4°C’de 10 dakika gergeklestirilmistir. Supernatant yeni soguk IP (immunopresipitasyon)
buffer igeren bir tiipe alinmistir ve RNP (riboniikleotid protein) 6rnegi olarak saklanmistir.
Hizli bir sekilde karistirildiktan sonra 20 pLL western blot i¢in, 80 pL RNA izolasyonu i¢in
ayrilmistir. Bu kisim total fraksiyonu olusturur ve western blot i¢in ayrilan kisim 5X
loading buffer ile karistirilip 10 dakika kaynatildiktan sonra, RNA i¢in ayrilan kisim ise
700 pL Qiazol ile karistirildiktan sonra -20°C’de saklanmistir. Ardindan geride kalan 900
uL RNP 6rnegi fare anti-human AGO2 (Clone 2E12-1C9, Abnova, Taipei City, Taiwan)
ile daha once kaplanmis sefaroz G boncuklara (Abcam, Cambridge, UK) eklenmistir.
4°C’de calkalanarak yapilan 7 saat inkubasyonun ardindan 6rnekler hizlica santrifiij
edilmis ve boncuklarin iistiinde kalan sivi flow through fraksiyonu olarak toplanmistir.
Aynen total fraksiyon ic¢in yapildigi gibi 20 pL western blot i¢cin ayrilmis, 80 uL. RNA
izolasyonu i¢in saklanmistir. Ardindan boncuklar 6 kez soguk NT2 buffer ile yitkanmis ve
IP, fraksiyonlar1 toplanmistir. Buna gére IP fraksiyonu zenginlesmis AGO2 antikorunun ve
ona bagli miRNA:mRNA komplekslerinin oldugu kismu (boncuklarla birlikte); total
fraksiyon tim mRNA’lar1 ve flow through ise AGO2 antikoruna baglanmayan tiim
RNA’lar1 igermektedir. Son NT2 buffer eklendikten sonra boncuklar hizlica karistirilmis
ve hizlica santrifiij edilmistir. Karigimin tamami I[P fraksiyonunu olusturmaktadir ve
yaklasik 10 pL olan 1/5 kismi western blot i¢in; 40 pL kadar olan 4/5’lik kism1i RNA
izolasyonu i¢in ayrilmustir. Western blot i¢in ayrilan kisma 20 pL miktarda 2X sample
buffer eklenmis ve 6rnekler 10 dakika 100°C’de kaynatilmiglardir. RNA izolasyonuna

ayrilan kisima 700 pL Qiazol eklenmis ve -20°C’de saklanmalar1 saglanmustur.

Ayrilan fraksiyonlarin her biri i¢in RNA izolasyonu yapilmis, 6rnekler mikrodizin igin
hazirlanmistir. Western blot gerceklestirilerek AGO2 proteinin 6rneklerdeki zenginlesme

miktar1 karsilastirilmis ve uygulamanm basarili oldugu gozlenmistir.
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4.2.18.1. AGO2-IP Orneklerinden RNA izolasyonu

AGO2-IP sonrasi total, flow through ve IP fraksiyonlarma ait orneklerden Qiagen
miRNeasy Kit kullanilarak RNA izolasyonu gergeklestirilmistir. Immunopresipitasyon
sonras1 700 pL Qiazol eklenmis olan drnekler Phase Lock Gel Heavy tiipler kullanilarak 30
saniye 14000 g hizda santrifiij edilmistir. Ardindan oda sicakliginda 5 dakika bekletilmis
ve Phase Lock jel igeren tiiplere alinmistir. 140 pL kloroform eklendikten sonra 15 saniye
calkalanmis ve oda sicakliginda 2-3 dakika bekletilip 12000 g hizda 4°C’de 15 dakika
santrifiij edilmislerdir. Berrak {ist faz yeni tiiplere aktarilmistir. Sivi hacmininl.5 kat fazlasi
olacak sekilde %100 etanol eklenmistir. Orneklerin 700 pL kadar kismi1 RNeasy mini ya da
mikro kolonlara eklenmistir ve en az 8000 g hizda oda sicakliginda 15 saniye santrifiij
edilmislerdir. Islem bir kez daha tekrarlandiktan sonra 700 puL Buffer RWT eklenmis ve
santrifiij ayn1 kosullarda tekrarlanmistir. Ardindan 500 uLL Buffer RPE eklenmis ve bu kez
2 dakika santrifiij edilmistir. Kolonlar yeni tiiplere yerlestirilmis, maksimum hizda 1
dakika santrifiij yapilmistir. Ardindan 1.5 mL ependorf tiiplere aktarilan kolonlara 30-50
uL steril su eklenmis, 1 dakika en az 8000 g hizda santrifiij yapilmistir. Son olarak

nanodrop cihazinda RNA konsantrasyonlar1 6l¢iilmiistiir.
4.2.18.2. AGO2-IP Orneklerinden Western Blot Yapilmasi

Western blot i¢in ayrilan ve poliakrilamid jele yiiklenmeye hazir hale getirilen total, IP ve
flow through fraksiyonlarina ait 6rnekler esit hacimlerde yiiklenmislerdir. Hazirlanan jel,
running ve stacking jel olmak iizere iki kisimdan olusmaktadir. Running jel %7.5
derisimde hazirlanmustir. i1k olarak %30’luk acryl, running buffer, steril su, %10’luk SDS
ve 200 pL TCE (Sigma) karistirilmis, jel dokiilmeden hemen once APS ve TEMED
eklenmistir. Running jelin polimerizasyonu tamamlandiktan sonra 0.75 mm’lik tarak
kullanilarak %4 derisimde hazirlanmis stacking jel dokiilmiistiir. Jel tamamen hazir
olduktan sonra Ornekler 14000 rpm hizda 5 dakika santriflij edilmistir. SDS-PAGE jel
elektroforez igine yerlestirildikten sonra running buffer eklenmis ve 2.5 uL marker
(Thermo Protein Marker) ile birlikte 10 pL hacimde 6rnekler yiiklenmistir. Stacking jelde
130 V 60 mA 1.5 saat boyunca drnekler yiiriitiildiikten sonra blotlama islemine ge¢ilmistir.
5X derisimde saklanan transfer buffer (Tris/Gliserin + %20 methanol) 1X olarak

sulandirilmistir. Nitroselilloz membran kullanilarak jel ortada kalacak sekilde blotlama
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sandvi¢ hazirlanmis ve 1X transfer buffer ile 1slanmasi saglanmistir. Blotlama islemi soguk
odada 1 saat 15 dakika boyunca gerceklestirilmistir. Ardindan TBST buffera
(Tris/NaCl/Tween 20) %5 oraninda olacak sekilde siiteklenerek blocking buffer
hazirlanmistir. Membran blocking soliisyonu igerisinde oda sicakliginda, calkalanarak 1
saat bekletilmistir. Ardindan 5 mL TBST, % 5’lik siit ve 25 pL primer antikor (EIF2C2
monoklonal antikor (MO1), clone 2E12-1C9)(IgG Milipore 12-371) karisimi antikor
diliisyonu 1:5000 olacak sekilde hazirlanip eklenmistir. +4C’de gece boyu yapilan
inkiibasyonun ardindan TBST ile yikama yapilmis ve 10 pLL sekonder antikor (Poliklonal
horseradish peroksidaz bagimli tavsan anti-fare Ig, PO260, Dako, Glostrup, Denmark)
(RaMPO, 1:1000) eklenmistir. Hiicre kontrol AGO2-IP ve hiicre kontrol IgG 6rnekleri igin
ek olarak GaMPO sekonder antikoru (Poliklonal horseradish peroksidaz bagimli kegi anti-
fare lg, Dako, Glostrup, Denmark) 1:1000 diliisyon ile kullanilmistir. 1 saat inkiibasyonun
ardindan 3 kez TBST buffer ile yikama yapilmis ve 1 mL SuperSignal West Pico
Chemiluminescent (Thermo) kullanilarak 5 dakika karanlik ortamda inkiibe edilmistir.
Goriintiileme ChemiDoc MP scanner and Image Lab 4.0.1 programi kullanilarak

gergeklestirilmistir.
4.2.18.3. AGO2-IP Orneklerinden mRNA Mikrodizin Profillemesi

[1gili miRNA’larin hedefledigi mRNA profilinin (targetom) ortaya ¢ikarilmasi igin total ve
IP fraksiyonlar1 kullanilarak mikrodizin analizi yapilmis ve miRNA’lara ait targetom elde
edilmistir. Mikrodizin igin Affymetrix Human Genome U133 Plus 2.0 platformu
kullanilmistir. Hibridizasyon, yikama, tarama islemleri Affymetrix’in belirledigi protokole
uygun sekilde gerceklestirilmistir. Her bir 6rnek icin iki teknik tekrar kullanilmistir.
Targetom profillerinin  belirlenmesi i¢in ilk olarak IP ve total fraksiyonlar
karsilastirilmistir. IP fraksiyonunda zenginlesen gen profilleri ortaya c¢ikarilmistir. Daha
sonra susturulan (miRZip ile enfekte) Orneklerin IP fraksiyonu ile kontrol (NT1) IP
fraksiyonlar1 karsilastirilmis ve NT1 6rneklerinde daha fazla ifadesi artmis gozlenen genler

targetom olarak belirlenmistir.

Affymetrix Human Genome U133 Plus 2.0 platformu kullanilirken ilk olarak spike-in
kontroller hazirlanmigtir. Bunun i¢in 100 ng izerinden hesaplama yapilarak poly-A kontrol

dilusyonlar1 hazir edilmistir. Her bir rnekten 70 ng kullanilarak ¢alisiimistir. ik asamada

62



RNA’lar ve T7 olig(dt) primer’ler Kkullanilarak tek zincirli cDNA sentezi
gerceklestirilmistir. Bu islem i¢in ornekler ilgili buffer ve enzimle birlikte 2 saat 42°C’de
inkiibe edilmislerdir. ikinci asamada tek zincirli cDNA, ¢ift zincirli cDNA’ya ¢evrilmistir
ve bu asamada DNA polimeraz ile RNAse H enziminden faydalanilmistir. Ornekler
16°C’de 1 saat, ardindan 65°C’de 10 dakika tutularak igslem tamamlanmistir. Elde edilen
cDNA’larin etiketlenmesi ve komplementer RNA (cRNA) eldesi igin in vitro
transkripsiyon yontemi kullanilarak orekler biotin ile etiketlenmistir. Bunun i¢in T7-RNA
polimeraz enziminden yararlanilmistir. Ornekler 16 saat boyunca 40C’de inkiibe edilmis
ve ardindan saflastirilmalari islemine gecilmistir. Saflastirma ve yikama islemleri manyetik
boncuklar kullanilarak yapilmistir. En az li¢ kez %80’lik etanol ile yikama tekrar edilmistir
ve ardindan steril su ile 6rnekler sulandirilmigtir. Nanodrop dl¢iimii sonrasi 250 ng/uL ve
iizeri ¢cikan ornekler ayrica agaroz jelde kontrol edilmis ve fragmente olup olmadiklarina
bakilmistir. Daha sonra drneklerin ¢iplere yiiklenerek 16 saat 45°C’deki firinda hibridize
olmuslardir. Ertesi giin Affymetrix AGCC programi kullanilarak orneklerin yikanma ve
tarama iglemleri tamamlanmistir. Datalar .cel uzantili dosyalar halinde elde edilmisler ve
oncesinde hibridizasyon kalitesi kontrol edilmistir. AGO2-IP uygulamasmin son
basamaginda mRNA mikrodizin analizi igin kullanian Ornekler Cizelge 4.8°de

verilmislerdir.

Cizelge 4.11 AGO2-IP uygulamasi ardindan targetom analizi i¢in mikrodizin yapilan
ornekler

Ornek ismi Ornek Sayisi
NT1 (negatif control) 2

miRZip345 total fraksiyon 2
miRZip449a total fraksiyon 2
miRZip449a IP fraksiyon 2

miRZip345 IP fraksiyon 2

Toplam 8 ornek

Mikrodizin mRNA ifade verisine “quantile normalizasyon” yontemi uygulanarak data
analizi gerceklestirilmistir. Normalizasyon teknik farklardan dolay1 ortaya ¢ikabilecek

farkliliklar1 ~ (spesifik  olmayan baglanma, yikama ve boyama asamasindan
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kaynaklanabilecek farkliliklar, arka plan giiriiltiisii gibi) eleyerek biyolojik veri tizerindeki
gercek farklarin ortaya cikarilmasmi saglamaktadir. Orneklerin data analizi Genespring
programinda gerceklestirilmistir. 11k olarak her bir 6rnek i¢in IP fraksiyonunda zenginlesen
genler bulunmus, daha sonra miRNA’larin susturuldugu 6rneklerde kontrole gore farklilik
gosteren mRNA’lar belirlenmistir. Mikrodizin analizine iliskin detayli bilgi Sekil 4.13 ve
Sekil 4.14°de gosterilmistir.

IP kisminda zenginlesme
(hsa-miR-345 hedefleri ile birlikte
zenginlegsme)

NT1 (kontrol) @‘

hsa-miR-345

3’'UTR

IP kisminda zenginlesme
(hsa-miR-345 hedef mRNA'lara
hsa-miR-345 S — baglan.amadlgl.iqin ona ait hedef
genleri IP fraksiyonunda
zenginlenmis olarak gérmiyoruz)

———

miRZip345 M

Sekil 4.13 miRZip vektdrleri i¢in mikrodizin analizi ve hedef mRNA profilinin bulunmasi
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NT1 Grnekleri miRZip345 6rnekleri
Total RNA IP Total RNA IP

Fold change
analizi (>2)

‘ l Fold change
analizi (>2)

Kargilagstirma

NT1 1P S \MiRZip345 IP

Sekil 4.14 miRZip vektorleri i¢in mikrodizin analizi. Ilk olarak miRZip vektérii ile enfekte
ya da NT1 ile enfekte orneklerin her ikisinde de IP fraksiyonunda zenginlesen genler
bulunmus, daha sonra ifade farkliliklart NT1/ miRZip >1.5 olacak sekilde karsilastirmustir.
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5. ARASTIRMA BULGULARI

EGFR reseptor odakli ajanlar olan trastuzumab ve lapatinibe karst meme kanseri
hiicrelerinde gozlenen miRNA cevabi ilk olarak miRNA mikrodizin analizi kullanilarak
belirlenmistir. {laglara duyarli miRNA’lar tespit edilip ger¢ek zamanli-PZR ile ifadeleri
onaylandiktan sonra hiicre ¢gogalmasina etki eden iki miRNA (hsa-miR-345 ve hsa-miR-
449a) ortaya ¢ikarilmis ve hedef gen profilleri (targetom) bulunup, fonksiyonel testler
yapilarak etkinlikleri arastirilmistir. Ek olarak trastuzumaba cevap veren miRNA’lar
kullanilarak miRNA-miRNA networkleri olusturulmus ve fonksiyonel olarak birbirine

benzer miRNA’lar olas1 etkinlik mekanizmalar1 agiklanarak tespit edilmistir.

51. TRASTUZUMAB VE LAPATINIB IC50 DEGERLERININ TESPIT
EDILMESI

Lapatinib ve trastuzumaba ait IC50 degerlerinin bulunmasi i¢in farkli konsantrasyonlarda
ilag uygulamalar1 yapilmistir. {la¢ uygulamalar: her iki hiicre hattinda (SKBR3 ve BT474)
gerceklestirilmistir. Olgiimler WST-1 uygulamasi ardindan 450 nm dalga boyunda
gergeklestirilmis ve OD (absorbans) degerleri kullanilarak canli hiicre oranlar1i ve OD

egrileri hesaplanmaistir.

Trastuzumab uygulamas1 BT474 hiicrelerinde 6 pg/mL, 2 pg/mL, 0.5 pg/mL, 0.1 pg/mL
konsantrasyonlarinda 144 saat boyunca gergeklestirilmistir. 72. saatte hiicre besi yerleri
degistirilmistir. Coziicii olarak PBS kullanilmustir. ilag uygulanan her bir kuyuya 24 saat
once 6000 hiicre ekilmistir. Uygulamaya ait OD-doz egrileri ve canlilik oranlar1 Sekil
5.1°de ve Sekil 5.2°de verilmistir. SKBR3 hiicrelerinde de ayni ila¢ konsantrasyonlari
kullanilmis, 144 saat boyunca uygulama siirdiiriilmiistiir. Uygulamaya ait OD-doz egrileri

ile canlilik oranlar1 Sekil 5.3’te ve Sekil 5.4°te gosterilmistir.
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BT474 Hiicrelerinde 144 saat Trastuzumab Uvzulamasa
0.9

0.8

0.7

=
wn

=—t—=Trastuzumab

OD Degerleri

=
.

=—=FB3

=
W

=
P

=
et

=

0 0.1 0.5 2 6
pEml ilm; Konsantrasyonlan

G000 hicrekuyu

Sekil 5.1 BT474 hiicrelerinde trastuzumab uygulamasi sonrast OD-konsantrasyon egrisi.

[lag ve PBS uygulamalarmma ait absorbans degerlerinden “blank” (sadece besi yeri)
absorbans degerleri ¢ikarilarak hesaplama yapilmistir.

BT474 Hiicrelerinde 144 Saat Trastuzumab Uygulamasi Sonrasi
Canlihk Oranlar

120

100

80
&0
m Trastuzumab
40 u PEs
20
0
[ 2 0.5 0.1

pg/mL lla¢ Konsantrasvonlan

Canhhk %

Sekil 5.2 BT474 hiicrelerinde trastuzumab uygulamasi sonrasit % canlilik degerleri.

Canlilik yiizdeleri her bir ilgili ilag konsantrasyonun PBS uygulamasina oranlanmasi ile
hesaplanmuigtir.
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SKBR3 Hiicrelerinde 144 saat Trastuzumab Uygulamasi
3
2.5
z
i
5
w15 =+—Trasturumab
a
—B—FPBS
8 1
0.5
0
0 0,1 0.5 2 6
ng/mlL flag Konsantrasyonlan
4000 hiicre/ kuyu

Sekil 5.3 SKBR3 hiicrelerinde trastuzumab uygulamasi sonrast OD-konsantrasyon egrisi.

[lag ve PBS uygulamalarma ait absorbans degerlerinden “blank” (sadece besi yeri)
absorbans degerleri ¢ikarilarak hesaplama yapilmistir.

SKBR3 Hiicrelerinde 144 Saat Trastuzumab Uygulamasi Sonras:
Canhibk Oranlan

120

100 =

b

i

® Trastuzumab

4 m PBS
2

LI}

1] 2 0.3 0.1

pg/ml il,m; Konsantrasyonlar

Canhhk %
= =

=

=

Sekil 5.4 SKBR3 hiicrelerinde trastuzumab uygulamasi sonrast % canlilik degerleri.

Canlilik yiizdeleri her bir ilgili ilag konsantrasyonun PBS uygulamasina oranlanmasi ile
hesaplanmuigtir.
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BT474 ve SKBR3 hiicrelerinde trastuzumab uygulamasina ait ortalama canlilik oranlar1
her bir ilag konsantrasyonu i¢in detayli olarak Cizelge 5.1°de gosterilmistir. Graphad Prism
6 programi ile yapilan analiz sonucu IC50 degeri SKBR3 i¢in 0.13 pg/mL, BT474 icin
0.07 pg/mL olarak hesaplanmis ve RNA izolasyonu i¢in yapilacak ilag uygulamasinin

canlilik degerini %70 civar1 diistiren 6 pg/mL olmasina karar verilmistir.

Cizelge 5.1 BT474 ve SKBR3 hiicrelerinde trastuzumab uygulamasina ait ortalama
canlilik oranlar1

fla¢ Konsantrasyonu SKBR3 BT474
300 pg/mL %36 %35
60 pg/mL %30 %27
30 pug/mL %41 %30
6 ng/mL %25 %29
2 pg/mL %33 %28
0.5 pg/mL %27 %28
0.1 pg/mL %78 %79

Lapatinib uygulamasi i¢in hiicreler ilagla 72 saat boyunca muamele edilmislerdir.
Kullanilacak ila¢ konsantrasyonlar1 1000 pM ana stok sulandirmadan yapilan seri
dilusyonlar ile hazirlanmistir ve ¢oziici olarak DMSO kullanilmistir. Kullanilan
konsantrasyonlar 10 uM, 1 uM, 0.5 uM, 0.1 uM, 0.01 uM, 0.001 uM olarak belirlenmistir.
Uygulamanin 24 saat oncesinde her bir kuyuya 5000 hiicre gelecek sekilde hiicreler
ekilmistir. BT474 hiicrelerindeki uygulamaya ait OD-doz egrileri ve canlilik oranlar1 Sekil
5.5’de ve Sekil 5.6’da verilmistir. SKBR3 hiicrelerine ait OD degerleri ve canlilik oranlar1
ise Sekil 5.7°de ve Sekil 5.8’de gdsterilmistir.
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BT474 Hiicrelerinde 72 saat Lapatinib Uygulamasi

o
a
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Sekil 5.5 BT474 hiicrelerinde lapatinib uygulamasi sonras1 OD-konsantrasyon egrisi. ilag
ve DMSO uygulamalarina ait absorbans degerlerinden “blank™ (sadece besi yeri)
absorbans degerleri ¢ikarilarak hesaplama yapilmistir

BT474 Hiicrelerinde 72 saat Lapatinib Uygulamasa
Sonras1 Canhhk Oranlar
140
120 -
'1{"]. | L 2
#
T 80
:é &0 1  [apatinib
o ® DMSO
40 -
0
0
10 1 0.5 0.1 0. 0.001
(M) ila¢ Konsantrasyonlan

Sekil 5.6 BT474 hiicrelerinde lapatinib uygulamasi sonrasi % canlilik degerleri. Canlilik
yizdeleri her bir ilgili ila¢g konsantrasyonun DMSO uygulamasina oranlanmasi ile
hesaplanmigtir
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SKBRJ Hiicrelerinde 72 saat Lapatinib Uygulamasi
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Sekil 5.7 SKBR3 hiicrelerinde lapatinib uygulamas1 sonras1 OD-konsantrasyon egrisi. Ilag
ve DMSO uygulamalarina ait absorbans degerlerinden “blank” (sadece besi yeri)
absorbans degerleri ¢ikarilarak hesaplama yapilmistir

SKER3 Hilcrelerinde 72 saat Lapatinib Uygulamasi
Somrast Canhhk Oranlar

130

100 -
&
&
- B lapatinib
4 B S0
2
1]
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=

=

Sekil 5.8 SKBR3 hiicrelerinde lapatinib uygulamasi sonras1 % canlilik degerleri. Canlilik
yizdeleri her bir ilgili ila¢g konsantrasyonun DMSO uygulamasina oranlanmas: ile
hesaplanmigtir

BT474 ve SKBR3 hiicrelerinde lapatinib uygulamasina ait ortalama canlilik oranlar1 her

bir ila¢ konsantrasyonu i¢in detayl olarak Cizelge 5.2°de gosterilmistir. Graphad Prism 6
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programi ile yapilan analiz sonucu IC50 degeri SKBR3 i¢in 0.7 uM; BT474 i¢in 0.97 uM
olarak hesaplanmis ve RNA izolasyonu i¢in yapilacak ila¢ uygulamasmimn her iki hiicre

hatt1 i¢in de canlilik degerini %50 civar1 diisiiren 2 pM olmasina karar verilmistir.

Cizelge 5.2 BT474 ve SKBR3 hiicrelerinde lapatinib uygulamasina ait ortalama canlilik
oranlar1

Ila¢ Konsantrasyonu SKBR3 (% canhhk) BT474 (% canhhk)
10 uM 24.81 27.55

1 uM 49.81 79.83

0.5 uM 72.17 59.90

0.1 uM 92.46 89.72

0.01 uM 106.21 102.99

0.001 uM 167.49 104.91

5.2. ILAC UYGULAMASI ARDINDAN RNA iZOLASYONU

[lag uygulamalarindan 24 saat once petri kaplarma ekilen hiicreler belirlenen
konsantrasyonlarda ve siirelerde (lapatinib: 72 saat 2 uM ve trastuzumab: 144 saat 6
pug/mL) ilag¢ ile muamele edilmislerdir. Ardindan TRIzol kullanilarak RNA izolasyonu
gergeklestirilmistir. RNA konsantrasyonlart Nanodrop 6lgiimii ile tespit edilmis ve %1°lik
agaroz jelde yiiriitiilen RNA’larin biitiinliigii kontrol edilmistir. RNA’larda degradasyon
tespit edilmemistir. Trastuzumaba ait RNA’larin bitiinligiinii gosteren agaroz jel
gortintiileri  Sekil 5.9°da; nanodrop Olglimlerini gdsteren tablo ise Cizelge 5.3°de

verilmistir.
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SKBR3 K1
SKBR3 K2
BT474 K1
BT474 K2
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Sekil 5.9 Trastuzumab uygulamasi sonrasi elde edilen ve mikrodizin analizinde kullanilan
RNA’larin %1°lik agaroz jeldeki goriintiileri. Her bir ilag ve PBS uygulamasi i¢in iki
biyolojik tekrar kullanilmistr. RNA’lar jelde 100 v ve 300 mA’de 30 dakika
yiriitiilmislerdir.

Cizelge 5.3 Trastuzumab uygulamasi sonrasi elde edilen ve mikrodizin analizinde
kullanilan RN A’larin nanodrop 6l¢iim sonuglari.

Ornek RNA 260/280 260/230
Konsantrasyonu
(ng/mL)
SKBR3 K1 756.4 2.03 2.10
SKBR3 K2 2026 2.05 2.10
BT474 K1 1415.1 2.09 2.17
BT474 K2 940.5 2.07 2.14
SKBR3 Trastl | 1205.1 2.09 2.04
SKBR3 Trast2 | 824.5 2.07 2.04
BT474 Trastl 326.9 2.04 1.66
BT474 Trast2 458.3 2.01 1.76

Lapatinibe ait RNA’larin biitlinliiglinii gosteren agaroz jel goriintiileri Sekil 5.10°da ve

Sekil 5.11°de; nanodrop Slgiimlerini gosteren tablo ise Cizelge 5.4’de verilmistir.
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Sekil 5.10 Lapatinib uygulamasi sonrasi elde edilen ve mikrodizin analizinde kullanilan
SKBR3 RNA’larinin %1°lik agaroz jeldeki goriintiileri. Her bir ilag ve PBS uygulamasi
icin iki biyolojik tekrar kullanilmistir. RNA’lar jelde 100 v ve 300 mA’de 30 dakika
yiiriitiilmislerdir.

— L b 2- . j’ p— %.. o
woty, B BB BB B = B 1. BT474 K1
Ladder 2. BT474 k2
— - 285 3. BT474 Lapatinibl
i = 4. BT474 Lapatinib2
- - 188
Smmmm - -

Sekil 5.11 Lapatinib uygulamasi sonrasi elde edilen ve mikrodizin analizinde kullanilan
BT474 RNA’larinin %1°lik agaroz jeldeki goriintiileri. Her bir ilag ve PBS uygulamas1 i¢in
iki biyolojik tekrar kullanilmistir. RNA’lar jelde 100 v ve 300 mA’de 30 dakika

yiiriitiilmiiglerdir

Cizelge 5.4 Lapatinib uygulamasi sonrasi elde edilen ve mikrodizin analizinde kullanilan
RNA’larmn nanodrop 6l¢iim sonuglar

Ornek RNA 260/280 260/230
Konsantrasyonu
(ng/mL)
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SKBR3 K1 414 1.97 2.14
SKBR3 K2 439.8 2.07 2.24
BT474 K1 323.9 1.99 2.24
BT474 K2 344.5 1.99 2.13
SKBR3 187.09 2.17 1.34
Lapatinibl
SKBR3 270.19 2.05 1.90
Lapatinib2
BT474 391 1.98 2.13
Lapatinibl
BT474 532.6 2.06 2.06
Lapatinib2

53. LAPATINIBE VE TRASTUZUMABA DUYARLI MIiRNA’LARIN
MIKRODIZIN ANALIZI ILE TESPITI

RNA izolasyonu sonrasi mikrodizin uygulamasi Agilent Human miRNA mikrodizin
platformlar1 kullanilarak gerceklestirilmistir ve 50 ng/mL RNA kullanilmistir.
Uygulamanin ardindan data analizi BRB Array Tools 4.3.2 kullanilarak yapilmistir.
Normalizasyon igin “quantile normalizasyon” metodu tercih edilmistir (79). Istatiksel
analiz icin bir modifiye t-test yontemi olan “between groups of array” secilmis ve ilag
uygulanan hiicre kiiltiirlerinde ifadesi en 2 kat azalan veya artan, P-degeri < 0.05 olan tiim
miRNA’lar bulunmustur. Ardindan ifade degisikligi gosteren miRNA’larm gruplandirmasi
icin Treeview programi kullanilarak kiimeleme analizi yapilmistir ve “heatmap”

¢izilmistir.

Trastuzumab ila¢ uygulamasi ardindan BT474 hiicrelerinde ifade degisikligi gdsteren
toplam 265 miRNA tespit edilmistir. Bunlardan 135 tanesinin ifadesi azalirken, 130
tanesinin ifadesi en az 2 kat degisim gostererek artmaktadir. SKBR3 hiicrelerinde toplam
202 miRNA’nin ifade degisikligi gosterdigi bulunmustur. 104 tanesinin ifadesi artarken, 98
tanesinin ifadesi azalmaktadir. Her iki hiicre hattinda da ortak olan miRNA’larn sayis1 ise
50 olarak bulunmustur. Her iki hiicre hattinda da ortak olan miRNA’lar ise Cizelge 5.5’de

verilmistir. Trastuzumab uygulamasi ardindan BT474 hiicrelerinde ifade degisikligi
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gosteren miRNA’larin tam listesi Ek-1’de,

sunulmustur.

SKBR3 miRNA listesi

ise Ek-2’de

Cizelge 5.5 Her iki hiicre hattinda da ortak olan trastuzumab duyarli miRNA listesi

miRNA 1D SKBR3 p-degeri | SKBR3 Kat | BT474 p-degeri BT474 Kat
degisimi degisimi
hsa-miR-580 0.0035767 16.18 0.001392 5.89
hsa-miR-613 0.0350629 6.24 0.0096497 3.29
hsa-miR-5090 | 0.0015621 6.16 0.0483493 2.56
hsa-miR-2392 | 0.0015115 6.07 0.0149213 3.58
hsa-miR-623 0.0168282 5.61 0.0243095 2.76
hsa-miR-4750- | 0.0060778 4.69 0.0051319 3.81
Sp
hsa-miR-33a- | 0.0100228 4.53 0.0298384 0.37
3p
hsa-miR-4472 | 0.0076724 3.92 0.0090176 3.37
hsa-miR-4481 | 0.0078399 3.86 0.0195027 2.75
hsa-miR-3127- | 0.0237291 3.6 0.0439468 241
5p
hsa-miR-4447 | 0.0097844 3.59 0.0117179 3.99
hsa-miR-181d | 0.00896 3.59 0.0398194 2.37
hsa-miR-601 0.0463435 3.32 0.0338262 2.36
hsa-miR-130b- | 0.0464179 3.17 0.0245657 0.33
5p
hsa-miR-216b | 0.0245426 3.08 0.0495969 0.45
hsa-miR-1268a | 0.0249578 3.04 0.0340529 2.33
hsa-miR-138- | 0.0393388 3.01 0.0327977 0.41
2-3p
hsa-miR-3656 | 0.0398731 2.8 0.0421986 2.21
hsa-miR-26a- | 0.0354726 2.71 0.0312461 3.38
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1-3p

hsa-miR-493- | 0.0410695 2.69 0.0201837 4.95
3p

hsa-miR-371a- | 0.0391787 2.67 0.0194027 2.85
5p

hsa-miR-589- | 0.0465787 2.48 0.0048072 4.77
5p

hsa-miR-99a- | 0.0471686 0.41 0.0069146 0.15
3p

hsa-miR-146b- | 0.0430942 0.37 0.0258481 0.4
3p

hsa-miR-519e- | 0.0461255 0.36 0.0302709 2.57
3p

hsa-miR-127- | 0.0411847 0.36 0.033832 2.45
5p

hsa-miR-18a- | 0.0272841 0.36 0.0345647 0.4
3p

hsa-miR-34c- | 0.040274 0.35 0.0035619 7.69
3p

hsa-miR-365b- | 0.0343413 0.35 0.030063 0.36
5p

hsa-miR-3116 | 0.0307848 0.35 0.0326677 3.13
hsa-miR- 0.0461832 0.35 0.0464526 0.34
548ag-5p

hsa-miR-647 0.0304733 0.34 0.0094015 0.32
hsa-miR-382- | 0.0355528 0.34 0.0162142 3.18
3p

hsa-miR-185- | 0.03341 0.34 0.0248966 0.34
3p

hsa-miR-545- | 0.0345218 0.33 0.0079419 0.21
5p

hsa-miR-4746- | 0.0268011 0.33 0.0254426 0.31
5p

hsa-miR-4257 | 0.0403781 0.33 0.0258715 0.4
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hsa-miR-3691- | 0.0385537 0.33 0.0404707 0.4
3p

hsa-miR-5692a | 0.0151513 0.31 0.007352 0.12
hsa-miR-943 0.0202132 0.31 0.0327177 0.24
hsa-miR-2052 | 0.0317003 0.3 0.0294035 0.25
hsa-miR-4789- | 0.0143541 0.29 0.0053838 4.76
Sp

hsa-miR-578 0.0173729 0.28 0.0153884 2.95
hsa-miR-655 0.0485127 0.25 0.0213592 3.22
hsa-miR-567 0.0057375 0.24 0.0044409 0.2
hsa-miR-615- | 0.0100128 0.21 0.0112228 0.28
3p

hsa-miR-296- | 0.0180521 0.21 0.0221598 0.23
3p

hsa-miR-581 0.0073494 0.2 0.0106609 3.17
hsa-miR-1247- | 0.0366819 0.18 0.0436788 0.36
3p

hsa-miR-19a- | 0.0309777 0.1 0.0288498 3.57
5p

Lapatinib ilag uygulamasi ardindan BT474 hiicrelerinde ifade degisikligi gosteren toplam
miRNA sayis1 215 olarak tespit edilmistir. Bunlardan 113 tanesinin ifadesi azalirken, 112
tanesinin ifadesi en az 2 kat degisim gostererek artmaktadir. SKBR3 hiicrelerinde toplam
182 miRNA’nin ifade degisikligi gosterdigi bulunmustur. 86 tanesinin ifadesi artarken, 96
tanesinin ifadesi azalmaktadir. Her iki hiicre hattinda da ortak olan miRNA’larmn sayisi ise
26 olarak bulunmustur. Hem SKBR3 hem de BT474 hiicrelerinde ortak olan miRNA’lar
Cizelge 5.6’da verilmistir. Lapatinib uygulamasi ardindan BT474 hiicrelerinde ifade
degisikligi gosteren miRNA’larm tam listesi Ek-3’de, SKBR3 miRNA listesi ise Ek-4’de

sunulmustur.

78




Cizelge 5.6 Lapatinib uygulamasi ardindan hem SKBR3 hem de BT474 hiicrelerinde ortak
olarak ifadesi degisen miRNA’lar

miRNA 1D SKBR3 p-degeri | SKBR3 Kat | BT474 p- | BT474 Kat
degisimi degeri degisimi
hsa-miR-649 0.0000697 0.03 0.0477518 2.65
hsa-miR-302f 0.0011234 19.33 0.0092123 4.19
hsa-miR-3181 0.0044865 7.05 0.0127053 5.01
hsa-miR-3685 0.0048051 4.93 0.0184364 3.51
hsa-miR-938 0.0067209 0.18 0.0050742 10.55
hsa-miR-5008-3p | 0.0128734 3.8 0.0204132 0.27
hsa-miR-452-3p 0.0187347 3.71 0.0071855 0.12
hsa-miR-216b-5p | 0.0236523 0.24 0.0193426 3.27
hsa-miR-371a-5p | 0.0258661 0.29 0.0087925 6.03
hsa-miR-186-3p 0.027389 3.36 0.0244425 0.16
hsa-miR-454-5p 0.0355297 0.11 0.0335019 5.05
hsa-miR-3927-5p | 0.0381989 2.72 0.0126461 4.03
hsa-miR-875-3p 0.0382157 0.22 0.0370454 2.7
hsa-miR-663b 0.0388995 0.12 0.0324123 4.39
hsa-miR-570-3p 0.0394342 6.56 0.0245283 0.33
hsa-miR-150-5p 0.0404574 0.38 0.0179707 0.3
hsa-miR-19b-1-5p | 0.0445013 4.37 0.030334 3.13
hsa-miR-4699-5p | 0.0448839 6.88 0.0352529 0.36
hsa-miR-581 0.0455131 4.76 0.002554 10.26
hsa-miR-935 0.0456317 0.34 0.0114829 0.24
hsa-miR-338-5p 0.0469992 0.33 0.0224895 0.29
hsa-miR-449a 0.0476983 2.78 0.0042273 8.85

79




hsa-miR-4800-5p | 0.0485977 0.4 0.0363381 3.11
hsa-miR-4486 0.0488079 3.07 0.0029227 0.16
hsa-miR-26a-1-3p | 0.0496053 0.39 0.0265481 0.31
hsa-miR-185-3p 0.049672 0.26 0.0350819 0.27

Bununla birlikte iki farkli ilag uygulamasi ardindan ortak sekilde ifadesi degisen
miRNA’larin varligi arastirilmigtir. Her iki hiicre hattinda ve her iki ilag uygulamasinda
birden ifadesi ortak degisen sadece 4 miRNA bulunmustur. Bunlar; hsa-miR-185-3p, hsa-
miR-26a-1-3p, hsa-miR-371a-5p ve hsa-miR-581 seklindedir. Hiicre hatlar1 kendi iglerinde
de karsilastirilmistir ve SKBR3 hiicresinde hem trastuzumaba hem lapatinibe duyarli, ayn1
sekilde ifade degisikligi gosteren 11 miRNA bulunmustur. Ilgili miRNA’lar Cizelge 5.7 de

gosterilmistir.

Cizelge 5.7 SKBR3 hiicrelerinde trastuzumaba ve lapatinibe ortak cevap veren miRNA’lar

miRNA ID Trastuzumab Trastuzumab Kat | Lapatinib | Lapatinib
p-degeri degisimi p-degeri Kat degisimi
hsa-miR-345-5p | 0.0010757 0.064 0.026465 0.28
hsa-miR-4750-5p | 0.0060778 4.69 0.039997 5.88
hsa-miR-544a 0.0161229 3.13 0.0498843 | 3.48
hsa-miR-623 0.0168282 5.61 0.0375884 | 3.48
hsa-miR-4760-5p | 0.021372 0.11 0.0354407 |0.34
hsa-miR-182-3p | 0.0311323 0.35 0.045315 0.31
hsa-miR-649 0.0331432 0.36 0.0000697 | 0.03
hsa-miR-185-3p | 0.03341 0.34 0.049672 0.26
hsa-miR-365b-5p | 0.0343413 0.35 0.0233101 | 0.33
hsa-miR-541-3p | 0.039253 0.29 0.0078022 | 0.24
hsa-miR-938 0.0404244 0.39 0.0067209 | 0.18

BT474 hiicrelerinde hem trastuzumaba hem lapatinibe duyarli, ayni sekilde ifade
degisikligi gosteren 22 miRNA bulunmustur. ilgili miRNA’lar Cizelge 5.8 de verilmistir.
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Cizelge 5.8 BT474 hiicrelerinde trastuzumaba ve lapatinibe ortak cevap veren miRNA’lar

miRNA ID Trastuzumab | Trastuzumab | Lapatinib p- | Lapatinib  Kat
p-degeri Kat degisimi | degeri degisimi

hsa-miR-3680-3p | 0.0072642 4.45 0.0066811 11.21
hsa-miR-581 0.0106609 3.17 0.002554 10.26
hsa-miR-371a-5p | 0.0194027 2.85 0.0087925 6.03
hsa-miR-150-3p 0.0219531 0.37 0.01761 0.2
hsa-miR-490-5p | 0.0230238 0.33 0.0071992 0.087
hsa-miR-130b-5p | 0.0245657 0.33 0.0123768 0.21
hsa-miR-185-3p | 0.0248966 0.34 0.0350819 0.27
hsa-miR-576-3p | 0.0262989 3.81 0.0484043 2.91
hsa-miR-6716-3p | 0.0271763 0.37 0.0224017 0.19
hsa-miR-4539 0.0322147 0.3 0.0394072 0.38
hsa-miR-943 0.0327177 0.24 0.0235571 0.16
hsa-miR-138-2-3p | 0.0327977 0.41 0.0230871 0.24
hsa-miR-3605-5p | 0.0375177 0.38 0.0410619 0.34
hsa-miR-5009-3p | 0.0396833 3.73 0.022548 3.54
hsa-miR-3688-5p | 0.0404558 0.44 0.0482229 0.28
hsa-miR-631 0.0411589 0.44 0.0233268 0.27
hsa-miR-661 0.0436862 2.48 0.0203034 3.4
hsa-miR-411-3p 0.0444517 0.42 0.0346933 0.3
hsa-miR-3133 0.0444599 0.34 0.0350272 0.28
hsa-miR-3662 0.0450344 0.4 0.0087598 0.23
hsa-miR-513c-3p | 0.0459936 0.36 0.0373382 0.36
hsa-miR-548ag- 0.0464526 0.34 0.0247095 0.17

5p
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5.4. IFADE DEGISIKLiGi GOSTEREN MiRNA’LARIN BiYOINFORMATIK
ANALIZI

BT474 ve SKBR3 hiicrelerinde trastuzumab veya lapatinib muamelesi sonrasinda ortak
ifade degisikligi gdsteren miRNA’larin olas1 hedef genleri ve zenginlestikleri yolaklar
cesitli biyoinformatik araclar kullanilarak arastirilmistir. Biyoinformatik analizdeki amag
miRNA’larin sahip olabilecegi olas1 fonksiyonel etkinliklerin tanimlanmasina ¢aligmaktir.
Bu sekilde meme kanseri gelisiminde etki gosterebilecek ilaca duyarli miRNA’larin
bulunmas: hedeflenmistir. Biyoinformatik analizi i¢in ilk olarak her iki hiicre hattinda
ortak ifade degisikligi gosteren miRNA listelerine odaklanilmistir. Onun disinda Cizelge
5.7 ve Cizelge 5.8’de verilen, her iki ilaca da cevap veren miRNA’lar da arastirilmistir.
Analiz ardindan 14 adet miRNA ilk asamada es-zamanli PZR ile ifadelerinin dogrulanmasi
ve hiicre kiiltiirlerinde fonksiyonlarinm arastirilmasi igin segilmistir. Ornek olarak hsa-
mMiR-449a i¢in hedef gen analizi TargetScan veriabani kullanilarak ve igerik skoru
minumum -0.4 segilerek yapilmistir. 324 adet olas1 hedef gen bulunmustur. hsa-miR-345
icinse igerik skoru -0.3 olarak almmustir ve 111 adet olasi hedef bulunmustur. Ardindan
WebGestalt veritabani kullanilarak yolak analizi yapilmis ve p-degeri <0.05 olan yolaklar
secilmistir. Ek olarak ilgili miRNA’lar1 fonksiyonlar1 ve fenotipleri hakkinda 6n bilgi elde
etmek i¢in PhenomiR 2.0 ve PharmacomiR gibi veritabanlar1 kullanilmistir. PhemomiR
kullanilarak hsa-miR-499a ve hsa-miR-345 gibi miRNA’larm meme kanseri 6rneklerinden
yapilan mikrodizin analizinde ifade olduklari; PharmacomiR veritabanin da ise hsa-miR-
449a’nin lapatinible iligkili olabilecegi bulunmustur. hsa-miR-449a ve hsa-miR-345 ile

ilgili yolaklar 6rnek olarak Cizelge 5.9’da gosterilmistir.

Cizelge 5.9 hsa-miR-449a ve hsa-miR-345’¢ ait TargetScan sonuglar1 kullanilarak yapilan
yolak analizi

Yolak Adi (hsa-miR-449a) Gen Sayisi Dogrulanmis p-
degeri

Prostat kanseri 6 0.002

Kanser yolaklari 10 0.0027

Melanoma 5 0.0027

Glioma 5 0.0027
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Adherens baglanma 5 0.0027
Hiicre Siklusu 6 0.0034
Notch sinyal yolagi 4 0.004
Yolak Adi (hsa-miR-345) Gen sayisi Dogrulanmis p-
degeri
Nikotin ve nikotinamid metabolizmas1 | 3 0.0002
Mismatch onarimi 2 0.0063
Homolog rekombinasyon 2 0.0063
DNA replikasyonu 2 0.0076
Niikleotid ekzisyon onarimi 2 0.0092
Sitokin-sitokin  reseptor  etkilesim | 3
yolagi 0.0398
55. MIRNA IFADELERININ ES-ZAMANLI PZR YONTEMI
DOGRULANMASI

iLE

Biyoinformatik analiz ardindan es-zamanli PZR dogrulamasi i¢in segilen miRNA’lar

Cizelge 5.10°da verilmistir.

Cizelge 5.10 Es zamanli PZR ile dogrulama i¢in se¢ilen miRNA’lar

miRNA ID Duyarh oldugu ilag Arastiralacak hiicre hatti
hsa-miR-345-5p Lapatinib ve Trastuzumab SKBR3

hsa-miR-541-3p Lapatinib ve Trastuzumab SKBR3

hsa-miR-544a Lapatinib ve Trastuzumab SKBR3

hsa-miR-623 Lapatinib ve Trastuzumab SKBR3

hsa-miR-576 Lapatinib ve Trastuzumab BT474

hsa-miR-580 Trastuzumab BT474 ve SKBR3
hsa-miR-613 Trastuzumab BT474 ve SKBR3

83




hsa-miR-26a-1-3p Trastuzumab BT474 ve SKBR3
hsa-miR-493 Trastuzumab BT474 ve SKBR3
hsa-miR-150-5p Lapatinib BT474 ve SKBR3
hsa-miR-449a Lapatinib BT474 ve SKBR3
hsa-miR-581 Lapatinib BT474 ve SKBR3
hsa-miR-935 Lapatinib BT474 ve SKBR3
hsa-miR-338 Lapatinib BT474 ve SKBR3

miRNA’larin her biri mikrodizin deneylerinde kullanilan RNA’lar kullanilarak es-zamanli
PZR yontemi ile arastirilmistir. Her bir 6rnek igin en az iki biyolojik tekrar kullanilarak
deney gergeklestirilmistir. hsa-miR-580, hsa-miR-613, hsa-miR-345, hsa-miR-449a ve
hsa-miR-935 es-zamanli PZR ile ifadesi dogrulanan ve istatiksel olarak ifade degisikligi
anlamli olan miRNA’lar olarak bulunmustur. Ifade degisikligi hesaplanirken AACt
metodundan faydalanilmistir. Istatiksel olarak anlamli ifade degisikligi gosteren ve
mikrodizin ifadesi dogrulanan tiim miRNA’larin  AACt (ddCt) degerleri Sekil 5.12°de ve
Sekil 5.13’te verilmistir. miRNA’larm ortalama Cp degerleri ise Sekil 5.14°de

gosterilmistir.
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BT474 Hiicrelerinde hsa-miR-580 ifadesi
3 - -
2.5 -
.
% ‘s ®m hsa-mik-580 trastuzumab
E ' ® hsa-miR-580 kontrol
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T 1
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0
* P=0.05
BT474 Hiicrelerinde hsa-miR-613 ifadesi
3_ k.
*
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% ®m hsa-miR-613
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E ' ® hsa-miR-613 kontrol
3 1
0.5
1]
= P03

Sekil 5.12 istatiksel olarak anlamli ifade degisikligi gosteren ve mikrodizin ifadesi
dogrulanan trastuzumaba duyarli miRNA’lar. Eg-zamanli PZR en az iki biyolojik tekrar
kullanilarak yapilmistir. P-degerleri student t-test kullanilarak hesaplanmustir.
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SKBE3 Hicrelerinde hsa-miR-449a ifadesi

T
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SKBR3 Hilcrelerinde hsa-mIR-345 ifades

™ hxa=miR-345 lapatmib
= han-mik-345 kontrol

* Pl s

o hxa-miR-345 trashrumab

SKBHR3 Hicrelerinde hsa-mil-935 ifadesi

Sekil 5.13 istatiksel olarak anlamli ifade degisikligi gdsteren ve mikrodizin ifadesi
dogrulanan lapatinibe duyarli miRNA’lar. Es-zamanli PZR en az iki biyolojik tekrar

kullanilarak yapilmistir. P-degerleri student t-test kullanilarak hesaplanmistir.

ifadesi Dogrulanan miBNA'larin Ortalama Cp Degerleri

® sa-miR-580 trastuzumab

o hza-miR-580 kontrol

® hsa-miR-613 trastuzumab

B hsa-miR-613 kontrol

® hsa-miR-449a lapatinib

® hsa-miR-44%a kontrol

¥ hsa-miR-233 lapatinib

® hsa-miR-235 kontrol
hsa-miR-345 trastuzumalb

® hsa-miR-343 lapatinib

® hsa-miR-343 koatrol

Sekil 5.14 Istatiksel olarak anlamli ifade degisikligi gdsteren miRNA’larin ortalama Cp

degerleri.
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56. HSA-MiR-345 VE HSA-MIiR-449A°NIN SKBR3 HUCRELERINE OLAN
ETKIiSININ ARASTIRILMASI ICIN MiMiC VE INHIBITOR ILE
TRANSFEKSiYONU

Es zamanl RT-PZR ile dogrulanan tedaviye duyarli miRNA’lardan hsa-miR-449a ve hsa-
miR-345, ifade degisikliklerinin hiicre kiiltiirii izerindeki etkisinin arastirilmasi amaciyla
ileriki agamalar i¢in secilmistir. Se¢imde, es-zamanli PZR ile bulunan ifade diizeyleri ve
biyoinformatik analiz sonuglarinin yani sira ayni hiicrelerde ve aym ilag uygulamasinda

ters yonlii ifade degisikligi gostermeleri de etkili olmustur.

Her iki miRNA’ya ait inhibitor ve mimic oligoniikleotid yapilar Dharmacon firmasmin
belirttigi protokole uygun olarak 96 kuyulu platelerde ifade degisikligi gosterdikleri hiicre
kiiltirtine (SKBR3) ayr1 ayr1 transfekte edilmistir ve Onerilen siire olan 48 saat boyunca
beklenmistir. Uygulama i¢in her bir kuyuya 6000-7000 hiicre ekilmistir. Transfeksiyonlar
3’li biyolojik tekrarlar kullanilarak yapilmistir. Ardindan hiicre proliferasyon testi (WST-1
testi) uygulanarak spektrofotometrik 6lgiim gergeklestirilmis ve hiicre ¢ogalmasi tizerine
etkileri arastrilmistir. Buna gore hsa-miR-449a ve hsa-miR-345 ifadeleri inhibitor
kullanilarak susturuldugunda hiicre ¢ogalmasinin istatiksel olarak anlamli bir sekilde
geriledigi gdzlenmistir. Inhibitdrler ile yapilan transfeksiyonlara ait sonuglar Sekil 5.15°te,

Sekil 5.16’da ve Cizelge 5.10’da gdsterilmistir.
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hsa-miR-449a ve hsa-miR-345 ifadesinin inhibisyonu

0.9 -
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05 - m mifd49a inhibitor uygulamas

04 - B miR345 inhibitor uygulamas:

Norm OD Degerleri

® Megatif kontrol inhibitor
03 -

0.z

01 -

50 70
inhibitor konsantrasyonlan (nh)

Sekil 5.15 hsa-miR-449a ve hsa-miR-345 ifadesinin SKBR3 hiicrelerinde 48 saat boyunca
inhibisyonu sonucu elde edilen normalize OD degerleri. hsa-miR-449a ve hsa-miR-345
farkli konsantrasyonlarda (50, 70 ve 100 nM) inhibitor kullanilarak susturulmustur. Her bir
transfeksiyon i¢in 3 biyolojik tekrar kullanilmigtir. Ardindan WST-1 testi sonucunda elde
edilen OD degerleri kullanilarak normalizasyon yapilmistir. Normalizasyon miRNA
inhibisyonu yapilan degerlerinin, negatif kontrol degerlerine boliinmesi ile
gerceklestirilmistir. Negatif kontrol ise uygulama yapilmayan hiicre kontrol kismina
oranlanmistir. Boylece inhibisyonlarn etkisi ile negatif kontrol sonuglar1 karsilastirilmistir.
50 nM ve 100 nM konsantrasyonda yapilan inhibisyonlar sonucu goriilen hiicre
cogalmasindaki diisiis her iki miRNA i¢in yapilan student t-test ardindan istatiksel olarak
anlamli (** P<0.005, * P<0.05) bulunmustur
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hsa-miR-449a ve hsa-miR-345 Ifadesinin inhibisyonu
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Sekil 5.16 hsa-miR-449a ve hsa-miR-345 ifadesinin SKBR3 hiicrelerinde 48 saat boyunca
inhibisyonu sonucu elde edilen % canlilik degerleri. hsa-miR-449a ve hsa-miR-345 farkli
konsantrasyonlarda (50, 70 ve 100 nM) inhibitér kullanilarak susturulduktan sonra elde
edilen OD degerleri ile canli hiicrelerin yiizdesi hesaplanmistir. Canli hiicre oranlari
hesaplanirken miRNA inhibisyonuna ait OD degerleri negatif kontrol OD degerlerine
boliintip 100 ile ¢arpilmistir. Negatif kontrol ise hi¢bir uygulamanin yapilmadigi hiicre
kontrol kismina oranlanmistir. Boylece negatif kontrol inhibitor ile transfekte hiicreler ile
canlilik  oranlar1  karsilastirilmistir.  Yapilan  student t-test sonucunda farkli
konsantrasyonlarin (50, 70, 100 nM) her birinde hsa-miR-345 ve hsa-miR-449a
inhibisyonu sonucu gozlenen hiicre ¢ogalmasindaki azalma istatiksel olarak anlamli (**
P<0.005, * P<0.05) bulunmustur

hsa-miR-449a, hsa-miR-345 inhibisyon uygulamasinin negatif kontrol ile karsilastirilmasi

sonucu elde edilen canlilik oranlar1 Cizelge 5.11°de verilmistir.

Cizelge 5.11 hsa-miR-449a ve hsa-miR-345 inhibisyonu sonucu SKBR3 hiicrelerinde elde
edilen % canlilik oranlar1

miRNA inhibitor 50 nM 70 nM 100 nM
hsa-miR-449a %76 %74 %73
hsa-miR-345 %77 %75 %52
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hsa-miR-449a ve hsa-miR-345 i¢in mimicler kullanilarak yapilan transfeksiyon sonuglari
Sekil 5.17°de, Sekil 5.18°de ve Cizelge 5.12°de gosterilmistir.

hsa-miR-449a ve hsa-miR-345 mimic uygulamasi
18 4
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Sekil 5.17 hsa-miR-449a ve hsa-miR-345 ifadesinin SKBR3 hiicrelerinde 48 saat boyunca
mimic uygulamasi sonucu elde edilen normalize OD degerleri. hsa-miR-449a ve hsa-miR-
345 farkli konsantrasyonlarda (50, 70 ve 100 nM) mimic kullanilarak ifadesi artirildiktan
sonra elde edilen OD degerleri normalize edilmistir. Normalizasyon i¢in mimic
uygulamalari, negatif kontrol mimic uygulamalarma boliinmiistiir. Negatif kontrol hig¢bir
uygulama yapilmayan hiicre kontrol ile karsilastirilmistir. Ardindan student t-test yapilarak
degisikliklerin anlamli olup olmadigi kontrol edilmistir. Buna gére hsa-miR-449a 50 nM
mimic uygulamasi i¢in gozlenen azalma P<0.05 olarak bulunurken; hsa-miR-345 70 nM
mimic uygulamasinda goriilen artis P<0.05 olarak gézlenmistir
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hsa-miR-449a ve hsa-miR-345 mimic uygulamasi
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Sekil 5.18 hsa-miR-449a ve hsa-miR-345 ifadesinin SKBR3 hiicrelerinde 48 saat boyunca
mimic uygulamasi sonucu elde edilen canlilik oranlar1i. hsa-miR-449a ve hsa-miR-345
farkli konsantrasyonlarda (50, 70 ve 100 nM) mimic kullanilarak ifadesi artirildiktan sonra
elde edilen OD degerleri negatif kontrol mimic uygulamalarina boliinmiis ve 100 ile
carpilarak hesaplama tamamlanmistir. Negatif kontrol ise hi¢bir uygulama yapilmayan
hiicre kontrol ile karsilastirilmistir. Ardindan student t-test yapilarak degisikliklerin anlamli
olup olmadig1 kontrol edilmistir. Buna gére hsa-miR-345 70 nM mimic uygulamasinda
goriilen artig P<0.05 olarak gézlenmistir

hsa-miR-449a ve hsa-miR-345 mimic uygulamasinin negatif kontrol ile karsilastirilmasi

sonucu elde edilen canlilik oranlar1 Cizelge 5.11°de verilmistir.

Cizelge 5.12 hsa-miR-449a ve hsa-miR-345 mimic uygulamasi sonucu SKBR3
hiicrelerinde elde edilen % canlilik oranlar1

mMiRNA mimic 50 nM 70 nM 100 nM
hsa-miR-449a %84 %88 %90
hsa-miR-345 %90 %97 %83

5.7. SKBR3 HUCRELERININ HSA-MiR-449A, HSA-MiR-345 VE NT1 MIiRZiP
VEKTORLERI iLE ENFEKSIYONU

SKBR3 hiicrelerinde hsa-miR-345 ve hsa-miR-449a inhibisyonu ardindan hiicre

ogalmasmin gerilediginin g6zlenmesi tzerine, her iki mi nin hiicreler tUzerindeki
| led 1 , her ik RNA’ hi 1 dek
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uzun siireli etkisinin aragtirilmasina ve AGO2-IP yontemi ile potansiyel hedef genlerinin
bulunmasina karar verilmistir. Bunun i¢in her iki miRNA nin siirekli olarak susturulmasini
saglayacak lentiviral vektor (miRZip) tasarimlar1 gergeklestirilmistir. hsa-miR-345
susturmak i¢in kullanilan miRZip345 vektorii daha once hazirlanmis sekilde ev sahibi
arastrma grubunun kiitiiphanesinde bulundugundan, sadece maxiprep ile c¢ogaltilmasi
saglanmistir. miRZip449a ise en bastan tasarlanmistir. Kontrol olarak kullanilan
miRZipNT1 (NT1) ve miRZipNT2 (NT2) kullanima hazir olarak bulunduklarmdan
herhangi bir ¢ogaltma islemi yapilmamistir. miRZip vektorlerinin kullanilmasinda ilgili
miRNA’larin es zamanli PZR sonucu elde edilen Ct degerlerinin diisiik olmasi (bazal

ifadelerinin yiiksek olmasi) da g6z oniine alinmstir.

5.7.1. MIRZiP VEKTORLERININ RESTRIKSiYON ENZIMLERiIi KESILMESI
VE LIGASYON

Yontem kismimda anlatildigr gibi lentiviral plazmid (KLHLG6) restriksiyon enzimleri olan
BamH1 ve EcoRI kullanilarak kesilmistir. Plazmid kesimi i¢in her iki enzimi de igermeyen
“uncut” kontrol, sadece BamH1 i¢eren kontrol, sadece ECORI igeren kontrol, ve her iki
enzimi iceren asil kesim hazirlanmistir. Bu kontrollerin hazirlanmasinin amaci kesim
isleminin dogrulugunun arastirilmasidir. Buna gore kesim yapilmayan vektor, yapilan
dilusyonlardakine gore jelde daha yukarida goriilmeli, ardindan tek kesim yapilan vektorler
tarafindan takip edilmelidir. Kesimler fazla miktarda vektor elde etmek i¢in iki dilusyon
hazirlanarak yapilmistir. Kesim ardindan iriinlerin 1 ul kadar1 %0.8’lik agaroz jelde
yiiriitiilmiis ve kesimin basariyla tamamlandigi goriilmiistiir. Ardindan her iki enzimin de
kullanildig1 dilusyon tamamen jele yiiklenmis ve jelden izolasyon yapilmistir. Jel

goriintiileri Sekil 5.19°da verilmistir.

92



‘Ladder

miRZip-KLHL6 (7861 bp)

= MiRZip-KLHL6 (7861 bp)

Sekil 5.19 Ligasyon i¢in kullanilacak olan bos miRZip vektoriiniin hazirlanmasi. Ilgili
ornekler %0.8 agaroz jelde, 90 V’de 30 dakika, 1 kb marker kullanilarak yiiriitiilmiislerdir.

~ . 66

Ilgili vektdr enzimlerle kesilerek igerdigi “insert” kisimdan ayrilmis ve bos olan 7861 bp

biiytikliikteki vektor (kirmizi ok ile gosterilen) jelden izole edilmistir.

Jelden izolasyon yapilan vektorlerin konsantrasyonu nanodrop kullanilarak 6l¢iilmiistiir.

Ligasyon i¢in vektor konsantrasyonunun en az 100 ng/uL olmasi gerekmektedir. Nanodrop

sonuglar1 Cizelge 5.13’de verilmistir.

Cizelge 5.13 miRZip vektoriiniin jelden izolasyon ardindan nanodrop 6l¢iim sonuglar1

Bos vektor Konsantrasyon (ng/ | 260/280 260/230
pL)

miRZipl 178.65 1.90 1.91

miRZip2 122.29 1.86 1.54
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5.7.2. LIGASYON ARDINDAN KOMPETANT HUCRELERDE
TRANSFORMASYONUN GERCEKLESTIRILMESI VE KOLONIi PZR

Ligasyon i¢in enzimlerle kesilerek hazirlanan bos miRZip vektorii ve daha dnce shRNA
seklinde sentezlenip, uygun sicaklikta bekletilerek hazir hale getirilen “insert”
kullanilmistir. Bu islem igin iki kontrol hazirlamustir. Ik kontrol; ligaz -, insert-, vektor+;
diger kontrol; ligaz+, insert-, vektor+ seklindedir. Transformasyon islemi bu vektorler
kullanilarak gerceklestirilmistir. Buna gére ampisilin iceren besi ortaminda sadece ya da
kontrollere gore daha fazla sayida {ic komponenti de i¢eren insert ile ligasyonu saglanmis
vektorlerin iiremesi gozlenmistir. miRZip449a vektoriiniin transforme edildikten sonra
ekildigi besi yerinde 6 koloni gozlenirken, kontrollerde beklendigi gibi hi¢ koloni
gozlenmemistir. Ardindan en biiylik koloniler secilerek dogru biiyiikliikkte insert igerip
icermedikleri PZR ile kontrol edilmis ve agaroz jelde PZR iiriinler1 yiiriitiildiikten sonra

uygun biiyiikliikkte (160 bp) olduklar1 gériilmiistiir. PZR i¢in agaroz jel goriintiileri Sekil
5.20’de verilmistir.

PZR i¢in pozitif kontroller
(miRZip146)

¢
\ O\

miRZip449a insert

Negatif kontrol

Sekil 5.20 miRZip449a i¢in transformasyon ardindan koloni PZR gerceklestirilmesi ve
%]1°lik agaroz jelde 90 V 30 dakika yiiriitiildilkten sonra elde edilen goriintii. 100 bp
biiytikliikte marker kullanilmistir ve PZR pozitif kontrol i¢in miRZip146a vektdriinden
faydalanilmistir. Negatif kontrol olarak steril su kullanilmistir.
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5.7.3. MIRZiP449A VEKTORU iCIN MINiPREP UYGULAMASI

Besi yerinde transformasyon sonrasi tiretilen vektorlerin saflastirilmasi, uygun miktarda
elde edilmesi ve Sanger sekanslama ile insertiin kontrolii i¢in miniprep yapilarak miktarlar
artirtlmistir. Miniprep ardindan 1 pl vektor kontrol edilmek i¢in %0.8’lik agaroz jelde
yiirlitiilmiigtiir ve nanodropta Olgciim yapilmistir. Agaroz jel goriintiisii Sekil 5.21°de

verilmistir. Nanodrop sonuglar1 ise Cizelge 5.14’de sunulmustur.

5000-6000 bp B = o
5000-6000 by oY _

miRZip449a miniprep

Sekil 5.21 miRZip449a icin miniprep ardindan agaroz jelde yiiriitme. Ornekler %0.8lik
agaroz jelde, 90 V’de 30 dakika boyunca yiiriitiilmistiir. 1 kb marker kullanilmigtir. Vektor
beklendigi gibi 6000 bp ve lizeri biiyiikliikte goriilmektedir.

Cizelge 5.14 miRZip449a miniprep yapilmasi ardindan nanodrop 6l¢ciim sonuglari

Vektor Konsantrasyon (ng/ | 260/280 260/230
pl)

miRZip449a 275.79 1.90 2.10

miniprep
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5.7.4. MIRZIiP449A VE MIRZiP345 ICIN MAXIPREP UYGULAMASI

Sanger sekanslama ile dogru “insert” icerdiginden emin oldugumuz vektorlerin miktarini
artirmak i¢in maxiprep yontemi kullanilmistir. Maxiprep ardindan miRZip449a ve
miRZip345 vektorleri bir kez daha %0.8’lik agaroz jelde kontrol edilmistir. Miktarlar
nanodrop kullanilarak Olglilmiistiir. Jel gorintiileri Sekil 5.22°de ve Sekil 5.23’de

verilmigtir. Nanodrop 6l¢iim sonuglari ise Cizelge 5.15°de gosterilmistir.

-_—

5000-6000 bp ! .| ' |

Sekil 5.22 miRZip449a vektorlerine ait maxiprep goriintiisii. 1 ve 2 numarali 6rneklerin
her ikisi de miRZip449a maxiprep 6rnekleridir. Vektor ile miRZip449a insert’e ait toplam
biiyiikliik 7900 bp civarindadir. Ornekler %0.8’lik agaroz jelde, 90 V 30 dakika boyunca
yuritiilmiislerdir. 1 kb marker kullanilmustir.
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Sekil 5.23 miRZip345 vektorlerine ait maxiprep goriintisii. Vektor ile miRZip345 insert
ait toplam biiyiikliik 7900 bp civarindadir. Ornekler %0.8’lik agaroz jelde, 90 V 30 dakika
boyunca yiiriitiilmiislerdir. 1 kb marker kullanilmustir.

Cizelge 5.15 miRZip345 ve miRZip449a maxiprep uygulamasi ardindan elde edilen
konsantrasyonlar

Vektor Konsantrasyon (ng/ | 260/280 260/230
pl)

miRZip449a 1163.33 1.92 2.43
maxiprep

miRZip449a 1592.23 1.90 2.38
maxiprep

miRZip345 1453.27 1.92 2.37
maxiprep

5.7.5. MIRZIiP345, MIRZiP449A VE NT1 ILE SKBR3 HUCRELERININ FARKLI
HACIMLERDE ENFEKSIYONU

HEK293T hiicrelerinde lentiviral vektorlerin bir araya getirilip viriisiin paketlenmesi
ardindan miRZip449a, miRZip345 ve NT1 viriislerini i¢eren besi yeri toplanmis ve filtre
edilmistir. 6 kuyulu platelere bir gece Onceden ekilmis SKBR3 hiicrelerine farkli

hacimlerde enfekte edilmislerdir.

miRZip449a, miRZip345 ve NT1 (negatif kontrol) enfeksiyonu i¢in 50 ul, 250 ul, 750 ul

hacimlerde wvirtis kullanilmistir. Enfekte hiicrelerle ayni sayida higbir enfeksiyon
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yapilmamis hiicre kontrol grubu da analize dahil edilmistir. Enfeksiyon ardindan 4. giin
kontrol edilen hiicrelerin analiz sonuglar1 virlis hacmi arttikca GFP+ hiicre oraninin
artigini, bununla beraber canli hiicre sayisinin olumsuz etkilenmedigini ve 750-800 pl
hacimde yapilacak enfeksiyonun maksimum oranda GFP+ hiicre elde etmemizi sagladigin1
gostermistir. Analiz sirasinda ayrica hiicrelerin karakteristik olarak tek tek (singlet) olarak
ayrilmadig1 ve daha cok ciftler halinde bulundugu (doublet), bu yiizden ger¢gek GFP
oranlarinin daha yiiksek olma ihtimalinin oldugu da g6z Oniine almmustir. Hiicre kontrol
FACS analiz sonuglar1 Sekil 5.24’de; miRZip345 50 ul ve 250 ul enfeksiyon sonuglari
Sekil 5.25°de; miRZip345 750 pl enfeksiyon sonuglart Sekil 5.26’da; miRZip449a 50 ve
250 pl sonuglar1 Sekil 5.27°de; miRZip449a 750 ul sonuglar1 Sekil 5.28°de; NT1 50 ve 250
ul sonuglart Sekil 5.29°da; NT1 750 pl sonuglar1 ise Sekil 5.30’da; NT2 50 ve 250 ul
sonuglart Sekil 5.31°de; NT2 750 ul sonuglar1 Sekil 5.32’de gosterilmistir. Farkli

hacimlerde yapilan analizlerin tiim GFP sonuglar1 ise Cizelge 5.16°da verilmistir.
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Sekil 5.24 SKBR3 hiicre kontrol FACS analiz sonuglari. Canli hiicre oran1 %87.7 olarak
bulunurken, FL2-H kapisinda GFP pozitif hiicreler gézlenmemektedir.
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Sekil 5.25 SKBR3 miRZip345 50 pul ve 250 ul virils ile enfeksiyonun 4. giinii ardindan
FACS analiz sonuglari. 50 pl enfeksiyon igin canli hiicre oran1 %80 olarak bulunurken,
FL2-H kapisinda GFP pozitif hiicre oran1 %27.1 olarak gézlenmektedir. 250 ul enfeksiyon
icin canli hiicre oran1 %77.7 iken, FL2-H kapisinda GFP pozitif hiicre oran1 %61.6 olarak
gozlenmektedir.

100



1K
skbr3 345 750 uL
800 single live cells Ungated
78.4% i 11640
T 600
o)
&
400
200
0
0 200 400 600 800 1K
FSC-H
10’ 3 gtp postive cell
sftive cells
3 ] #06% ; skbr3 345 750 ul.
W3 P 4 single live cells
3 / 9127
P
310 3
CE
=
10 3
0 1
10 ‘v‘évyvvv‘ MR A | ‘,v MR AL | 3' Yy .
10 10 107 10 10
FL1-H: GFP

Sekil 5.26 SKBR3 miRZip345 750 pl viriis ile enfeksiyonun 4. giinii ardindan FACS
analiz sonuglari. 750 pl enfeksiyon i¢in canli hiicre oran1 %78.4 olarak bulunurken, FL2-H
kapisinda GFP pozitif hiicre oran1 %80.8 olarak gézlenmektedir.
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Sekil 5.27 SKBR3 miRZip449a 50 ul ve 250 pl viriis ile enfeksiyonun 4. giinii ardindan
FACS analiz sonuglart. 50 pl enfeksiyon igin canli hiicre oran1 %76.3 olarak bulunurken,
FL2-H kapisinda GFP pozitif hiicre oran1 %33.9 olarak gozlenmektedir. 250 pl enfeksiyon
icin canli hiicre oran1 %79.7iken, FL2-H kapisinda GFP pozitif hiicre oran1 %68.7 olarak
gbzlenmektedir.
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Sekil 5.28 SKBR3 miRZip449a 750 pl viriis ile enfeksiyonun 4. giinii ardindan FACS
analiz sonuglar1. 750 pl enfeksiyon i¢in canli hiicre oran1 %80.3 olarak bulunurken, FL2-H
kapisinda GFP pozitif hiicre orani1 %73.8 olarak gozlenmektedir.
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Sekil 5.29 SKBR3 NT1 50 ul ve 250 ul viriis ile enfeksiyonun 4. giinii ardindan FACS
analiz sonuglart. 50 pl enfeksiyon igin canli hiicre orani %79.3 olarak bulunurken, FL2-H
kapisinda GFP pozitif hiicre orant %26.4 olarak gozlenmektedir. 250 pl enfeksiyon igin
canli hiicre oran1 %77.7 iken, FL2-H kapisinda GFP pozitif hiicre oran1 %45.1 olarak

gozlenmektedir
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Sekil 5.30 SKBR3 NT1 750 pl viriis ile enfeksiyonun 4. giinii ardindan FACS analiz
sonuglart. 750 pl enfeksiyon igin canli hiicre oran1 %80.7 olarak bulunurken, FL2-H
kapisinda GFP pozitif hiicre oran1 %76.1 olarak gozlenmektedir
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Sekil 5.31 SKBR3 NT2 50 ul ve 250 ul viriis ile enfeksiyonun 4. giinii ardindan FACS
analiz sonuglar1. 50 pl enfeksiyon igin canli hiicre oran1 %75.5 olarak bulunurken, FL2-H
kapisinda GFP pozitif hiicre oran1 %35.9 olarak gozlenmektedir. 250 pl enfeksiyon igin
canli hiicre oran1 %75.4 iken, FL2-H kapisinda GFP pozitif hiicre oran1 %60.6 olarak

gbzlenmektedir
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Sekil 5.32 SKBR3 NT2 750 pl viriis ile enfeksiyonun 4. giinii ardindan FACS analiz
sonuglart. 750 pl enfeksiyon i¢in canli hiicre orani %72.9 olarak bulunurken, FL2-H
kapisinda GFP pozitif hiicre oran1 %82.6 olarak gozlenmektedir

Cizelge 5.16 Farkli hacimlerde yapilan viral enfeksiyon sonuglari

Vektor Viriis % % GFP | Vektor Viriis % % GFP
Hacmi Canh Hacmi Canh
Hiicre Hiicre
NT1 50 pl 79.3 26.4 NT2 50 pl 75.5 35.9
NT1 250 pl 17.7 45.1 NT2 250 pl 75.4 60.6
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NT1 750 ul 80.7 76.1 NT2 750 pl 72.9 82.6

miRZip449a | 50 ul | 76.3 33.9 | miRZip345 |50l | 80 27.1

miRZip449a | 250 pl 79.7 68.7 miRZip345 | 250 ul 7. 61.6

miRZip449a | 750 pl 80.3 73.8 miRZip345 | 750 pl 78.4 80.8

5.8. SKBR3 HUCRELERINDE MIRZiP345, MIRZiP449A VE NT2 iCiN GFP
COMPTETION ASSAY UYGULAMASI

Optimizasyondan sonra, GFP competition assay i¢in SKBR3 hiicreleri yaklasik olarak 40-
100 pl hacimde enfekte edilmistir. GFP competition assay uygulamasi i¢in baslangic GFP
oraninin %20-60 arasinda olmasi beklenmektedir. Boylece GFP+ hiicre oraninin toplam
hiicre popiilasyonunda azalmasi ya da gogalmasi etkin bir sekilde takip edilebilmektedir.
GFP comptetion assay her bir miRZip vektorii ve kontrol i¢in farkli zamanlarda
gerceklestirilen 3 ayr1 biyolojik tekrar ile yapilmustir. Ilk biyolojik tekrar i¢in miRZip449a,
miRZip345, NT1 ve NT2 viriislerinden 50 pl kullanilmistir. ikinci tekrar igin 40 pl; {iciincii
tekrar igcin 80 pl viriis kullanilmistir. Olgiimler 2 veya 3 giinde olacak sekilde 37 giin
boyunca siirdiiriilmiistiir. GFP+ hiicrelerin yanisira canli hiicre oranlar1 da kontrol
edilmistir. Ardindan, ilerleyen giinlerdeki viriis etkisinin daha iyi ortaya ¢ikarilmasi i¢in 4.
enfeksiyon giiniinden sonraki tiim GFP+ hiicre oranlar1 4. enfeksiyon gliniindeki degere
boliinerek normalize edilmistir. Sonu¢ olarak hsa-miR-345 veya hsa-miR-449a’nin
susturuldugu GFP+ hiicrelerin zamanla azalirken, normal hiicre popiilasyonun arttig1
gozlenmistir. Bu durum ilgili miRNA’larin ifadesinin azalmasmin hiicre 6liimiine katk1
sagladigina isaret etmektedir. Normalize GFP competition assay sonuglar1 Sekil 5.33°de,
birinci biyolojik tekrara ait GFP ve hiicre canlilik oranlar1 Sekil 5.34°de; ikinci biyolojik
tekrara ait GFP ve hiicre canlilik oranlar1 Sekil 5.35°de; iglincii biyolojik tekrara ait GFP
ve hiicre canlilik oranlar1 Sekil 5.36°da gdsterilmistir. Normalize GFP degerleri; biyolojik

tekrarlara ait GFP oranlar1 ile canli hiicre oranlar1 ise Ek-5’de verilmistir.
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Sekil 5.33 SKBR3 hiicrelerinde GFP competition assay uygulamasi ve normalize GFP
degerleri.
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L. Biyolojik Tekrara Ait GFP Oranlan
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Sekil 5.34 SKBR3 hiicrelerinde GFP competition assay uygulamasinda kullanilan birinci
biyolojik tekrara ait GFP ve hiicre canlilik oranlar1
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Sekil 5.35 SKBR3 hiicrelerinde GFP competition assay uygulamasinda kullanilan ikinci
biyolojik tekrara ait GFP ve hiicre canlilik oranlar1
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Sekil 5.36 SKBR3 hiicrelerinde GFP competition assay uygulamasinda kullanilan ii¢lincii
biyolojik tekrara ait GFP ve hiicre canlilik oranlar1

59. SKBR3 HUCRELERINDE MIRZIiP345, MIRZiP449A VE NTI1
ENFEKSiYONU ARDINDAN APOPTOZIS TESTi

Apoptozisin tetiklenmesi aktivasyon mekanizmalarinm harekete ge¢mesiyle baslar ve geri
dondiiriilemez sekilde hiicre oliimiine yol acar. Aktivasyon mekanizmalar1 intrinsik
yolaklar ve ekstrinsik yolaklar olmak iizere iki sekildedir. Intrisik yolak, hiicre stres
altindayken intraseliiler sinyaller tarafindan aktive edilen ve strese bagl olarak mitokondri
ic membran yiizeyinden salgilanan proteinlerin etkinliginden olusur. Ekstrinsik yolak ise

ekstraseliiler ligandlar tarafindan aktive edilir. Bu ligandlar hiicre yiizeyindeki reseptorlere
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baglanirlar ve hiicre 6liimiine yol agan yolaklar1 uyarirlar. Ekstrinsik yolak TNF (tiimor
nekrozis faktor) ve Fas-Fas ligand aracili modellerle iligkili iken; intriksik yolak
mitokondri membran gecirgenligini etkileyen, niktrik oksit gibi efektorlere bagimlidir. Her
iki yolak da, “infaz” yolagi denilen ve kaspaz 3 aktivasyonun goriildiigii bir yolakta
kesisirler (88).

Annexin ailesi ise fosfolipidlere baglanan kalsiyum bagimli proteinlerden olusur ve
fosfatidilserin (PS) yapisima baglanarak apoptotik hiicrelerin tespitini saglarlar. Saglikli
hiicrelerde PS, hiicre membranmnin sitoplozmaya bakan tarafinda yer alir. Apoptozisin
uyarilmasiyla beraber ekstraseliiler membrana tasinir ve Annexin V gibi floresans 6zellikte
boyalarla boyanip FACS cihazinda tespit edilebilir. Apoptozisin erken doneminde plazma
membrani propidium iodide (PI) ve 7-AAD gibi boyalar1 disarida tutar, bu yiizden sadece
Annexin V ile boyanan hiicreler (PI/7-AAD negatif) apoptozisin erken evresinde kabul
edilir. hsa-miR-345 ve hsa-miR449a’nin SKBR3 hiicrelerinde susturulmasi ardindan
gbzlenen hiicre 6liimiiniin apoptozise bagli olup olmadigni arastirmak i¢in miRZip345,
miRZip449a ve NTI1 ile enfekte hiicrelerde Annexin V ile boyama gergeklestirilmistir.
Boyama ardindan apoptotik hiicrelerin varligi FACS cihazi kullanilarak tespit edilmistir.
Boyama islemi, GFP+ hiicrelerin toplam hiicre popiilasyonunda giderek azalmaya
basladig1 8. ya da 9. enfeksiyon giinii gerceklestirilmistir. Test yapilirken GFP+ hiicre
oraninin en az %90 ve lizeri olmasina dikkat edilmis, apoptotik hiicreler ayristirilirken GFP
diizeyleri de kontrol edilmistir. Uygulama hiicre kontrol, NT1 (negatif kontrol),
mMiRZip449a, miRZip345 ile enfekte hiicreler igin yapilmis, hiicre kontrol i¢in annexin V
ile boyanan ve boyanmayan iki kontrol hazirlanmistir. Buradaki amag¢ normal kosullarda
hasar gormiis ya da annexin V (APC) kapisina gegen hiicrelerin var olup olmadigini tespit
etmektir. Kullandigimiz hiicreler GFP+ oldugu ve FACS cihazinda GFP kanali (FL2-H) ile
PI kanali ayn1 aralikta bulundugu ve GFP floresans etkinligi yanlis pozitif (PI pozitif) etki
verebildigi icin PI boyama sonuclar1 dikkate alinmamustir. Bu ylizden apoptozise yol actigi
gbzlenen miRZip345 ve miRZip449a ait etkinin ge¢ veya erken apoptozis olup olmadig:
bilinmemektedir. Apoptozis testi farkli zamanlarda yapilan 3 biyolojik tekrar kullanilarak
tamamlanmigtir. Daha sonra NT1 (negatif kontrol) ile miRZip449a ve miRZip345
enfeksiyonu sonrasi elde edilen apoptotik hiicre oranlar1 karsilastirilmis ve istatiksel olarak

anlamli sekilde apoptotik hiicre oranmnin artig1 gozlenmistir. Apoptozis testine ait FACS
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analiz sonuglar1 Sekil 5.37°de; Sekil 5.38°de; Sekil 5.39°da, Sekil 5.40°da ve Sekil 5.41°de
verilmistir. Apoptozis testinin ger¢eklestirildigi hiicrelerin GFP oranlar1 Cizelge 5.17°de

gosterilmistir. Testin karsilastirma sonuglari ise Sekil 5.42’de verilmistir.
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Sekil 5.37 SKBR3 hiicrelerinde apoptozis testi sirasinda kullanilan annexin V boyanmayan
hiicre kontrol. Analize canli ve cansiz tiim hiicre popiilasyonu (%98.3) dahil edilmistir
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Sekil 5.38 SKBR3 hiicrelerinde apoptozis testi sirasinda kullanilan ve annexin V ile
boyanan hiicre kontrol. Analize dahil edilen tiim hiicre popiilasyonunun oran1 %96.6°dur.
APC kapisinda %12.4 oraninda hiicrenin annexin ile boyandigi goézlenmektedir. Bu
hiicreler tripsin ile muamele sirasinda zarar goren hiicreler olarak goz oniine alinmistir
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Sekil 5.39 SKBR3 hiicrelerinde miRZip345 ile 8. enfeksiyon giinii yapilan apoptozis testi.
Analize dahil edilen tiim hiicre popiilasyonunun orant %97.2’dir. APC kapisinda %17.3
oraninda hiicrenin annexin ile boyandig1 ve apoptotik oldugu gézlenmektedir
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Sekil 5.40 SKBR3 hiicrelerinde miRZip449a ile 8. enfeksiyon giinii yapilan apoptozis testi.
Analize dahil edilen tiim hiicre popiilasyonunun oranit %90.5°dir. APC kapisinda %21.4
oraninda hiicrenin annexin ile boyandig1 ve apoptotik oldugu gézlenmektedir
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Sekil 5.41 SKBR3 hiicrelerinde NT1 ile 8. enfeksiyon giinii yapilan apoptozis testi.
Analize dahil edilen tiim hiicre popiilasyonunun orant %97.5’dir. APC kapisinda %11.8
oraninda hiicrenin annexin ile boyandigi ve apoptotik oldugu gézlenmektedir

Cizelge 5.17 SKBR3 hiicrelerinde miRZip345, miRZip449a ve NT1 9. giin enfeksiyonu
sirasinda gozlenen canli hiicre ve GFP pozitif hiicre oranlari

Ornek Canl Hiicre (%) GFP+ hiicre (%)
miRZip449a 81.8 99.4

miRZip345 90.6 99.5

NT1 90.5 99.4

Hiicre Kontrol 93.5 0
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SKBR3 Hiicrelerinde miRZip345, miRZip449a ve NT1
Enfeksiyonu Sonrasi Apoptozis Testi
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Sekil 5.42 SKBR3 hiicrelerinde miRZip345, miRZip449a ve NT1 enfeksiyonu ardindan
yapilan apoptozis testi sonuglari. miRZip345 ve miRZip449a enfeksiyonu ardindan
istatiksel olarak anlamli sekilde (*P<0.05; **P<0.005) apoptotik (APC pozitif)
hiicrelerinde arttig1 gozlenmistir

5.10. SKBR3 HUCRELERINDE MIiRZiP345, MIRZiP449A VE NT1
ENFEKSIiYONUNUN ARDINDAN YARA 1IYILESME DENEYLERININ
GERCEKLESTIiRILMESI

Yara iyilesme deneyi monolayer hiicrelerde migrasyonun gozlenmesi i¢in kullanilan
ekonomik ve kolay bir testtir (89). hsa-miR-345 ve hsa-miR-449a’nin SKBR3 hiicrelerinde
hiicre 6liimiinii tetiklediginin bulunmasi ardindan kanser hiicrelerinin migrasyonu iizerine
etkisinin olup olmadigini arastirmak i¢in yara iyilesme deneyi yapilmistir. Hiicre
Oliimiiniin goriilmeye baglandig1 7. enfeksiyon giiniinde 6 kuyulu platelerde biiytitiilen ve
miRZip345, miRZip449a ve NT1 ile enfekte hiicreler bir tip yardimiyla ¢izilmistir.
Ardindan yaranin iyilesme siireci her bir enfeksiyon yapilan kuyunun 3 farkl bolgesinden
fotograflar cekilerek 6 giin boyunca takip edilmistir. Farkli zamanlarda yapilan iki
biyolojik tekrar ile ¢alisilmistir. Ardindan analiz yapilirken yara alanlar1 NT1 yara alani ile
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karsilastirilmis, miRZip449a ve miRZip345 ile enfekte hiicrelerin migrasyonun azaldigi,

hatta durdugu dogrulanmustir.

NT1

miRZIP449a

miRZIP345

Sekil 5.43 miRZip345, miRZip449a, NT1 ve hiicre kontrol (HK) i¢in SKBR3 hiicrelerinde
yara iyilesme deneyi. Ilgili miRNA’lar susturulduklarmda migrasyon azalmaktadir. 6. giin
kontrol hiicrelerindeki yara tamamen kapanirken, enfekte hiicrelerde hala gozle goriiniir

sekilde agiktir
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Sekil 5.44 miRZip345, miRZip449a, NT1 ve hiicre kontrol (HK) i¢in SKBR3 hiicrelerinde
yara iyilesme deneyi sonuglar1. Yara olusturulan 0. giin (enfeksiyonun 7. giinii) ve 6. giin
(enfeksiyonun 13. giinii) arasindaki iyilesme farki gozlenmektedir. miRZip vektdrleri ile
enfekte hiicrelerde yara iyilesmesi ¢cok azken, NT1 ile enfekte kontrol hiicrelerinde yara
lyilesmesi tamamlanmistir.

5.11. SKBR3 HUCRELERINDE MIiRZiP345, MIRZiP449A VE NT1
ENFEKSiYONU ARDINDAN HUCRE SiKLUSU TESTI

Hiicre siklusu kontrolii DNA replikasyonunun ve hiicre bdliinmesinin saglikli sekilde
gerceklesmesini saglar. Okaryotlarda hiicre siklusu, GO (dinlenme fazi1); G1 (aktif faz); S
(DNA replikasyonun gergeklestigi faz); G2 (hiicre boliinmesi i¢in gerekli proteinlerin
olusturuldugu faz); M (mitozisin gergeklestigi faz) olmak {izere farkli asamalardan olusur.

Ozellikle kanser hiicrelerinde 6nemli olan G1/S ve G2/M iki adet kontrol noktasini
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olusturur. Hiicre boliinmesi sirasinda DNA hasarmin varligi tespit edildiginde bu iki
noktada gorev alan proteinler hiicre siklusunu durdururlar ve mitozun olusmasini
engellerler. Bu kontrol mekanizmalar1 baslica p53 ve Rb (retinoblastoma) transkripsiyon

faktorleri tarafindan yonetilir.

Daha 6nce, miRZip345 ve miRZip449a ile yapilan enfeksiyonlarda SKBR3 hiicrelerinin
proliferasyonunda azalma gozlenmistir. Hiicre ¢ogalmasinda olusan bu etkinin hiicre
siklusu kontrolii 1ile baglantisi olup olmadigmmin anlasilmas: i¢in 1ilgili test
gerceklestirilmistir. Buna gore enfeksiyonun 8. giinii yapilan test ile GO/G1, S, G2/M
fazlar1 Olclilmiis ve siklus i¢indeki dagilimlari kontrol hiicreleri ile karsilastirilmistir.
Karsilastirma sonucunda, enfekte hiicrelerin fazlar1 arasinda kontrol hiicrelerine gore
belirgin degisiklik gézlemlenmistir. Analiz sirasinda duplike olan hiicreler elenmis, sadece
tek basmna olan hiicreler analize dahil edilmistir. Hiicre siklusu testinin ModFit
programinda elde edilen histogram analiz sonuclar1 Sekil 5.45°de; Sekil 5.46’da; Sekil
5.47°de; Sekil 5.48°de ve Sekil 5.49°da gosterilmistir.
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Sekil 5.45 SKBR3 hiicrelerinde hiicre siklusu testi ve hiicre kontrol analizi. Kontrol
hiicrelerinde yapilan analize dahil edilen hiicreler R2 grafiginde; analizdeki tiim hiicreler
R1 grafiginde gosterilmistir. Analiz sonucu G1 oram1 %80.79; G2 oram1 %8.95 ve S faz
orani %10.26 olarak bulunmustur
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Sekil 5.46 SKBR3 hiicrelerinde hiicre siklusu testi ve NT1 kontrol analizi. NT1 kontrol
hiicrelerinde yapilan analize dahil edilen hiicreler R2 grafiginde; analizdeki tiim hiicreler
R1 grafiginde gosterilmistir. Analiz sonucu G1 oran1 %75.58; G2 oran1 %12.23 ve S faz

oran1 %12.09 olarak bulunmustur

123



4
© —doy "r-.* T TT

o = 100 150 x0 20
FL2-A Pl Int

SSC-H Side Scatier

0 240 ® 0110

SKBR3 Hiuicrelerinde miRZip345 8. giin Enfeksiyonu

0 20 & &M o

Dip G1: 70.31 % FSC-Height
Dip G2: 16.19%
Dip S: 13.50 %

Sekil 5.47 SKBR3 hiicrelerinde hiicre siklusu testi ve NT1 kontrol analizi. NT1 kontrol
hiicrelerinde yapilan analize dahil edilen hiicreler R2 grafiginde; analizdeki tiim hiicreler
R1 grafiginde gosterilmistir. Analiz sonucu G1 orant %70.31; G2 oran1 %16.19 ve S faz
oran1 %13.50 olarak bulunmustur
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Sekil 5.48 SKBR3 hiicrelerinde hiicre siklusu testi ve NT1 kontrol analizi. NT1 kontrol
hiicrelerinde yapilan analize dahil edilen hiicreler R2 grafiginde; analizdeki tiim hiicreler
R1 grafiginde gosterilmistir. Analiz sonucu G1 oram1 %79.56; G2 oran1 %10.08 ve S faz
oran1 %10.36 olarak bulunmustur
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Sekil 5.49 SKBR3 hiicrelerinde hiicre siklusu testi sonrasi faz oranlari. Farkli zamanlarda
yapilan 3 biyolojik tekrarn ortalamalar1 alinmistir.

Hiicre siklusu testi sonucunda hiicre kontrol, NT1 (negatif kontrol) miRZip449a ve
miRZip345 enfeksiyonlar1 sonrast G1, G2 ve S fazlar1 arasinda gozle goriiniir bir degsiklik

saptanmamistir.

5.12. HSA-MIiR-449A VE HSA-MIiR-345 IFADESININ MEME KANSERIi
DOKULARINDA ARASTIRILMASI

SKBR3 hiicrelerinde fonksiyonel karakterizasyonu yapilan ve ifadeleri azaldiginda hiicre
Olimiine, migrasyonun azalmasina, proliferasyonun gerilemesine yol actiklar1 gozlenen
hsa-miR-449a ve hsa-miR-345 ifadeleri TCGA (The Cancer Genomic Atlas) meme kanseri
datast kullanilarak arastirilmigtir. Data 333 adet invazif meme kanseri dokusu Ornegini
icermektedir ve miRNA-seq ekspresyon datas1 seklinde Xena UCSC veritabaninda erigime
sunulmustur. Ilgili ekspresyon datas1 kullanilarak miRNA’larm ortalama ifadesi bulunmus
ve meme kanserinde normal dokuya gore log2 tabaninda 2 kati ve iizeri artig gosterdikleri

gdzlenmistir. Ifade analizi sonuglar1 Sekil 5.50’de gdsterilmistir.
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Sekil 5.50 hsa-miR-449a ve hsa-miR-345’in TCGA (The Cancer Genomic Atlas) meme
kanseri miRNA-seq ekspresyon datasinda bulunan ortalama ifadeleri

5.13. MIRZiP345, MIiRZiP449A VE NT1 ENFEKSIYONU ARDINDAN SKBR3
HUCRELERINDE AGO2-1P UYGULAMASI

AGO2-IP uygulamasinin gerceklestirilmesi igin ilk olarak meme kanseri hiicrelerinde ilgili
miRNA’larin tamamen ifadelerinin degismesi ve susturulmalari saglanmistir. Daha 6ncede
de bahsedildigi gibi, ilgili miRNA’larmn susturulmasiin hiicre proliferasyonuna negatif
etki etmesi ve bazal miRNA ifadesinin es zamanli PZR ile yliksek oldugunun tespit
edilmesi nedeniyle, bunlarla beraber TCGA verilerinden elde edilen sonuglarda meme
tiimorlerinde bu miRNA’larin ifadesinin artmis bulunmasi sebebiyle miRZip vektorlerinin
kullanilmasina karar verilmistir. miRZip vektorleri kullanilarak gergeklestirilen susturma
islemi icin en az %85 ve iizeri GFP+ hiicre orani hedeflenmistir. SKBR3 hiicreleri
mMiRZip449a, miRZip345 ve NT1 kullanilarak enfekte edilmislerdir. AGO2-IP metodu
uygulanirken ayrica hiicre kontrol hiicreleri kullanilmis ve enfekte olmayan bu hiicrelerle

hem AGO2 hem de kontrol olarak IgG immunopresipitasyonu gergeklestirilmistir.

miRZip449a vektorii ile enfeksiyon yapildiktan sonra hiicrelerin cogalmasmin etkilenmeye
basladig1 5. giin peletler toplanmistir. miRZip449a enfeksiyonu i¢in 4.5 milyon hiicre ile
deneye baglanmis, 750 pL viriis kullanilmistir. 5. giin hiicreler 18 milyon sayisina

ulastiginda FACS cihazinda GFP oranlar1 kontrol edilip pelet olarak toplanmislardir.

miRZip345 ile enfeksiyon sirasinda ilk olarak 8 x 10° SKBR3 hiicresi enfekte edilmistir,
kontrol (NT1) ve miRZip345 enfeksiyonu 750 pL viris ile gergeklestirilmistir. Ardindan
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sayilart 10 milyona ulastiginda “sorting” yapilmistir ve %90 ve lizeri GFP+ hiicre orani

elde edilmistir. “Sorting” islemi ardindan hiicreler yaklasik 18 milyon sayiya ulasana kadar

biiyiitiilmiislerdir. Tripsinle kaldirilip toplama sirasinda tekrar GFP oranlar1 kontrol

edilerek %90 ve tizeri bulunmustur. AGO2-IP igin toplanan hiicrelerin GFP oranlar1 ve

hiicre sayilar1 ise Cizelge 5.18’de gosterilmistir. miRZip449a, miRZip345 ve NT1 ile

AGO2-IP uygulamast 6ncesi SKBR3 hiicrelerinin enfeksiyonu ve elde edilen FACS

sonuglar1 Sekil 5.51°de verilmistir.

Cizelge 5.18 AGO2-IP uygulamasinda kullanilan hiicrelerin GFP oranlar1 ve hiicre sayilari

Vektor GFP % Hiicre Sayisi

miRZip449a 87.2 18 milyon

miRZip345 96.5 18 milyon

NT1 97.2 18 milyon

Hiicre kontrol (HK) - 10 milyon (pelet ikiye
boliinmiistiir)
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Sekil 5.51 SKBR3 hiicrelerinde AGO2-IP uygulamasi dncesi miRZip345, miRZip449a ve
NT1 enfeksiyonlar1 ardindan FACS sonuglar1
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5.13.1. AGO2-1P UYGULAMASI iCiN RNA iZOLASYONU

AGO2-IP sonrasi total, flow through (FT) ve IP fraksiyonlarmna ait 6rneklerden Qiagen
miRNeasy Kit kullanilarak RNA izolasyonu gerceklestirilmistir. Ardindan nanodrop
Olgtimleri yapilarak analizde kullanilacak RNA’larin konsantrasyonlari tespit edilmistir.
Konsantrasyonlar mikrodizin analizinde ve ilerleyen analizlerde kullanilacak diizeyde

bulunmustur. Ilgili nanodrop &l¢iim sonuglar1 Cizelge 5.19°da verilmistir.

Cizelge 5.19 AGO2-IP uygulamasi igin kullanilan érneklerden RNA izolasyonu sonrasi
Olgiilen konsantrasyonlar

Ornek Adi Konsantrasyon (ng/ | 260/280 260/230
pL)
miRZip449a total 1047.46 2.39 1.84
miRZip449a FT 613.03 2.36 1.96
miRZip449a IP 22.41 2.45 1.72
miRZip345 total 1527.47 2.36 1.98
miRZip345 FT 1261.49 2.40 1.97
miRZip345 IP 32.58 2.30 1.12
NT1 total 1118.42 2.39 1.98
NT1FT 1151.90 2.37 1.83
NT1IP 35.28 2.67 1.49
HK AGO?2 total 91.59 2.39 0.39
HK AGO2 FT 68.73 2.36 0.65
HK AGO2 IP 33.56 2.81 0.22
HK 1gG Total 70.83 2.53 0.21
HK 1gG FT 54.12 2.62 0.25
HK 1gG IP 27.96 2.09 0.81
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5.13.2. AGO2-IP UYGULAMASI iCiIN WESTERN BLOT YAPILMASI

AGO?2 proteinin immunopresipitasyon sonrast IP fraksiyonunda zenginlestigini kontrol
etmek icin miRZip345, miRZip449a, NT1 ve hiicre kontrol 6rnekleri kullanilarak western
blot ile goriintiilleme gergeklestirilmistir. Goriintilleme sonrast AGO2 proteinin ilgili
fraksiyonda daha fazla zenginlestigi gozlenmis ve AGO2-IP isleminin basariyla
gerceklestigi tespit edilmistir. Gortlintiiler Sekil 5.52°de ve Sekil 5.53’te verilmistir.

T= Total fraksiyon

FT= Flow through
IP=Immunopresipitasyon
L=Marker

NT1
LTFTIP

e wm JOKOA

Sekil 552 AGOZ2-IP sonrasi miRZip449a, miRZip345 ve NT1 i¢in western blot
gortintiilemeleri. AGO2 protein biyiikligi 96 kDA olarak gosterilmistir. 10 saniye
goriintiileme yapilmistir
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Sekil 5.53 AGO2-IP sonrasi hiicre kontrol AGO2 ve IgG o6rnekleri i¢in western blot
gortintiilemeleri. AGO2 protein biyiikligi 96 kDA olarak gosterilmistir. 60 saniye
goriintiileme yapilmistir. Daha iyi goriintii elde edebilmek i¢in drnekler iki kez sekonder
antikor (RaMPO/GaRPO) ile muamele edilmistir. Hiicre sayis1 4-5 milyon civar1 oldugu
icin elde edilen protein miktar1 ¢ok iyi olmamakla beraber AGO2 anti-antikorunun
kullanildig1 IP fraksiyonunda zenginlesme gozlenirken, IgG IP fraksiyonunda zenginlesme
bulunmamaktadir

5.13.3. MiRZiP345, MIRZiP449A VE NT1 ICIN AGO2-IP SONRASI
MIiKRODIZIN UYGULAMASI

AGO2-IP uygulamasi sonucu elde edilen RNA orneklerinden hsa-miR-345, hsa-miR- 449a
ve NT1 (kontrol i¢in) hedeflerinin tespit edilmesi i¢in mikrodizin gergeklestirilmistir.
Mikrodizin i¢in Affymetrix Human Genome U133 Plus 2.0 platformu kullanilmigtir.
Hibridizasyon, yikama, tarama islemleri Affymetrix’in belirledigi protokole uygun sekilde
gerceklestirilmistir. Her bir Ornek i¢in iki teknik tekrar kullanilmistir. Hibridizasyon

isleminde 6nce ornekler fragmente edilmis ve nandrop dlgmii sonrasi konsantrasyonlarmin
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en az 500 ng/mL ve {izeri oldugu dogrulanmistir. Ardindan fragmente edilen cRNA’larin
%?3’liik agaroz jelde biitiinliikleri kontrol edilmis ve cipe yiiklenmek i¢in uygun olduklari
dogrulanmustir. cRNA’lara ait jel goriintiileri Sekil 5.54°de; Sekil 5.55’de ve Sekil 5.56’da

verilmistir.

 TLP2. IRZB4SIPL miRziptass 1P

Sekil 554 NT1 IP ilk ve ikinci tekrarlar1 ile miRZip345 IP birinci teknik tekrar,
miRZip449a TP birinci teknik tekrar Orneklerine ait ¢cRNA jel goriintiileri. GOriintii
orneklerin %3’ lik agaroz jelde 120 V 30 dakika yiiriitiilmesinden sonra elde edilmistir.
100 bp markir kullanilmistir

Sekil 5.55 miRZip345 IP ve miRZip449a IP ikinci teknik tekrar 6rneklerine ait cRNA jel
goriintiileri. Goriintli 6rneklerin %3’liikk agaroz jelde 120 V 30 dakika yiiriitiilmesinden
sonra elde edilmistir. 100 bp markir kullanilmigtir
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Sekil 5.56 miRZip345, NT1 ve miRZip449a total birinci ve ikinci teknik tekrar 6rneklerine
ait cRNA jel gorlntiileri. Goriintii 6rneklerin %3’liikk agaroz jelde 120 V 30 dakika
yiiriitilmesinden sonra elde edilmistir. 100 bp markr kullanilmistir

Mikrodizin  uygulamasi  sonrast analiz ~ GeneSpring  programi  kullanilarak
gergeklestirilmistir. miRZip449a, NT1 ve miRZip345 uygulamasi sonrasi elede edilen IP
ve total ornekleri karsilastirilarak analiz tamamlanmistir. Buna gore ilk olarak NT1 ve
miRZip449a ornekleri kendi iclerinde analiz edilmis, ardindan miRZip345 ve NT1 analizi
tamamlanmustir. Yani analizler miRZip449a ve NT1; miRZip345 ve NT1 olmak tizere iki
sekilde yapilmistir, miRZip vektorleri ayr1 ayr1 NT1 ile karsilastirilarak analiz edilmistir.
miRZip ve NT1 uygulamalar1 i¢in IP fraksiyonunda total fraksiyonuna gore 2 kat ve daha
fazla ifade degisikligi gosteren genler belirlenmis, son olarak NT1 ve miRZip IP kisminda

zenginlesmis genler ile karsilastirma yapilmastir.

miRZip ve NT1 analizi i¢in ilk olarak “RMA normalizasyon” yapilmistir. Cip tizerinde
toplam 54675 prob bulunmaktadir. Ardindan kullanilan 6rnekler arasinda teknik hatalardan
kaynaklanan farkhiliklar olup olmadigmin kontrolii i¢in korelasyon analizi yapilmis ve
kalite kontrolii gergeklestirilmistir. mMiRZip345 ve NT1’e ait 6rnek normalizasyon
sonuglar1 Sekil 5.57 ve Sekil 5.58’de; miRZip449a ve NT1 orneklerine ait korelasyon

analiz sonuglar1 6rnek olarak Sekil 5.59°da gosterilmistir.
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Sekil 5.57 miRZip345 6rneklerine ait normalizasyon sonuglari
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Sekil 5.58 NT1 6rneklerine ait normalizasyon sonuglari
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Sekil 5.59 miRZip449a ve NT1 o6rneklerine ait korelasyon sonuglari. Teknik tekrarlara ait
ornekler birbirleri ile biiyiik oranda korelasyon gdostermektedir

Kalite kontrolii ardindan sinyal alinamayan, ifadesi tespit edilemeyen hatali problarin
elenmesi i¢in filtrasyon islemi yapilmistir. Buna gore, normalize datada her iki teknik
tekrarin birinde ya da total veya IP 6rneklerinin herhangi birinde log5 ve alt1 sinyal veren
problar elenmistir. Filtre islemi ardindan miRZip449a analizinde toplam 20223 prob
kalirken, miRZip345 analizinde 20025 prob kalmistir. Teknik tekrarlar arasinda filtrasyona
ve normalizasyona ragmen hatali olan problarin tespiti i¢in IP1 ve IP2; T1 ve T2 6rnekler
kendi icerisinde karsilastirilmistir. Teknik tekrarlar i¢cin ortak olmayan bu problar tiim
filtreleri ge¢cmis problardan ¢ikarilmistir. Bu karsilagtirma ardindan miRZip345 analizi i¢in
kulanilan final listesinde 19963; miRZip449a icinse 20150 prob kalmistir. Bu final listeleri
kullanilarak ilk olarak NT1 o6rnekleri icin IP ve total fraksiyonlar1 (teknik tekrarlarin
ortalamalar1) karsilastirilarak ifade degisimi analizi yapilmis ve IP fraksiyonunda 2 kat
iizeri ifade degisikligi gosteren genler bulunmustur. Ayni islem miRZip vektorleri i¢in de
yapilmis ve sonuglar ven diyagrami kullanilarak karsilastirilmigtir. miRZip449a ve NT1 IP
fraksiyonunda zenginlesen genlerin karsilastirilmasi Sekil 5.60’da; miRZip345 ve NT1

karsilastirmasi ise Sekil 5.61°de verilmistir.
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NT1 miRZip449a
IPvsT >2 IPvsT >2

| Entity List 1 : UP - FC {[scr-ip]
| vs [seret])
| 3763 entities

Entity List 2 : UP - FC
([mirzip449a-ip] vs
[mirzip449a-t])

3371 entities

Sekil 5.60 NT1 ve miRZip449a IP fraksiyonunda zenginlesen genlerin karsilastirilmasi.
NT1 o6rneginde zenginlesen 3763 proba ait ifade degisikligi daha sonra miRZip449a
orneklerinde arastirilmustir.
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NT1 miRZip345
IPvsT >2 IPvsT >2

Entity List 1 : UP - FC ([scr-1P]

vs [scr-T))
3748 entities

Entity List 2 : UP - FC ([mirzip-
IP] vs [mirzip-T])
4055 entities

Sekil 5.61 NT1 ve miRZip345 IP fraksiyonunda zenginlesen genlerin karsilastirilmasi.
NT1 oOrneginde zenginlesen 3748 proba ait ifade degisikligi daha sonra miRZip449a
orneklerinde arastirilmistir

Ilgili miRNA’lara ait olas1 hedef gen profilleri incelenirken ilk olarak her bir vektdr i¢in
NT1 orneginde, IP fraksiyonunda zenginlesen genler incelenmistir, en fazla kat degisimi
gosteren genler tespit edilmeye calisilmistir. Ardindan bu genlerin NT1 6rneklerindeki
ifadeleri, miRZip IP fraksiyonundaki ifadeleri ile karsilastirilmistir. Boylece ilgili
miRNA’lar susturuldugunda, hedefler baglanamayacagi icin miRZip IP fraksiyonunda
daha az zenginlesecek ve ifadeleri NT1 Orneklerine gére daha az bulunmus olacaktir. Bu
sekilde iki farkli kistas goz Oniine alarak, iki miRNA’ya spesifik olas1 gen hedefleri tespit

edilmeye caligilmistir.

5.13.4.NT1, MIRZIiP449A VE MIRZIP345°’E AIT IP FRAKSIYONUNDA
ZENGINLESMIS GENLER

Her bir miRZip vektorii icin yapilan gen ifadesi analizi ardindan NT1 &rneklerinde IP
fraksiyonunda zenginlesen genler incelenmistir. Daha 6nce belirtildigi gibi miRZip449a

vektorii kullanilarak yapilan analizde, 3763 proba ait gen IP fraksiyonunda, total
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fraksiyonuna gore en az 2 kati ve iizeri zenginlesmis olarak bulunmustur. Bunlarin

icerisinde farkli problara ait ayn1 genlerden ifadeleri en kii¢lik olanlar elenmis ve tekrar ve

en az 2 kati degisilik gosteren 2667 gen elde edilmistir. Genler, ifade degisikliklerine gore

2 kat, 4 kat, 8 kat olarak filtrelenmis ve gruplanmistir. Bu sekilde IP fraksiyonunda daha

fazla zenginlesen ve hsa-miR-449a ‘nin hedefi olma ihitmali daha yiiksek genler

bulunmaya ¢aligilmistir. 4 kat ve tizeri degisiklik gosteren gen sayist 337 iken, 6 kat ve

tizeri degisiklik gosteren gen sayisi 48 olarak bulunmustur. hsa-miR-449a’ya ait ve 4 kat

ifade degisikligi gosteren olas1 hedefler Cizelge 5.20°de gosterilmistir.

Cizelge 5.20 hsa-miR-449a ait olasi hedef genlerden IP fraksiyonunda 4 kat ve iizeri
zenginlesen genler

Probe Set | Gen Ad1 FC : 4 kat | Probe Set | Gen Ad1 FC : 4 kat
ID ve iizeri 1D ve lizeri
212094 _at PEG10 9.35 1553974 _at | C220rf39 4.64
218465 at TMEM33 9.12 225658 at SPOPL 4.64
235088 _at C4orf46 9.10 212851 at DCUN1D4 4.63
209999 x at | SOCS1 9.07 221230 s at | ARID4B 4.63
238856 _s at | PANK2 9.03 231832_at GALNT4 4.61
205191 at RP2 8.90 205763 s _at | DDX18 4.61
206734 at JRKL 8.86 226316 _at RBM26 4.61
231120 x at | PKIB 7.92 218065 _s at | TMEM9B 4.59
205739 x at | ZNF107 7.87 201556 s at | VAMP2 4.59
226155 at FAM160B1 7.82 203414 at MMD 4.59
227680 at ZNF326 7.40 241730 at MYNN 4.59
229533 x at | ZNF680 7.24 225366 at PGM2 4.58
234997 x_at | RP11- 7.19 212709 at NUP160 4.58
4881.18.10

203276 _at LMNB1 7.17 225902 _at PPIG 4.58
228033 at E2F7 7.14 203789 s at | SEMA3C 4.58
227803 _at ENPP5 7.12 213647 at DNA2 4.57
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227040 at | NHLRC3 7.11 206359 at | SOCS3 4.56
235812 at | CNEP1R1 7.06 218438 s at | MED28 4.56
202980 s at | SIAH1 6.91 217843 s at | MED4 4.56
209099 x at | JAGL 6.86 229666 s at | CSTF3 4.56
213146_at | KDM6B 6.83 204172_at | CPOX 4.56
204506 at | PPP3R1 6.83 225912 at | TP53INP1 4.55
225237 s at | MSI2 6.83 203302 at | DCK 453
219421 at | TTC33 6.81 228789 at | MTMR6 453
203362 s at | MAD2L1 6.73 226181 at | TUBEL 4.53
225922 at | FNIP2 6.67 203011 at | IMPAL 4.52
203765 at | GCA 6.61 212558 at | SPRY1 4.52
224875 at | C50rf24 6.58 204783 at | MLF1 4.52
224308 s at | INTS2 6.58 223886 s at | RNF146 451
204742 s at | PDS5B 6.53 221193 s at | ZCCHC10 451
219342 at | CASD1 6.43 225838 at | EPC2 451
223497 at | FAMI135A | 6.41 217811 at | SELT 4.50
226483 at | TMEM68 6.37 211760 s at | VAMP4 4.50
228654 at | SPIN4 6.35 228974 at | ZNF677 4.50
226600 at | TMTC3 6.30 211208 s at | CASK 4.49
225166 _at | ARHGAP18 | 6.29 218656 s at | LHFP 4.48
219487 at | BBS10 6.27 227934 at | KPNAS 4.48
208759 at | NCSTN 6.26 220144 s at | ANKEF1 4.48
221213 s at | ZNF280D 6.23 226797 at | MBTD1 4.47
240161 s at | CDC20B 6.23 224801 at | NDFIP2 4.46
204732_s at | TRIM23 6.21 225368 at | HIPK2 4.46
203987 at | FZD6 6.19 202557 at | HSPA13 4.46
219297 at | WDR44 6.15 209815 at | PTCH1 4.46
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231039 at | NAA30 6.13 226310 at | RICTOR 4.45
238002 at | GOLIM4 6.12 201579 at | FAT1 4.45
212622 at | TMEM41B | 6.07 222201 s at | CASPSAP2 4.45
225074 at | RAB2B 6.05 212900 at | SEC24A 4.44
200071 at | SMNDC1 6.04 226370 at | KLHL15 4.44
203810 at | DNAJB4 6.01 208939 at | SEPHS1 4.43
205668 at | LY75 6.00 218196 at | OSTM1 4.43
229073 at | PRTG 5.97 214683 s at | CLK1 4.43
219303 at | RNF219 5.94 219334 s at | NABP1 4.42
226609 at | DCBLD1 5.94 203909 at | SLC9A6 4.42
222870 s at | B3GNT2 5.92 228941 at | ALG10B 4.42
238739 at | IPMK 5.91 219540 at | ZNF267 4.42
225992 at | MLLT10 5.88 226520 at | LCOR 4.42
226208 at | ZSWIM6 5.87 226394 at | MARCH6 4.41
205773 at | CPEB3 5.85 225111 s at | NAPB 4.41
205034 at | CCNE2 5.81 208249 s at | TGDS 4.40
232272 at | ZNF624 5.78 212450 at | SECISBP2L | 4.40
228188 at | FOSL2 5.73 227973 at | C20rf69 4.39
213694 at | RSBN1 5.69 204108 at | NFYA 4.39
209894 at | LEPR 5.68 218588 s at | FAM114A2 | 4.39
227111 at | ZBTB34 5.64 205087 at | RWDD3 4.39
225222 at | HIAT1 5.64 218498 s at | EROLL 4.39
219017 at | ETNKL 5.63 223270 at | CTDSPL2 4.39
226756 at | CCDC71L | 5.61 240592 at | LCORL 4.37
201582 at | SEC23B 5.60 206108 _s_at | SRSF6 4.37
222108 at | AMIGO? 5.58 201151 s at | MBNLL 4.36
209657 s at | HSF2 5.57 210092 at | MAGOH 4.35
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206928 at | ZNF124 5.56 203690 at | TUBGCP3 4.35
228961 at | MIER3 5.56 204285 s at | PMAIP1 4.34
235520 at | ZNF280C 5.56 226109 at | C21lorfol 4.34
235798 at | TMEM170B | 5.55 218326 s at | LGR4 4.33
219263 at | RNF128 5.54 221958 s at | WLS 4.32
212930 at | ATP2B1 5.54 1556121 at | NAP1L1 4.32
236856_x_at | RP4- 5.54 226341 at | LOC10050636 | 4.32
791M13.3 5
228328 at | KLHL28 5.52 204753 s at | HLF 4.31
218513 at | TMA16 5.52 204956 at | MTAP 4.31
212731 at | ANKRD46 | 5.51 226768 at | GIGYF1 4.31
222471 s at | KCMF1 5.50 224524 s at | ASB3 4.30
218541 s at | C8orf4 5.49 228220 at | FCHO2 4.30
227203 at | FBXL17 5.45 244008 at | PARP8 4.30
209681 at | SLC19A2 5.45 226140 s at | OTUD1 4.29
225956 at | CREBRF 5.42 209838 at | COPS2 4.29
218319 at | PELI1 5.42 225406 at | TWSG1 4.29
217743 s at | TMEM30A | 5.40 205198 s at | ATP7A 4.28
235387 at | GSTCD 5.40 231871 at | GPR180 4.27
204435 at | NUPL1 5.40 212635 at | TNPO1 4.27
226853 at | BMP2K 5.39 223255 at | G2E3 4.27
1558794 at | NUTM2A- | 5.38 218923 at | CTBS 4.26
AS1
226339 at | TRUBL 5.34 1558256 _at | LINC00662 4.26
210649 s at | ARID1A 5.32 226337 _at | GORAB 4.26
202084 s at | SEC14L1 5.32 212984 at | ATF2 4.26
226077 _at | RNF145 5.32 230534 at | ZNF678 4.26
225475 at | MIER1 5.30 219793 at | SNX16 4.26
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218311 at | MAP4K3 5.29 219023 at | AP1AR 4.25
212437 at | CENPB 5.29 222572 at | PDP1 4.24
224827 at | UBTD2 5.29 221823 at | C50rf30 4.24
222783 s at | SMOC1 5.26 227551 at | ABHD17B 4.24
225438 at | NUDCD1 5.25 215172 at | PTPN20A 4.23
201636 at | FXR1 5.25 212887 at | SEC23A 4.23
227180 at | ELOVLY 5.25 209250 at | DEGSI 4.22
229129 at | HNRNPD 5.23 213424 at | KIAA0895 4.22
224704 at | TNRC6A 5.22 219105 x_a | ORC6 4.21
t
205003 at | DOCK4 5.19 225433 at | GTF2Al 4.21
205122 at | TMEFF1 5.18 238609 at | FAM200A 4.21
241808 at | ZC2HC1A | 5.17 223540 at | PVRL4 4.20
225978 at | RIMKLB 5.15 226541 at | FBX030 4.20
209455 at | FBXW11 5.12 225302 at | TMX3 4.20
218401 s at | ZNF281 5.09 227696 at | EXOSC6 4.19
226939 at | CPEB2 5.08 213761 at | MDM1 4.19
202903 at | LSM5 5.04 218432 at | FBXO3 4.19
223358 s at | PDE7A 5.04 212149 at | EFR3A 4.18
224894 at | YAP1 5.03 205761 s at | DUSAL 4.17
227701 at | C100rfl18 | 5.03 223391 at | SGPP1 4.17
241364 at | TMEMS57 5.02 224823 at | MYLK 4.17
225717 at | KIAA1715 | 5.00 213923 at | RAP2B 4.16
201518 at | CBX1 4.99 203748_x_a | RBMS1 4.16
t
230083 at | USP53 4.99 200727 s at | ACTR2 4.16
208876_s at | PAK2 4.98 202536 at | CHMP2B 4.16
225904 at | CCSAP 4.97 214098 at | KIAA1107 4.16
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218668 s at | RAP2C 4.95 236104 at | HNRNPLL 4.16
213110 s at | COL4A5 4.95 235763 at | SLC44A5 4.15
220123 at | SLC35F5 4.95 218370 s at | S100PBP 4.15
212418 at | ELF1 4.92 211137 s at | ATP2C1 4.14
223324 s at | TRPM7 4.91 203310 _at | STXBP3 4.14
203080 s at | BAZ2B 4.90 220952 _s_at | PLEKHAS 4.14
218446 s at | TVP23B 4.90 207068 at | ZFP37 4.13
209101 at | CTGF 4.90 232044 at | RBBP6 4.13
205476 at | CCL20 4.86 238496 at | WHSC1L1 4.13
225455 at | TADAL 4.86 209291 at | ID4 4.13
218604 at | LEMD3 4.85 235429 at | EIF3E 4.13
220992 s at | TRMTIL 4.85 221750 at | HMGCS1 4.13
213618 at | ARAP2 4.85 219062 s at | ZCCHC?2 4.12
203429 s at | SUCO 4.85 218228 s at | TNKS?2 4.12
212262 at | QKI 4.84 228479 at | SOAT1 4.12
218041 x at | SLC38A2 4.84 212631 at | STX7 4.11
228964 at | PRDM1 4.83 204651 at | NRF1 4.11
226753 at | FAM76B 4.82 225444 at | UBN2 4.10
206102 at | GINS1 4.82 218478 s at | ZCCHCS 4.10
220926 s at | EDEM3 4.82 218817 at | SPCS3 4.09
228680 at | KIF3A 4.81 212633 at | UFL1 4.09
225176_at | LNPEP 4.80 225578 at | MZT1 4.09
203024 s at | C50rfl5 4.79 204433 s at | SPATA2 4.09
227446 s at | DHRS4-AS1 | 4.79 212533 at | WEEL 4.08
203595 s at | IFIT5 4.77 235170 at | ZNF92 4.08
220104 at | ZC3HAV1 | 4.77 203432 at | TMPO 4.08
212695 at | CRY2 4.77 204720 s_at | DNAJC6 4.07
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212597 s at | HMGXB4 4.77 201435_s_at | EIFAE 4.07
213552 at | GLCE 4.76 204881 s at | UGCG 4.06
226719 at | DERL2 4.75 221050 s at | GTPBP2 4.05
229309 at | ADRBI 4.75 227442 at | COX18 4.05
204363 at | F3 4.74 220387 s _at | HHLA3 4.04
225919 s at | C9orf72 4.74 1570623 at | RP11-96K19.4 | 4.04
223197 s at | SMARCAD1 |4.74 213795 s at | PTPRA 4.04
218733 at | MSL2 4.73 218696 at | EIF2AK3 4.03
226003 at | KIF21A 4.71 226046_at | MAPKS8 4.03
235165 at | PARD6B 4.71 229498 at | MBNL3 4.03
227191 at | ITFG1 4.70 221821 s at | KANSL?2 4.03
235048 at | FAM169A | 4.67 219990 at | E2F8 4.03
241734 at | SRFBP1 4.65 223444 at | SENP7 4.03
212800 at | STX6 4.65 212907 at | SLC30A1 4.02
219653 at | LSM14B 4.64 222771 s at | MYEF2 4.02
202543 s at | GMFB 4.64 206003 at | CEP135 4.02
202820 at | AHR 4.64 209112 at | CDKNIB 4.02
214785 at | VPS13A 4.64 235143 at | SLC10A7 4.01
228697 at | HINT3 4.64 227471 at | HACEL 4.00
225989 at | HERC4 4.64

miRZip449a vektorii i¢in yapilan analiz, miRZip345 i¢in de ayni sekilde tekrarlanmistir.
Buna gore ilk olarak NT1 IP fraksiyonunda 2 kat ve iizeri zenginlesen problar bulunmus,
ardindan tekrarlayan genler ¢ikarilmis ve 2657 gen elde edilmistir. IP fraksiyonunda 4 kat
ve lizeri zenginlesen 356 gen; 6 kat ve lizeri zenginlesen 16 gen bulunmustur. hsa-miR-

345’¢e ait olma ihtimali yliksek, 4 kat ve {izeri degisiklik gdsteren genler Cizelge 5.21°de

verilmistir.
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Cizelge 5.21 hsa-miR-345 ait olas1 hedef genlerden IP fraksiyonunda 4 kat ve iizeri
zenginlesen genler

Probe Set | Gen Ad FC : 4 kat | Probe  Set | Gen Ad1 FC : 4 kat
ID Ve iizeri ID ve iizeri
238856_s_at | PANK2 9.35 226109 _at C21orfal 4.63
235088_at | C4orf46 8.97 226596_x_at | LOC729852 4.62
206734 at JRKL 8.91 226181 at TUBE1 4.61
218465 at TMEM33 8.83 218588 s at | FAM114A2 4.61
234509 at | AC005592.3 |8.70 212851 at DCUN1D4 4.60
205191 at RP2 8.70 217811 at SELT 4.59
212094 at PEG10 8.63 211760 s at | VAMP4 4.58
226155 at FAM160B1 7.79 225919 s at | C9orf72 4.58
229533 x at | ZNF680 7.73 226003 at KIF21A 4.58
231120 x at | PKIB 7.70 213424 at KIAA0895 4.58
209999 x at | SOCS1 7.56 226394 at MARCHG6 4.57
227803 _at ENPPS 7.54 223324 s at | TRPM7 4.57
227040 at NHLRC3 7.14 218196 _at OSTM1 4.57
225922 at FNIP2 7.07 228220 at FCHO?2 4.57
204506 _at PPP3R1 7.07 204363 at F3 4.55
227680 _at ZNF326 7.06 235798 at TMEM170B 4.55
203765 _at GCA 6.98 217743 s at | TMEM30A 4.55
203276 _at LMNB1 6.92 225366 at PGM2 4.55
234997 _x_at | RP11- 6.92 225838 _at EPC2 4.54
4881.18.10

219421 at TTC33 6.92 203011 at IMPA1 4.53
202980 s at | SIAH1 6.79 228974 at ZNF677 4.53
225166 _at ARHGAP18 6.78 208939 at SEPHS1 4.52
235812 at CNEP1R1 6.76 226140 s at | OTUD1 4.52
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213146 at | KDM6B 6.74 228106 _at | DCAF16 4.52
203362 s at | MAD2L1 6.69 230534 at | ZNF678 4.49
223497 at | FAM135A 6.64 206102 at | GINS1 4.48
224875 at | C5orf4 6.52 214785 at | VPSI13A 4.48
205739 x at | ZNF107 6.50 226370 at | KLHL15 4.48
208759 at | NCSTN 6.45 244811 at | PHIP 4.48
219263 at | RNF128 6.37 213618 at | ARAP2 4.47
226483 at | TMEM68 6.37 212262 at | QKI 4.47
225237 s at | MSI2 6.32 211208 s _at | CASK 4.47
228961 at | MIER3 6.30 222572 at | PDP1 4.47
212622 at | TMEM41B | 6.27 221193 s at | ZCCHC10 4.47
225074 at | RAB2B 6.25 218498 s at | EROLL 4.46
205668 at | LY75 6.23 220144 s at | ANKEF1 4.45
203987 at | FZD6 6.19 202228 s at | NPTN 4.44
226600 at | TMTC3 6.18 231871 at | GPR180 4.44
204732_s at | TRIM23 6.17 209815 at | PTCH1 4.44
228654 at | SPIN4 6.15 212900 at | SEC24A 4.43
204742 s at | PDS5B 6.13 203414 at | MMD 4.43
200071 at | SMNDC1 6.13 202557 at | HSPA13 4.43
228033 at | E2F7 6.09 218656 s at | LHFP 4.42
238002_at | GOLIM4 6.08 241730 at | MYNN 4.42
225222 at | HIAT1 6.00 212984 at | ATF2 4.41
219342 at | CASD1 5.96 225368 at | HIPK2 4.41
219487 at | BBS10 5.94 203024 s at | C5orfl5 4.41
225956_at | CREBRF 5.93 228697 at | HINT3 4.41
205034 at | CCNE2 5.92 204433 s at | SPATA2 4.41
224308 s at | INTS2 5.92 212709 at | NUP160 4.41
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219297 at | WDR44 5.88 226797 at | MBTD1 4.40
209099 x at | JAG1 5.87 227973 at | C20rf69 4.40
239650 at | NCKAP5 5.86 212800 at | STX6 4.39
238739 at | IPMK 5.84 218733 at | MSL2 4.39
209657 s at | HSF2 5.83 201579 at | FAT1 4.38
235520 at | ZNF280C 5.80 204172 at | CPOX 4.37
201582 at | SEC23B 5.79 201151 s at | MBNLL 4.37
203810 at | DNAJB4 5.76 209838 at | COPS2 4.37
231039 at | NAA30 5.76 223270 at | CTDSPL2 4.36
219303 at | RNF219 5.75 218940 at | METTL2ID | 4.35
225992 at | MLLT10 5.70 226541 at | FBXO030 4.35
213694 at | RSBN1 5.68 204258 at | CHD1 4.35
205773 at | CPEB3 5.68 226341 at | LOC10050636 | 4.35
5
212731 at | ANKRD46 | 5.67 204783 at | MLF1 4.34
240161 s at | CDC20B 5.66 219334 s at | NABP1 4.34
219017 at | ETNK1 5.62 222201 s at | CASPSAP2 | 4.34
1558794 at | NUTM2A- 5.60 203690 _at | TUBGCP3 4.33
AS1
212437 at | CENPB 5.59 204194 at | BACHL 4.33
226756 _at | CCDC71L 5.58 228941 at | ALG10B 4.32
228328 at | KLHL28 5.57 226719 at | DERL2 4.32
241808 at | ZC2HC1A 5.57 212907 at | SLC30A1 4.32
235387 at | GSTCD 5.56 227701 at | C100rf118 4.31
234340 at | RP4-61404.12 | 5.55 223391 at | SGPP1 4.31
222870 s at | B3GNT2 5.54 205763 s at | DDX18 4.30
238732 _at | COL24Al 5.54 204285 s at | PMAIP1 4.30
209894 at | LEPR 5.50 210092 at | MAGOH 4.30
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227111 at | ZBTB34 5.46 219105 X at | ORC6 4.30
226208 at | ZSWIM6 5.44 211137 s at | ATP2C1 4.30
227203 at | FBXL17 5.44 202536 at | CHMP2B 4.29
220926 s at | EDEM3 5.40 238609 at | FAM200A 4.29
218311 at | MAP4K3 5.40 204956 _at | MTAP 4.29
236856_x_at | RP4- 5.39 212633 at | UFL1 4.29
791M13.3
226609 at | DCBLD1 5.38 206108 s at | SRSF6 4.28
241364 at | TMEM57 5.34 218264 at | BCCIP 4.27
218513 at | TMAL6 5.34 220387 s at | HHLA3 4.27
226339 at | TRUBL 5.32 205087 at | RWDD3 4.26
203909 at | SLCIAG 5.32 222765 x_at | ESF1 4.25
229073 at | PRTG 5.31 218340 s at | UBAG 4.25
212930 at | ATP2B1 5.31 228789 at | MTMR6 4.24
224827 at | UBTD2 5.31 226768 at | GIGYF1 4.24
202084 s at | SEC14L1 5.28 235143 at | SLC10A7 4.24
218319 at | PELIL 5.27 208249 s at | TGDS 4.24
201556 s at | VAMP2 5.25 217843 s at | MEDA4 4.24
215172 at | PTPN20A 5.25 204753 s at | HLF 4.24
223358 s at | PDE7A 5.24 220104 at | ZC3HAV1 4.23
226853 at | BMP2K 5.24 200056 s at | C1D 4.23
225438 at | NUDCD1 5.23 209291 at | ID4 4.23
235165 at | PARD6B 5.21 228039 at | DDX46 4.22
209681 at | SLC19A2 5.20 209112 at | CDKN1B 4.22
204435 at | NUPL1 5.19 218923 at | CTBS 4.22
225475 at | MIER1 5.19 227934 at | KPNAS 4.21
214012 at | ERAP1 5.19 228479 at | SOAT1 4.20
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201518 at | CBX1 5.19 225494 at | DYNLL2 4.20
201636 at | FXR1 5.17 205761 s at | DUSAL 4.20
209455 at | FBXW11 5.17 213761 at | MDML1 4.20
222108 at | AMIGO? 5.15 218478 s at | ZCCHC8 4.20
218041 x at | SLC38A2 5.15 225444 at | UBN2 4.20
210649 s at | ARIDIA 5.14 212450 at | SECISBP2L | 4.20
218401 s at | ZNF281 5.12 225658 at | SPOPL 4.20
209101 at | CTGF 5.11 213647 at | DNA2 4.19
224894 at | YAPL 5.11 221958 s at | WLS 4.19
223197 s at | SMARCAD1 |5.08 218228 s at | TNKS?2 4.19
225176_at | LNPEP 5,08 223255 at | G2E3 4.18
203080 s at | BAZ2B 5.07 212635 at | TNPO1 4.18
203789 s at | SEMA3C 5.05 227191 at | ITFG1 4.17
222783 s at | SMOC1 5.02 214683 s at | CLK1 4.17
221213 s at | ZNF280D 5.00 218370 s at | S100PBP 4.16
205003 at | DOCK4 4.98 206359 at | SOCS3 4.16
222471 s_at | KCMF1 4.98 225406 at | TWSG1 4.16
213552 at | GLCE 4.98 219540 at | ZNF267 4.15
202903 at | LSM5 4.97 1570623 at | RP11-96K19.4 | 4.14
225978 at | RIMKLB 4.97 223249 at | CLDN12 4.14
212418 at | ELF1 4.96 223444 at | SENP7 4.13
228188 at | FOSL2 4.95 218326 s at | LGR4 4.12
225717 at | KIAAL715 4.95 226779 at | LMBRD2 4.12
228680 at | KIF3A 4.94 208103 s at | ANP32E 4.12
213110_s_at | COL4A5 4.94 1568807_a_a | RBM26-AS1 | 4.12
t
227180 at | ELOVL7Y 4.94 227446 s at | DHRS4-AS1 | 4.12
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232272_at | ZNF624 4.90 235170 at | ZNF92 4.12
218446 s at | TVP23B 4.90 212533 at | WEE1 4.12
220992 s at | TRMTIL 4.90 225070 at | NUS1 4.11
241745 at | LOC10050755 | 4.88 219467 at | GIN1 4.11
7
1558256 _at | LINCO0662 | 4.88 227696 _at | EXOSC6 4.11
229828 at | CDC73 4.87 203310 at | STXBP3 4.11
231832 _at | GALNT4 4.86 226520 at | LCOR 4.11
226077 at | RNF145 4.86 213795 s at | PTPRA 4.10
225902 at | PPIG 4.85 222807 at | C11orf30 4.10
1553974 at | C220rf39 4.85 208891 at | DUSP6 4.10
224704 at | TNRC6A 4.83 219023 at | AP1AR 4.09
218668 s at | RAP2C 4.83 221823 at | C50rf30 4.09
220123 at | SLC35F5 4.81 218817 at | SPCS3 4.09
225455 at | TADAL 4.80 212149 at | EFR3A 4.09
212597 s_at | HMGXB4 4.80 227551 at | ABHD17B 4.09
218438 s at | MED28 4.79 223089 at | VEZT 4.09
212695 at | CRY2 4.79 204720 s_at | DNAJC6 4.09
241734 at | SRFBP1 4.77 212230 at | PPAP2B 4.09
230083 at | USP53 4.77 225433 at | GTF2Al 4.08
203595 s at | IFIT5 4.76 221750 at | HMGCS1 4.08
222825 at | OTUD6B 4.75 235763 at | SLC44A5 4.08
224801 at | NDFIP2 4.74 238496 at | WHSC1L1 4.08
208876_s_at | PAK2 4.74 200727 s_at | ACTR2 4.08
228964 at | PRDM1 4.73 213923 at | RAP2B 4.08
203429 s at | SUCO 4.72 232044 at | RBBP6 4.07
235048 at | FAM169A 4.72 244008 at | PARP8 4.07
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218604 at | LEMD3 4.72 228149 at | C7orf60 4.07
202543 s at | GMFB 4.71 226580 at | BRMSIL 4.07
221230 s at | ARID4B 4.71 223540 at | PVRL4 4.07
225989 at | HERCA4 4.70 205198 s at | ATP7A 4.06
205122 at | TMEFF1 4.70 218696 at | EIF2AK3 4.06
226753 at | FAM76B 4.69 226120 at | TTC8 4.06
203302 at | DCK 4.68 220952 s at | PLEKHAS 4.06
212558 at | SPRY1 4.67 223259 at | ORMDL3 4.05
226939 at | CPEB2 4.66 225091 at | ZCCHC3 4.04
205476 at | CCL20 4.66 219062 s at | ZCCHC2 4.04
204108 at | NFYA 4.65 219793 at | SNX16 4.04
229309 at | ADRB1 4.65 218541 s at | C8orf4 4.04
223886 s at | RNF146 4.65 236104 at | HNRNPLL | 4.04
219653 at | LSM14B 4.65 207068 at | ZFP37 4.03
203748 x_at | RBMS1 4.64 202922 at | GCLC 4.02
1556121 at | NAP1L1 4.64 227442 at | COX18 4.02
225904 at | CCSAP 4.64 209774 x_at | CXCL2 4.01
218065 s at | TMEMOB 4.63 218432 at | FBXO3 4.01
229666 s at | CSTF3 4.63 203432 at | TMPO 4.00

Buna gore hsa-miR-345 i¢in IP total karsilastirmasi sonrasi IP kisminda en fazla ifade
artigt gosteren gen PANKI (Pantothenate Kinase 1); hsa-miR-449a i¢inse PEG10
(Paternally Expressed 10) olarak bulunmustur. NT1 IP fraksiyonunda en fazla ifade
degisikligi gosteren genler, miRZip vektorlerindeki ifadeleri ile de karsilastirilmistir. Her
iki miRNA i¢in NT1 6rneklerine ait IP fraksiyonunda miRZip vektorlerine gore en az 1.2
ve/veya 1.5 kat fazla farkliliga sahip olan genler yolak analizi i¢in kullanilmistir.
miRZip345 ile yapilan karsilastirmada, NT1 6rneklerinde 1.5 kat ve tizeri farklilik gosteren
32 gen bulurken 1.2 kat ve lizeri farkli olan 220 adet gen gézlenmis; MiRZip449a
kullanilarak yapilan analizde ise 260 gen ve 1.2 kat esigi kullanildiginda 1062 gen
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bulunmustur. NT1 ve miRZip345 IP 1.5 kat ve iizeri karsilastrma sonuglar1 Cizelge
5.22°de; NT1 ve miRZip449a 1.5 kat ve iizeri karsilastirma sonuclar1 Cizelge 5.23°de

verilmistir.

Cizelge 5.22 NT1 ve miRZip345 IP (1.5 kat ve {izeri) karsilastirma sonuglari

Gen Ad1 FC :2 kat ve iizeri | FC : 2 kat ve | NT1/miRZip345
NT1 iizeri miRZip345
ITPR1 2.98 1.38 2.16
MANZ2A1 2.34 1.11 2.11
QKI 4.47 2.19 2.04
RGPD3 3.08 1.54 2.00
CALCOCO1 2.58 1.29 2.00
SSFA2 2.90 1.47 1.97
CAll 2.55 1.34 1.90
CXCL2 4.01 2.17 1.85
RP4-61404.12 5.55 3.19 1.74
ACVR2A 3.03 1.76 1.72
DNAJC27 3.38 2.00 1.69
EMC1 3.14 1.86 1.68
TMEMZ209 2.92 1.73 1.68
TCEAL1 2.06 1.23 1.68
AC005592.3 8.70 5.19 1.67
CERCAM 2.62 1.57 1.67
WDR44 5.88 3.55 1.66
TFAP2C 2.01 1.23 1.64
TMEM182 3.84 2.36 1.62
RABL3 3.02 1.86 1.62
PRDM1 4.73 2.95 1.61
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HMMR 2.64 1.67 1.58
SEPSECS 2.31 1.48 1.57
USP38 3.42 2.18 1.57
ZWILCH 2.05 1.32 1.55
SOCS1 7.56 4.91 1.54
RHOB 2.26 1.47 1.54
LOC729852 4.62 3.02 1.53
EGFR 2.07 1.36 1.52
GLS 2.54 1.68 1.51
DDX6 3.42 2.27 1.50

Cizelge 5.23 NT1 ve miRZip449a (1.5 kat ve lizeri) karsilastirma sonuglari

Gene Ad1 FC: 2 kat ve iizeri | FC: 2 kat ve iizeri | NT1/miRZip449a
NT1 miRZip449a
CDC20B 6.23 1.05 5.91
CXCL2 3.80 1.36 2.80
C8orf4 5.49 2.12 2.58
GTPBP2 4.05 1.69 2.40
ZNF124 5.56 2.37 2.35
TICAM2 3.34 1.45 2.30
RP11-92G12.3 | 3.61 1.67 2.16
ZMYM5 2.64 1.22 2.16
RECQL 2.85 1.36 2.09
CCDC160 2.25 1.08 2.09
TMTC3 6.30 3.08 2.04
AHR 4.64 2.28 2.03
TMEM209 2.96 1.47 2.01
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RYBP 2.82 1.41 2.00
RSBN1L-AS1 | 3.61 1.82 1.98
SLC30A7 2.65 1.34 1.98
PRTG 5.97 3.02 1.98
HINT3 4.64 2.36 1.97
C5orf24 6.58 3.35 1.97
RP2 8.90 4.54 1.96
NR4A3 2.53 1.30 1.95
GNPDA2 2.88 1.48 1.94
TMEMS55A 3.52 1.82 1.94
ACTR2 4.16 2.16 1.93
TRIP12 2.07 1.08 1.92
RCN2 2.31 1.21 1.92
OCIAD1 2.27 1.19 1.91
PEG10 9.35 4.92 1.90
TRIMZ23 6.21 3.27 1.90
FAMZ200A 4.21 2.22 1.89
ITPR1 2.78 1.47 1.89
QKI 4.84 2.57 1.88
SRFBP1 4.65 2.47 1.88
PRDM1 4.83 2.57 1.88
DEPDC1 2.36 1.27 1.86
C20rf69 4.39 2.38 1.85
SMAD5 2.34 1.27 1.85
UGCG 4.06 2.20 1.85
MMAA 2.65 1.43 1.85
SEMA3C 4.58 2.50 1.83
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ATP6AP1L 3.98 2.17 1.83
JPX 2.29 1.26 1.83
DEGS1 4.22 2.31 1.83
GPN3 3.14 1.72 1.82
FYTTD1 2.11 1.17 1.81
UCHLS5 2.41 1.33 1.81
SSFA2 3.12 1.72 1.81
SLC35D1 2.59 1.44 1.80
KLF2 2.25 1.25 1.80
SVIP 2.33 1.30 1.79
ARIH2 3.76 2.10 1.79
PSMD12 2.87 1.60 1.79
ZNF22 2.07 1.16 1.78
SLC16A6 2.50 1.40 1.78
TMBIM4 2.05 1.15 1.78
LOC550643 3.98 2.24 1.77
ZNF280D 6.23 3.52 1.77
ATE1 3.77 2.13 1.77
NFKBIZ 2.52 1.43 1.76
IPO5 2.77 1.57 1.76
LOC100505876 | 2.63 1.49 1.76
TMEMS6 3.27 1.86 1.76
DCUN1D5 2.10 1.20 1.76
SCAMP1 3.09 1.76 1.75
SPIN1 2.88 1.65 1.75
RRM2 3.48 2.00 1.75
STAG3L4 2.33 1.34 1.74
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LOC100134361 | 2.37 1.36 1.74
FAM102B 2.04 1.17 1.74
MYLK 4.17 2.41 1.73
GOLGAS8I 2.11 1.22 1.73
MIER1 5.30 3.07 1.73
TDO2 2.03 1.17 1.73
LINC00467 2.78 1.61 1.72
KIAAQ0101 3.18 1.85 1.72
SCARB2 2.29 1.34 1.72
SOCS1 9.07 5.28 1.72
PUS7L 2.37 1.38 1.72
CMBL 2.14 1.25 1.71
MATR3 2.51 1.47 1.71
USP38 3.47 2.03 1.71
EMC1 2.98 1.75 1.71
CHORDC1 3.74 2.20 1.70
MITF 3.24 1.91 1.69
RNF11 2.29 1.35 1.69
CDK2AP1 2.69 1.59 1.69
DHRS4-AS1 4.79 2.83 1.69
C4orf46 9.10 5.38 1.69
EIFAE 4.07 241 1.69
UBE3A 2.15 1.27 1.69
RABL3 3.20 1.90 1.69
ATAD? 2.52 1.49 1.69
BLOC1S6 2.20 1.30 1.69
TDRD1 2.64 1.57 1.68
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WIBG 3.67 2.18 1.68
PLSCR1 3.79 2.25 1.68
IDE 2.06 1.22 1.68
COCH 2.60 1.55 1.68
ZC3H6 2.62 1.56 1.68
COX11 2.62 1.56 1.68
GINS1 4.82 2.88 1.67
PIK3CA 2.12 1.27 1.67
CTBS 4.26 2.55 1.67
NUP160 4.58 2.74 1.67
RBMA41 2.01 1.21 1.67
MTMRG6 4.53 2.71 1.67
ZCCHCI10 451 2.70 1.67
NUS1 3.97 2.38 1.67
SLC35A3 2.72 1.63 1.66
OSGINZ2 3.76 2.26 1.66
GEM 2.25 1.36 1.66
KLHLY 2.83 1.70 1.66
SEC62 2.25 1.36 1.66
MYNN 4.59 2.77 1.66
CMTM6 3.74 2.26 1.65
COQ2 3.23 1.95 1.65
Céorf57 2.83 1.72 1.65
BUB3 3.87 2.35 1.65
MAN2A1 2.22 1.35 1.65
MIS18BP1 2.21 1.34 1.64
DNAJB14 2.51 1.53 1.64
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BTG3 3.28 2.00 1.64
APOL1 2.47 1.51 1.64
PLOD2 2.65 1.62 1.64
BAG4 2.06 1.26 1.64
DDX6 3.41 2.08 1.64
MED21 3.28 2.01 1.63
ARLGIP6 3.07 1.88 1.63
CSNK2A1l 2.63 1.61 1.63
NAPB 4.41 2.70 1.63
TMEDA4 2.49 1.53 1.63
GSTAl 2.94 1.81 1.62
ZNF77 2.58 1.59 1.62
FAM172A 2.02 1.24 1.62
MARCH®6 3.25 2.01 1.62
MAD2L1 6.73 4.16 1.62
MBNL1 4.36 2.70 1.62
TAF13 2.11 1.31 1.62
MDFIC 2.87 1.77 1.62
CDCA4 3.86 2.39 1.61
STRADB 2.51 1.56 1.61
SENP7 4.03 2.50 1.61
LEPROTL1 2.67 1.66 1.61
ZMAT3 2.24 1.39 1.61
HMMR 2.46 1.53 1.60
DDX46 3.95 2.46 1.60
SNX6 2.04 1.27 1.60
MRPS36 2.44 1.52 1.60
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ACVR2A 2.87 1.79 1.60
CLIC4 2.38 1.49 1.60
COAl 3.49 2.19 1.60
RFX3 2.94 1.84 1.60
MSI2 6.83 4.28 1.60
DNAJA2 3.25 2.04 1.60
PDS5B 6.53 4.09 1.60
FPGT 3.10 1.95 1.59
MTRF1 3.04 1.91 1.59
KIAA1107 4.16 2.61 1.59
TMEM33 9.12 5.74 1.59
LIPA 2.95 1.85 1.59
WTAP 2.66 1.67 1.59
POLK 2.93 1.84 1.59
TAF1B 2.19 1.38 1.59
PMAIP1 4.34 2.74 1.59
SELT 4.50 2.84 1.58
AP1AR 4.25 2.69 1.58
GOLGA7Y 2.08 1.32 1.58
TMOD3 2.37 1.50 1.58
ARL15 3.29 2.08 1.58
INIP 2.44 1.54 1.58
NAAS3S 3.14 1.99 1.58
MOSPD1 2.00 1.27 1.58
ALCAM 2.63 1.67 1.58
PCGF5 3.06 1.94 1.58
FAM122B 3.07 1.95 1.58
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LRRC40 2.86 1.82 1.57
CERCAM 2.69 1.71 1.57
NHLRC?2 2.84 1.81 1.57
LLPH 2.48 1.58 1.57
CLASP2 2.82 1.80 1.57
ZCCHC11 2.35 1.49 1.57
C5orf15 4.79 3.06 1.57
MZT1 4.09 2.61 1.57
NAA15 2.10 1.34 1.56
PIGA 2.58 1.65 1.56
ZNF706 3.29 2.11 1.56
SCYL2 3.01 1.93 1.56
CFL2 3.11 2.00 1.56
ABHD1/B 4.24 2.72 1.56
TCEBI1P3 2.29 1.47 1.56
RBM39 2.98 1.92 1.56
FAM198B 3.09 1.99 1.55
SLC30A1 4.02 2.59 1.55
LINC00657 2.88 1.85 1.55
SSX2IP 3.79 2.44 1.55
MRPLA4?2 3.62 2.33 1.55
SNAI1 2.20 1.42 1.55
LOC100506365 | 4.32 2.79 1.55
Cl60rf87 3.44 2.22 1.55
ARLSA 2.46 1.59 1.55
TWSG1 4.29 2.77 1.55
NDUFS1 2.85 1.84 1.55
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PBRM1 2.85 1.84 1.55
LOC284023 2.68 1.74 1.55
NDFIP2 4.46 2.89 1.54
TMEM245 2.59 1.68 1.54
SLAIN1 2.38 1.55 1.54
CNTN1 3.25 2.11 1.54
APOL3 2.51 1.63 1.54
ITFG1 4.70 3.06 1.54
SKP2 2.05 1.34 1.53
ZBTB47 2.06 1.34 1.53
RICTOR 4.45 2.91 1.53
LOC401397 2.81 1.83 1.53
NOC3L 2.21 1.44 1.53
RP11-350F4.2 | 2.59 1.69 1.53
KRR1 2.62 1.71 1.53
ATP7A 4.28 2.80 1.53
CSNK1G3 3.05 2.00 1.53
TMCO1 3.19 2.09 1.53
ZFR 2.43 1.60 1.53
NEDD1 2.90 1.90 1.53
RP11- 7.19 4.72 1.53
488L18.10

ZNF326 7.40 4.85 1.52
ATPBAL 2.96 1.95 1.52
DCK 4.53 2.98 1.52
PPP1CB 3.01 1.97 1.52
DYNCILI2 2.59 1.70 1.52
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CNST 2.76 1.81 1.52
CLK1 4.43 2.91 1.52
HNMT 2.18 1.43 1.52
SEPHS1 4.43 2.92 1.52
RAB4A 2.26 1.49 1.52
UGGT?2 3.07 2.02 1.52
COG6 2.01 1.33 1.52
EMB 2.20 1.45 1.52
GPR180 4.27 2.82 1.52
TMX3 4.20 2.77 1.52
RB1 3.33 2.20 1.52
PJA2 3.86 2.55 1.52
MMGT1 2.41 1.59 1.51
GRPEL?2 2.22 1.47 1.51
HDDC?2 2.23 1.47 1.51
ELOVLY 5.25 3.47 1.51
GPATCH2L 2.67 1.77 1.51
SKA2 3.24 2.15 1.51
GULP1 3.87 2.56 1.51
CCSER?2 2.08 1.38 1.51
DHFR 2.73 1.81 1.51
C20rf49 2.75 1.83 1.51
EIFAG3 3.39 2.25 1.51
GAS2L.3 2.93 1.95 1.51
ELOVLS 3.58 2.38 1.51
TBL1XR1 2.16 1.44 1.50
UBE2J1 2.45 1.63 1.50
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MTBP 2.27 1.51 1.50
PALLD 2.79 1.86 1.50
SPIN4 6.35 4.23 1.50
ANGPT1 2.91 1.94 1.50
SOCS3 4.56 3.04 1.50

Buna gore hsa-miR-345 i¢in NT1 IP fraksiyonunda en fazla farkilik gdsteren gen ITPR1
(Inositol 1,4,5-Trisphosphate Receptor Type 1); hsa-miR-449a iginse CDC20B (Cell
Division Cycle 20B) olarak bulunmustur. Her iki miRNA i¢in de daha 6nce yapilan
calismalarda elde edilen onaylanmis hedef genler arastirilmistir. Bilinen hedef genlerin
arastirtlmasi igin miRWalk veritabani kullanilmistir. hsa-miR-449a i¢in farkli dokularda
tanimlanmis 114 gen bulunmustur. Bunlardan PEG10 ve ITPR1 1.5 kat ve iizeri farklilik
gosteren liste ile ortaktir. hsa-miR-345 i¢in 113 gen bulunmustur. Bunlardan higbiri 1.5 kat
ve tlizeri farklilik gosteren listeyle ortak bulunmamistir. 1.2 kat esik degeri kullanildiginda
ise 6 adet gen (C1D, CLDN12, EIF4E, MFSD9, SCARB2, SIX1) daha 6nce hedef olarak
bulunan listenin i¢inde gézlenmistir. Her iki miRNA i¢in de ortak olan genlerin varligi da
arastirilmistir. 15 adet gen (ITPR1, MAN2AI1, QKI, SSFA2, CXCL2, ACVR2A, EMCI,
TMEM209, CERCAM, RABL3, PRDM1, HMMR, USP38, SOCS1, DDX6) 1.5 kat ve

iizeri listeler i¢in her iki miRNA’da ortak bulunmustur.

NT1 ve miRZip Ornekleri karsilastirmasinda en fazla farklilik gdsteren genlerin miRNA
baglanma alanlarmi arastirdigimizda ise hsa-miR-449a’ya ait olas1 hedeflerden
TMEMDBS5A; hsa-miR-345 i¢in PRDMI1 ilgili miRNA’larin baglanma alanlarina (7mer-8m;
miRNA’ya ait 2-8 seed bolgesi ile tam uyum) sahip olarak gozlenmistir. 1.2 kat ve lizeri
liste ile karsilatirmada hsa-miR-449a i¢in 55 miRNA TargetScan hedef tahminleri ile ortak
bulunurken, hsa-miR-345 i¢in 32 ortak gen vardwr. Farkli kat esiklerinin TargetScan
sonuclart ile karsilastirmast Sekil 5.62°de verilmistir. Buna gore 1.2 kat ve iizeri liste ile

daha iyi sonuglar alinmaistir.
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IP Fraksiyonunda Zenginlesen Genler

Sekil 5.62 NT1 &rneklerine ait gen ifadelerinin TargetScan sonuglar ile kargilagtirmasi.
Ifade olan biitiin genler, IP fraksiyonunda miRZip 6rneklerine gére 1.2 ve 1.5 kat degisim
gosteren genler oranlama i¢in kullanilmigtir

5.13.5. HSA-MIR-449A VE HSA-MIR-345°E AIiT OLASI HEDEF GENLER iCiN
YOLAK ANALIZI

miRNA’larin olast hedefleri olarak analiz sonucu NTI1 IP fraksiyonunda miRZip
orneklerine gore 1.5 kat velveya tizeri farklilik gésteren genler segilmistir. Genlerin en
fazla zenginlestigi yolaklarin tespit edilmesi i¢in WebGestalt arayiizii kullanilarak
KEGGPathway veritaban1 arastirilmistir. Meme kanseri hiicrelerindeki molekiiler
fonksiyonlarmin belirlenmesi i¢in ise GeneCodis arayliziinden faydalanilmistir. Buna goére
hsa-miR-449a’ya ait olas1 hedeflerin en anlamli sekilde ubiquitin aracili proteoliz yolagi,
insiilin sinyal yolagi, hiicre siklusu, mTOR sinyal yolaginda zenginlestigi bulunurken; en
fazla gbozelenen gen molekiiler fonksiyonlar1 arasinda protein baglanmasi, mitotik hiicre
siklusu buunmaktadir. Hsa-miR-449a i¢in yapilan 1.2 kat ve tizeri farkilik gosteren genlere
iliskin sonuglar Cizelge 5.24’de; 1.5 kat ve lizeri fark gostermis genler ile elde edilen yolak
analiz sonuglar1 Cizelge 5.25°de; molekiiler fonksiyonlara iligkin sonuglar ise Sekil 5.62°de

verilmistir.
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Cizelge 5.24 Hsa-miR-449a’ya ait 1.2 kat ve lizeri fark gosteren olast hedefler kullanilarak
yapilan yolak analizi

Yolak Ad1 Gen Sayis1 | p-degeri
Ubiquitin aracil1 proteolizis 21 9.71E-10
Metabolik yolaklar 65 2.60E-09
Endoplazmik  retikulumda  protein | 21 1.55E-08
islenmesi

Hiicre Siklusu 17 1.74E-07
Kanser yolaklari 27 4.77E-07
TGF-beta sinyal yolagi 12 1.30E-05
RNA degradasyonu 11 1.42E-05
p53 sinyal yolagi 10 5.72E-05
Kiigiik hiicreli akciger kanseri 11 6.17E-05

Cizelge 5.25 Hsa-miR-449a’ya ait 1.5 kat ve {izeri fark gosteren olasi hedefler kullanilarak
yapilan yolak analizi

Yolak Ad1 Gen p-degeri
Sayisi
Ubiquitin aracili proteoliz 6 0.0106
Endoplazmik retikulumda protein islenmesi | 6 0.0132
Insiilin sinyal yolag1 5 0.0247
mTOR sinyal yolagi 3 0.0318
Metabolik yolaklar 15 0.0318
Hiicre Siklusu 4 0.0406
Melanoma 3 0.0406
Adherens baglanma 3 0.0406
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@ proten binding (MF)
@ metal ion binding (MF)
@ nucleotide binding (MF)
@ zinc lon binding (MF)
@ metal ion binding (MF), Zinc ion binding (MF)
@ nucleic acid binding (MF)
@ metai jon binding (MF), protein binding (MF)
® mitotic cell cycle (8P)
Other

Sekil 5.63 hsa-miR-449a ait 1.5 kat ve tizeri fark gosteren olasi hedefler kullanilarak
yapilan gen ontolojisi analizi. Analiz i¢in p-degeri <0.001 olarak alinmistir.

Hsa-miR-345 i¢in yapilan analiz sonucu elde edilen yolaklar arasinda sitokin-sitokin
reseptor etkilesim yolagi, kalsiyum sinyal yolagi bulunmaktadir. Gen ontolojisi analizi
sonucunda ise niikleotid baglanmasi, GTP baglanmasi en fazla zenginlesen fonksiyonlar
olarak gézlenmistir. Hsa-miR-345"¢ ait 1.5 kat ve {izeri fark gosteren olasi hedefleri igin
yapilan yolak analiz sonuglar1 Cizelge 5.27’de; molekiiler fonksiyonlara iliskin sonuglar

ise Sekil 5.63’de verilmistir

Cizelge 5.26 Hsa-miR-345 1.2 kat ve lizeri fark gosteren olast hedefleri kullanilarak
yapilan yolak analizi

Yolak Ad1 Gen p-degeri
Sayisi
Melanoma 4 0.0104
Prostat kanseri 4 0.0156
Ubiquitin aracil proteolizis 4 0.0208
Kanser yolaklar 6 0.0208
Kronik myeloid leukemia 3 0.0208
Glioma 3 0.0208
Pankreatik kanser 3 0.0208
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Metabolik yolaklar 13 0.0208

Cizelge 5.27 Hsa-miR-345 1.5 kat ve iizeri fark gosteren olasi hedefleri kullanilarak
yapilan yolak analizi

Yolak Ad1 Gen Sayisi p-degeri
Sitokin-sitokin etkilesim yolagi 3 0.0035
Gap junction 2 0.0035
GnRH sinyal yolagi 2 0.0035
Kalsiyum sinyal yolagi 2 0.0079

@ nuclectice binging (MF)
GTP binding (MF)

(2} receplor signatng proten serinethreaning
kinase activity (ME)

@ RNA helicase activity (MF)

@ receptor signaiing protain tyrosine kinase
actvity (MF)

@ armadilio repeat comain binding (MF)
@ inhidin beta-8 binding (MF)

Sekil 5.64 hsa-miR-345’¢ ait 1.5 kat ve {izeri olasi hedefler kullanilarak yapilan gen
ontolojisi analizi. Analiz i¢in p-degeri <0.035 olarak almmustir

5.13.6. NT1 VE MIRZiP VEKTORLERINE AIT IP FRAKSIYONLARINDA ILGILi
MIRNA ZENGINLESMESININ KONTROLU

NT1 ve miRZip vektorleri ile hazirlanan IP 6rneklerinde olast hsa-miR-345 ve hsa-miR-
449a zenginlesmesinin karsilastirmasi i¢cin GSEA (Gene Set Enrichment Analysis)’den
faydalanilmistir. Bu analizin amac1 miRZip vektorleri ve AGO2-IP uygulamasmin etkinligi
hakkinda fikir sahip olmaktir. Bu amacgla GSEA analizinde sunulan miRNA hedef motif

veritabanlar1 kullanilarak miRZip ve NT1 IP kisimlarinda zenginlesmis olan genleri
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hedefleyen miRNA’lar arastirilmistir. Analiz miRNA’lara ait baglanma alanlar1 ile gen
hedefleri arasindaki motifleri karsilastirarak gergeklesmektedir ve analiz sonucunda
miRNA’lar en ¢ok zenginlesenden en az hedefe sahip olana dogru, numarali sekilde
siralanmaktadir. Ornegin; miRZip449a vektoriine ait IP 6rneklerinden elde edilmis ve bu
fraksiyonda en az 2 kat ve iizeri artig gostermis genler kullanilarak hsa-miR-449a’nin olast
hedeflerine bakilip, ilgili miRNA’nin kaginci swrada zenginlestigi bulunabilmektedir.
GSEA sonuglar1 ES (zenginlesme skoru) ve NES (normalize zenginlesme skoru) degerleri

ile birlikte Cizelge 5.26’da verilmistir.

Cizelge 5.28 miRZip449a, miRZip345 ve NT1’a ait IP fraksiyonlarindan elde edilen
GSEA sonuglar1

Sira | NT1 (hsa-miR- | ES NES NOM p-val FDR g-val
449a) IP

7 CACTGCC,MIR- |0.29 1.92 0 0.029
34A,MIR-
34C,MIR-449

Sira | miRZip449a IP ES NES NOM p-val FDR g-val

21 CACTGCC,MIR- | 0.29 1.6 0.022 0.235
34AMIR-
34C,MIR-449

Sira | NT1 (hsa-miR- | ES NES NOM p-val FDR g-val
345) IP

139 | AGTCAGC,MIR- | 0.22 0.93 0.558 0.708
345

Sira | miRZip345 IP ES NES NOM p-val FDR g-val

145 | AGTCAGC,MIR- | 0.23 0.94 0.545 0.687
345

Her iki miRZip vektorii icin de ilgili miRNA’lar, NT1 Orneklerine daha diisiik sirada
zenginlesmislerdir. Bu sonug, NT1 IP fraksiyonlarinin ilgili miRNA’larin hedef genleri ile

daha fazla zenginlestiginin kanit1 olabilir.
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5.14. TRASTUZUMABA  DUYARLI MIRNA’LAR  KULLANILARAK
NETWORK ANALIiZi GERCEKLESTIRILMESI

Tez calismasinin bu bolimiinde, miRNA aracili mekanizmalarin ilag uygulamasi
sirasindaki kompleks rolleri sistemik diizeyde agiklanmaya calisilmistir. Bunun i¢in ilaca
duyarli miRNA’lar kullanilarak homojen network modelleri yaratilmis ve miRNA c¢iftleri
(miIRNA-miRNA) arasindaki etkilesim hedef alinan ortak yolaklar {izerinden agiklanmustir.
Boylece fonksiyonel olarak birbirine benzer miRNA gruplar1 arastirilmis, trastuzumab
uygulamasi swrasinda etkinlik gosteren miRNA aracili mekanizmalar ag¢iklanmaya
calisilmistir. Bunun i¢cin mikrodizin analizi sonucu elde dilen trastuzumaba duyarl
miRNA’lar kullanilmistir. Her iki hiicre hatti icin de ayr1 ayr1 network analizi
gerceklestirilmistir. Ilk olarak duyarlhh miRNA’larm iki farkli (TargetScan ve Diana
MicroT) veritabani kullanilarak olas1 hedef genleri elde edilmistir. Her iki veritabaninda da
ortak hedeflere sahip olmayan miRNA’lar ¢alismaya dahil edilmemistir. BT474 hiicre
hattina ait miRNA’lardan 57 adet; SKBR3’den 49 adet ortak hedef genlere sahip olmadig:
icin datadan ¢ikarilmistir. Ardindan WebGestalt arayiizii kullanilarak ilgili hedef genler ile
yolak analizi yapilmis, her bir miRNA’nin hedefledigi yolaklar bulunmustur. Son olarak
network goriintiilemesi gerceklestirmeden 6nce hipergeometrik dagilim analizi ile istatiksel
olarak anlamli (p<0.05) etkilesim gosteren miRNA ¢iftleri bulunmus ve network
analizinde kullanilmislardir. ifadesi azalan ve artan miRNA’lar birlikte incelenmistir.
Analizde kullanilan toplam yolak sayisi, miRNA ¢iftlerinin sayis1 ve gen sayisi

Cizelge5.29°de verilmistir.

Cizelge 5.29 Network analizi i¢in kullanilan son dataya iliskin bilgiler

Data Etkilesim Hedeflenen/paylasilan | Hedeflenen
gosteren miRNA | toplam yolak sayisi genlerin  toplam
ciftlerin  toplam sayisi
sayisl

BT474 112 152 4140

SKBR3 59 146 2433
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5.14.1. TRASTUZUMABA DUYARLI MIRNA’LAR TARAFINDAN EN COK
HEDEFLENEN GENLER

En falza oranda hedeflenen olast genler networkdeki goriilme frekanslarina gore
siralanmistir. Buna gore BT474 hiicrelerinde miRNA ciftleri tarafindan paylasilmig 4140
gen vardir. BT474 hiicrelerinde FAM9C, 19 miRNA tarafindan hedef olarak paylasilarak
en fazla hedeflenen gen olmustur. Onu, 16 miRNA tarafindan hedeflenen SAMDI2 ve
UBE2W takip etmistir. SKBR3 hiicrelerinde SAMDI12 en ¢ok hedeflenen gen olarak
bulunmustur ve 12 miRNA tarafindan paylasilmistr. ARL15 ve TFRC 10 miRNA
tarafindan hedeflenerek onu takip etmistir. Network icerisinde goriilme frekanslari temel

alindiginda en ¢ok hedeflenen ilk 30 gen Cizelge 5.30°de verilmistir.

Cizelge 5.30 BT474 ve SKBR3 networklerinde trastuzumab duyarli miRNA’lar tarafindan
en fazla hedeflenen ilk 30 gen

Gene Adi BT474’de gen | Gene Adi SKBr3’de gen
frekansi frekansi

FAMOC 19 SAMD12 12
SAMD12 16 TFRC 10
UBE2W 15 ARL15 10
CCDC38 13 CLLU1 9
MDM4 13 CADM2 9
CADM2 13 LPP 9

KSR2 13 PFN2 8
CLLU1 13 STC1 8
INO80OD 13 TMEM154 8
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TFRC 12 KLF12
FZD3 12 BTG1
OSTN 12 C220RF46
CYP3A5 12 RAB27B
LPP 12 GNG12
FAM222B 11 IMPG1
TMEMZ212 11 REEP3
GABRA4 11 MLANA
PI115 11 P115
BTLA 11 PRPF38A
ZFP36L1 11 DST
GYPA 11 C90RF170
RAB30 11 FAMOC
CHTF8 10 YWHAG
EREG 10 CDKG6
ZNF286B 10 FAM169A
CYB561D1 10 CPLX2
ZNF676 10 RAB3B
ZNF680 10 S100A7A
C50RF28 10 C160RF87
GNG12 9 TMEM170B
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Ik 30 gen meme kanseri drneklerindeki ifadeleri agisindan da arastirilmistir. Meme kanseri
orneklerinin arastirilmasi i¢in TCGA (The Cancer Genome Atlas)’da bulunan invazif
meme kanseri datas1 kullanilmistir. BT474 hiicrelerinde 23 gen meme kanseri ile iligkili ve

ifadesi degisken bulunmusken, SKBR3 hiicrelerinde bu say1 24 tiir.

SKBR3 Hiicrelerinde En Fazla Hedeflenen i1k 30 Gene ait Ortalama ifade Degerleri
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Sekil 5.65 En ¢ok hedeflenen ilk 30 genin TCGA meme kanseri mikrodizin datasinda ifade
analizi. Ifade degerleri log2 tabaninda her bir gen i¢in sinyaller lowess normalizasyon
kullnilarak referans sinyale oranlandiktan sonra bulunmustur

Ilgili genlerin 3°UTR kismma ait uzunluklar, trastuzumab uygulmasmda miRNA aracili
reglilasyon i¢in anahtar olabilecekleri g6z Oniine almarak arastirimistr. 3’UTR
kisimlarinin kontrolii i¢in TargetScan veritabanindan yararlanilmistir. Network iginde
yiiksek frekansa sahip ve en fazla hedeflenen genlerin gercekten normalde daha uzun
3’UTR kisimlarma sahip oldugu ve daha faza miRNA baglanma alani igerebilecegi

gdzlenmistir. Ik 5 gene ait 3°UTR uzunluklar1 Cizelge 5.31°de gosterilmistir.
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Cizelge 5.31 Networkde en fazla hedeflenen genler ve 3’UTR uzunluklar1

Gen Ad1 BT474’de gen frekansi Hedef bolge uzunlugu (3°’UTR)

SAMD12 |19 8254 niikleotid
FAMOC 16 5260 niikleotid
UBE2W 15 7882 niikleotid
CCDC38 13 2341 niikleotid
MDM4 13 9420 niikleotid
CADM2 13 7664 niikleotid

Gen Ad1 SKBR3’de gen frekans1 | Hedef bolge uzunlugu (3°UTR)

SAMD12 |12 8254 niikleotid
ARL15 10 2650 niikleotid
TFRC 10 4699 niikleotid
CLLU1 9 2809 niikleotid
CADM?2 9 7664 niikleotid
LPP 9 16193 niikleotid

5.14.2. TRASTUZUMAB UYGULAMASI SONRASI FONKSIYONEL OLARAK
BAGLANTILI MiRNA CiFTLERI

Network yapilandirmasi gergeklestirildikten sonra goriintilleme Cystoscape programi ile
saglanmis ve Network Anlayzer eklentisi kullanilarak node’lara ait sentralite dereceleri
hesaplanmistir. Sentralite derecesi (degree centrality) basit bir sekilde bir node’un ne kadar
komsusu oldugunu ve diger node’lar ile ne derecede etkilesim i¢cinde oldugunu olger, en

cok kullanilan network sentralite Ol¢iimlerinden biridir. Buna gore sentralite derecesi
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yiikksek olan node’lar daha fazla etkilesim i¢cinde olan, network i¢in anahtar role sahip

olabilecek molekiillerdir.

Trastuzumab ile muamele edilmis SKBR3 hiicrelerinde 146 yolagin en az iki miRNA
tarafindan paylasildigi gozlenmistir. Bu yolaklar toplam 69 miRNA’y1 birbirine
baglamistir. hsa-miR-3976 sentralite derecesi 9 bulunarak network i¢indeki en “merkezi”
(sentral) node olarak tanimlanmistir. Onu 8 sentralite derecesine sahip hsa-miR-548b-5p ve
hsa-miR-3194-5p izlemistir. Network icinde en yiiksek sentralite skorlarma sahip
miRNA’lardan hsa-miR-3976, hsa-miR-190a ve hsa-miR-10b-5p trastuzumab uygulanan
hiicrelerde en fazla ifadesi degisen ve Ek-2’de gosterilen miRNA’lararasinda da yer

almaktadir.

BT474 hiicrelerinde 152 yolak iki miRNA tarafindan paylasilmistir. Network icinde 112
miRNA birbiri ile etkilesim halindedir. ifadesi azalan miRNA’larin ¢ogalan miRNA’lara
gore network’e daha fazla katki sagladigi gozlenmistir. hsa-miR-3671, sentralite derecesi
19 olarak bulunarak network’deki en merkezi node olmutur. Onu hsa-miR-4474-5p 16
sentralite skoru; hsa-miR-559a 15 sentralite skoru ile takip etmistir. Yine en yiiksek
sentraliteye sahip olan hsa-miR-3671 Ek-1’de goriilebilecegi gibi yiiksek oranda ifade
degisikligine sahiptir.

BT474 ve SKBR3 networklerinde en yiiksek sentralite derecesine sahip ilk 15 miRNA
Cizelge 5.32’de gosterilmistir. SKBR3 ve BT474’¢ ait network goriintiileri Ek-7’de

verilmistir.

Cizelge 5.32 En yiiksek sentralite derecesine sahip olan ilk 15 miRNA

Node ad1 SKBR3 sentralite | Node ad1 BT474 sentralite
derecesi derecesi
hsa-miR-3976 9 hsa-miR-3671 | 19
hsa-miR-548b-5p | 9 hsa-miR-4474- | 16
5p
hsa-miR-4480 9 hsa-miR-559 15
hsa-miR-548d-5p | 8 hsa-miR-4517 | 15
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hsa-miR-3194-5p hsa-miR-485- 14
op

hsa-miR-4259 hsa-miR-558 13

hsa-miR-519e-5p hsa-miR-29b-2- | 13
op

hsa-miR-4478 hsa-miR-150- 12
3p

hsa-miR-4496 hsa-miR-411- 12
3p

hsa-miR-4635 hsa-miR-526b- | 12
3p

hsa-miR-581 hsa-miR-93-3p | 11

hsa-miR-10b-5p hsa-miR-551b- | 10
5p

hsa-miR-769-5p hsa-miR-5579- | 10
3p

hsa-miR-190a-5p | 6 hsa-miR-146b- | 10
5p

hsa-miR-216b 6 hsa-miR-3121- | 10
3p

5.14.3. MIRNA-MIRNA NETWORKLERI iCiN KUMELESME ANALIZi

SKBR3 ve BT474 networkleri elde edildikten sonra birbirileri ile siki sekilde etkilesim
icinde olabilecek miRNA gruplarinin varhiginin arastirimasi i¢in kiimelesme analizi
(cluster) yapilmistir. Burada amag networke hakim olan gruplarin ve onlar1 bir arada tutan
ortak etkilesim c¢esitlerinin (yolaklarin) ortaya c¢ikarilmasidir. Bu amacla edge’lerin
degerini, yani doe’lar1 bir araya getiren yolaklari, temel alan MCL cluster algoritmasi

kullanimustir.

BT474 miRNA-miRNA network analizinde 2.9, kiimelesme analizi i¢in kullanilan miRNA
ciftlerin minumum edge degeri olarak belirlenmistir. Detayli degerlendirme icin ilk ii¢
kiime se¢ilmistir. Kiimeler ifadesi azalan ve artan miRNA’larin etkilesimde olusmaktadir.

en biiyiik kiime igerisinde miRNA’larn ¢ogunlugu hsa-miR-216b ve hsa-miR-3064-3p
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etrafida toplanmistir. hsa-miR-216b, hsa-miR-3064-3p ve hsa-miR-32-3p arasinda giiglii
baglant1 saptanmistir. Kiime igerisindeki diger etkilesimler de bu miRNA’lar1 bir araya
getiren yolaklar tarafindan saglanmustir. Yolaklar; path:hsa00982 (Drug metabolism -
cytochrome P450), path:hsa00980 (Metabolism of xenobiotics by cytochrome P450),
path:hsa00500 (Starch and sucrose metabolism), path:hsa00830 (Retinol metabolism)

olarak bulunmustur. Bu kiimeye ait goriintli Sekil 5.66°da verilmistir.
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Sekil 5.66 BT474 miRNA-miRNA network igerisinde bulunan en biiyiik kiime. Kiimenin
metabolik yolaklar tarafindan diizenlendigi goriilmektedir. Kirmiz1 ile isaretli edge en
kuvvetli etkilesimi gostermektedir. Yesil node’lar ifadesi azalan, kirmizi node’lar ifadesi
artan miRNA’lar1 gostermektedir

Ikinci biiyiik kiimede hsa-miR-4517 merkezi konumdadir ve hsa-iR-3121-3p ile hsa-miR-
5692a arasinda gii¢lii etkilesim vardir. Bu kiimeye hakim olan yolaklar; path:hsa04060
(Cytokine-cytokine receptor interaction), path:hsa04140 (Autophagy), path:hsa04630 (Jak-
STAT signaling pathway), path:hsa04622 (RIG-I-like receptor signaling pathway)

seklindedir. Kiime goriintiisii Sekil 5.67°de verilmistir.
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Sekil 5.67 BT474 miRNA-miRNA network igerisinde bulunan ikinci biiyiik kiime.
Kiimenin kanser yolaklar: tarafindan diizenlendigi goriilmektedir. Kirmizi ile isaretli edge
ifadesi azalan, kirmizi node’lar

en kuvvetli etkilesimi gostermektedir. Yesil node’lar
ifadesi artan miRNA’lar1 gostermektedir

Son kiimede ise hsa-miR-26b-2-5p’nin iki farkli grubu birbirine bagladig: goriilmiistiir. Bu
gruplardan ilki path:hsa05220 (Chronic myeloid leukemia), path:hsa04010 (MAPK
signaling pathway) gruplar1 igerirken, ikinci grup path:hsa04060 (Cytokine-cytokine
receptor interaction), path:hsa04630 (Jak-STAT signaling pathway) yolaklarmi igerir.

Kiime goriintiisii Sekil 5.68’de verilmistir.
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Sekil 5.68 BT474 miIRNA-miRNA network i¢erisinde bulunan son biiyiik kiime. hsa-miR-
29b-2-5p (sar1 ile isaretli) iki grubu birbirine bagliyor. Yesil node’lar ifadesi azalan,

kirmiz1 node’lar ifadesi artan miRNA’lar1 gostermektedir
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SKBR3 miRNA-miRNA network analizinde kiimeleme yapilirken edge esigi yine 2.9
olarak belirlenmistir. {1k ii¢ kiime gozlendiginde, en biiyiik kiimede yine hsa-miR-216b’in
onemli rolii oldugu gozlenmistir. Fakat bu kez ilgili miRNA’nin ifadesi artmis
bulunmaktadir. hsa-miR-216b, hsa-miR-200a-3p ve hsa-miR-513a-3p arasinda kuvvetli
etkilesim gézlenmis, bu etkilesim ve kiimenin geri kalani path:hsa00053 (Ascorbate and
aldarate metabolism), path:hsa00982 (Drug metabolism - cytochrome P450),
path:hsa00980 (Metabolism of xenobiotics by cytochrome P450), path:hsa00830 (Retinol
metabolism) yolaklar1 tarafindan diizenlendigi bulunmustur. Kime Sekil 5.69°da

gosterilmistir.
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Sekil 5.69 SKBR3 miRNA-miRNA network igerisinde bulunan en biiyiik kiime. Kiimenin
metabolik yolaklar tarafindan diizenlendigi goriilmektedir. Kirmizi ile isaretli edge en
kuvvetli etkilesimi gostermektedir. Yesil node’lar ifadesi azalan, kirmizi node’lar ifadesi
artan miRNA’lar1 gostermektedir

Ikinci kiimede hsa-miR-3942 anahtar node’lardan biri olarak bulunmustur. hsa-miR-298 ve
hsa-miR-10b’ye kanser yolaklar1 ile baglanmistir. Kiimenin geri kalani1 yine kanser
yolaklar1 olan path:hsa05212 (Pancreatic cancer), path:hsa05223 (Non-small cell lung
cancer), path:hsa04110 (Cell cycle), path:hsa4520 (Adherens junction ) ile diizenlenmistir.
Kiime Sekil 5.67°de verilmistir.
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Sekil 5.70 SKBR3 mMIiRNA-miRNA network igerisinde bulunan ikinci biiyiikk kiime.
Kiimenin kanser yolaklar: tarafindan diizenlendigi goriilmektedir. Kirmizi ile isaretli edge
en kuvvetli etkilesimi gostermektedir. Yesil node’lar ifadesi azalan, kirmizi node’lar
ifadesi artan miRNA’lar1 gostermektedir

Son kiime ¢ogunlukla ifadesi artan miRNA’lar tarafindan olugsmaktadir ve path:hsa04810
(Regulation of actin cytoskeleton) ile path:hsa05200 (pathways in cancer) etkilesim
icindedir. Kiime Sekil 5.71°de verilmistir.

Sekil 5.71 SKBR3 mIiRNA-miRNA network igerisinde bulunan ikinci biiylik kiime.
Kiimenin kanser yolaklar1 tarafindan diizenlendigi goriilmektedir. Yesil node’lar ifadesi
azalan, kirmizi node’lar ifadesi artan miRNA’lar1 gostermektedir
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6. TARTISMA VE SONUC
6.1. TARTISMA

Bu tez c¢alismasinda EGFR odakli terapilerde miRNA mekanizmalarinin daha iyi
aydinlatilmasi i¢in terapiye duyarli miRNA’larm ifadeleri arastirilmis, hedef gen profilleri
elde edilmis ve miRNA-mMiRNA network modelleri olusturularak birbirleri ile iliskileri

gozlenmistir.

Bunun i¢in; HER2+ meme kanseri hiicreleri olan SKBR3 ve BT474’de lapatinib ile
trastuzumab muamelesi ardindan ila¢ uygulamasina duyarli miRNA ifadeleri bulunmustur.
Ifade sonuglar1 mikrodizin uygulamasi yapilarak elde edilmistir ve ardindan duyarl
miRNA’larin potansiyel hedeflerinin, bu hedefler dogrultusunda olas1 karakterlerinin
arastirilmasi i¢in biyoinformatik analiz yapilmistir. Biyoinformatik analiz sonucu ilk olarak
secilen miRNA’larin es-zamanlh PZR metodu kullanilarak ifadeleri dogrulanmistir. Sonug
olarak hsa-miR-345 SKBR3 hiicrelerinde hem lapatinibe hem de trastuzumaba, hsa-miR-
449a ise lapatinibe duyarli miRNA’lar olarak tespit edilmis ve hiicrelerde ifadeleri
susturuldugunda hiicre proliferasyonun geriledigi goézlenmistir. Hiicreler iizerindeki
etkilerinin daha detayli arastirilmasi icin lentiviral vektorler kullanilarak kalici sekilde
hiicrelerde susturulmalar1 saglanmistir. Ardindan apoptozis testi, hiicre yara iyilesme testi,
GFP competetion assay yapilmistir. Bu testler sonucunda susturulduklarinda hiicre
Olimiine neden olduklari, hiicre migrasyounu geciktirdikleri ve apoptozisi tetikledikleri
gozlenmistir. Hedef gen profillerinin belirlenmesi icin AGO2-IP uygulamasi yapilmistir.
Yine olas1 hedefleri icinde ortak olan genler bulundugu gibi, apoptotik ve hiicre adezyonu

ile iligkili olanlar tespit edilmistir.

Ek olarak trastuzumaba duyarli miRNA’lar kullanilarak miRNA-miRNA network
modelleri olusturulmustur. miRNA’lar hedefledikleri yolaklar iizerinden birbirleriyle
iliskilendirilmis ve fonksiyonel olarak birbirine yakin miRNA ¢iftleri bulunmustur.
miRNA’larmn en fazla hedefledigi genler tespit edilmis ve trastuzumab uygulamasinda en
kilit etkiyi gosterebilecek miRNA’lar detayli olarak arastirilmistir. miRNA’larin 6zellikle
metabolik yolaklar ve kanser iliskili yolaklar olmak tizere iki farkli grup lizerinden etkinlik

gosterebilecegi, bunu ayni grup icerisinde birbirleriyle etkileserek yaptiklar1 gozlenmistir.
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6.1.1. TRASTUZUMAB VE LAPATINIiB UYGULAMASI ARDINDAN MIiRNA
IFADE ANALIZININ DEGERLENDIRILMESI

miRNA’larin ilaca olan duyarliligmi tespit etmek icin iki HER2+ hiicre hatti (SKBR3,
BT474) ayr1 ayri1 olarak lapatinib ve trastuzumab ile muamele edilmistir. Kontrol hiicreleri
olarak ilaglarin ¢oziiclileri kullanilmis ve mikrodizin uygulamas: ardindan karsilagtirma
kontrol hiicrelerine gore yapilmistir. Ardindan 2 kat ve daha fazla ifade degisikligi
gosteren miRNA’lar ile hiyerarsik kiimeleme analizi yapilmis ve kontrol ile ilacla
muamele edilen 6rnekler arasinda miRNA’larin gii¢lii sekilde farkli profil gosterdigi
gozlenmistir. Gozlenen bu fark daha Onceki caligmalar ile paraleldir. Bununla birlikte
trastuzumab uygulamasi i¢in daha 6nce yapilan caligmalar bizim c¢aligmamiz ile ayni
kosullar1 tasimamaktadir. Ornegin; Ichikawa ve arkadaslar1 trastuzumaba duyarli
miRNA’lar1 tespit ederken miRNA ifadelerinin normalizasyonu i¢in HER2 negatif meme
kanseri hiicreleri olan MCF7 ve MD-MBA-231 hiicrelerinden faydalanmistir. Bu iki hiicre
hattin1 da trastuzumab ile muamele edip HER2+ hiicre profillemesi ile kiyaslayarak duyarl
miRNA’lar1 sunmustur (75). Le ve arkadaslari tarafindan yapilan bir diger ¢alisma ise hsa-
MiR-194’lin trastuzumaba duyarli miRNA olarak tanmimlanmis, profilleme c¢alismasini
trastuzumaba direngli ve duyarh hiicreleri karsilastirarak yapmustir (74). Calismalardaki
farkliliklara ragmen, ¢calismamizla paralel olarak miR-200 ailesi, miR-520 ailesi, hsa-miR-

26b gibi miRNA’larin ortak olacak sekilde farklhilik gosterdigi gozlenmistir.

Lapatinib ile yapilan ¢alismalar tez ¢aligmasma baslandiktan sonra ortaya konulmustur.
Nie ve arkadaglarima ait c¢alisma SKBR3 ve BT474 hiicrelerinde miRNA yanitini
arastirarak hsa-miR-1470’in fonksiyonlarini tanimlanmistir, fakat ilgili miRNA bize ait

mikrodizin ¢aligmasinda ifade degisikligi gosteren miRNA’lar arasinda bulunmamistir

(90).
6.1.2. ES ZAMANLI PZR iLE DOGRULANAN MiRNA’LAR

Mikrodizin analizi ardindan biyoinformatik analiz ile se¢ilen aday miRNA’lar arasindan 5
adeti istatiksel olarak anlamli sekilde ifade degisikligi gostererek es zamanli PZR ile
dogrulanmugtir. Bunlardan hsa-miR-580 ve hsa-miR-613 BT474 hiicrelerinde trastuzumaba

duyarli olarak bulunmustur. hsa-miR-935, hsa-miR-449a ise SKBR3 hiicrelerinde
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lapatinibe duyarhdir. hsa-miR-345 SKBR3 hiicrelerinde hem lapatinibe hem de
trastuzumaba duyarlidir. Her birinin farkli kanser tiirlerinde daha Once tanimlanmis
fonksiyonlar1 bulumaktadir. Ornegin; yapilan son c¢alismalar ile hsa-miR-613’iin

osteosarkoma hiicrelerinde migrasyonu ve ¢ogalmay1 durdurdugu gézlenmistir (91).

Lapatinibe ve/veya trastuzumaba duyarlilik gosteren iki miRNA; hsa-miR449a ve hsa-
mMiR-345 ilerki c¢aliymalar i¢in meme kanserindeki fonksiyonlari arastirilmak {izere
secilmistir. Bunlardan hsa-miR-449a, miR-34 ailesine benzer sekanslara sahip olan, daha
onceki caligmalar ile hiicre Oliimiiniin belirlenmesinde Onemli rollere sahip oldugu
kanitlanmis bir miRNA’dir. miR-34 ailesine dahil olan miRNA’larm p53 aracili
apoptozisin tetiklenmesinde etkinlik gosterdigi bilinmektedir. Bununla beraber miR-449
ailesinin p53 statiisiinden bagimsiz olarak bir¢ok farkli tiimor hiicrelesinde apoptozisi
tetikleyebildigi gézlenmistir. miR-449 ailesi CDC20B geni ile ayni promotor bdlgesine
sahiptir ve beraber ifade olmaktadirr. CDC20B’nin mitozisin kontroliinde etkin oldugu
bilinmektedir. Yine miR-449 ve ilgili gen ile yapilan akciger epitel dokusu ¢aligmalarinda
ikisinin beraber ifade olduklari, MiR-449a’nin tiim6r baskilayici etki gosterdigi ve
CDC20B geninin de benzer etkiye sahip olabilecegi onerilmektedir (92). Yine yapilan son
bir ¢alisma ile nazofarengeal tiimor hiicrelerinde hsa-miR-29¢ ifade artismin hsa-miR-449a
ifadesinde de artisa da neden oldugu, ifadesinin farkli miRNA’lar tarafindan
diizenlenebildigi gozlenmistir (93). Tez projesinin son donemine denk gelen meme kanseri
caligmasi ise hsa-miR-449a ifadesinin durdurulmasinin tglii negatif meme kanseri
hiicrelerinde hiicre 6liimiine yol agtigin1 isaret etmektedir ve bu agidan bizim ¢alismamizla
paraleldir. Ifade artisinin ise tiimdr baskilayici olmak yerine meme kanseri gelisimine katk1
sagladigmi gostermektedir (94). Bu yiizden ilgili miRNA’nin farkli tiim6r hiicrelerinde
farkli fonksiyonlar1 olabilecegi gibi, ifade artis1 ve azaliginin her ikisinin birden etkinligi de
bulunabilir. Hsa-miR-345 ile yapilan ¢alismalara bakildiginda daha 6nce MCF7
hiicrelerinde cisplatin etkinligine kars1 duyarlhiligi artirdigi, pankreas kanseri hiicrelerinde

ise apoptozisi tetikledigi gézlenmistir (95,96).
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6.1.3. HSA-MIiR-345IN VE HSA-MIR-449A’IN SKBR3 HUCRELERINDE
ETKINLIGI

hsa-miR-449a ve hsa-miR-345 fonksiyonun SKBR3 hiicrelerinde arastirilmasi igin ilgili
miRNA’larin ifade artis1 ve azalisi saglanarak hiicre 6liimii, ¢ogalmasi, apoptozis gibi
durumlardaki etkinligi arastirilmistir. ilgili miRNA’larin miRZip vektorleri kullanilarak
kalic1 sekilde ifadesi azaltilmis ve GFP pozitif hiicre oranlar1 yaklagik 35 giinliik bir siire
icerisinde takip edilmistir. Bu siire boyunca miRNA’larmn susturuldugu hiicrelerin sayica
azaldig1 gozlenmistir. Bu sonuglar ilk olarak hiicrelerde mimic ve inhibitorler kullanilip
kisa zamanli ifade degisikligi yapilarak saptanmistir. Transfeksiyondan 48 saat sonra
yapilan hiicre proliferasyon testi, yaklasik %25 oraninda hiicre proliferasyonun durdugunu
gostermistir. Bununla birlikte GFP competition assay sonucunda hiicre proliferasyonun
%60 kadar geriledigi ve etkinin miRZip enfeksiyonunun ilerleyen donemlerinde ortaya
ciktigt gozlenmistir. Bu ylizden her i1ki miRNA’nin  susturulmasmin hiicre
proliferasyonunda gerileme sagladigi ve antiproliferatif oldugu, susturulma sonrasi olusan
etkinin zaman i¢inde artig1 soylenebilir. Her iki miRNA’nin da apoptozis iizerine etkinligi
arastirilmis ve susturulmalari ile apoptotik hiicrelerin arttigi gozlenmistir. Ek olarak hiicre
motilitesi tizerindeki etkinlikleri yara iyilesme deneyi ile dogrulanmistir. hsa-miR-449a
susturulmas: daha fazla olmak tlizere, her iki miRNA da hiicre motilitesini durdurma
Ozelligine sahiptir. Yapilan hiicre siklusu deneyi sonucunda ise, ilgili miRNA’larin
susturulmasi ardindan siklus iizerinde direkt bir degisim gozlenmemistir. Bu durum
kullanilan hiicre hattinin p53 gen mutasyonuna sahip olmasi ve ilgili mutant genin (mP53)
apoptotik aktivasyona neden olmak yerine kanserli hiicre gelisimine katki saglamasi ile
alakali olabilir (97). AGO2-IP uygulamasi sonrasi elde edilen olasi hedef genler ve
zenginlestigi yolaklar incelendiginde ozellikle hsa-miR-449a’ya ait olan hedeflerin
ubiquitin aracil1 proteolizis, endoplazmik retikulum (ER) stres gibi yolaklarda zenginlestigi
gbzlenmistir. hsa-miR-345 ile ilgili olarak ise yine ubiquitin aracili proteolizis ve kalsiyum
sinyal yolag1 etkinligi saptanmistir. Bu durum bize miRNA’larin susturulmasi ardindan
ortaya ¢ikan apoptotik etkinin ER stresi kaynakli olabilecegini isaret etmektedir. Yine
zenginlesen yolaklar arasinda bulunan adherens baglanma ve gap junction yolaklar:
miRNA’larin susturulmasi ardindan gozlenen motilite azalmasmi agiklamada yardimci

olabilir. Clarke ve arkadaglar1 2013 yilinda yaptiklar1 ¢alisma ile ER stres ile alakali
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genlerin daha 6dnce meme kanseri hiicrelerinin kaderinin belirlenmesinde 6nemli rollere
sahip olduklarini, kanser hiicrelerinin ER stres ile baglantili olan katlanmamis protein
cevabi ile iliskili oldugu detayli sekilde gostermislerdir. Buna gore kanser hiicreleri
apoptozisten kagmak i¢in bu mekanizmay1 kullanabilmekte ya da ER stres durumunda
apoptozis veya otofaji uyarilarak hiicrelerin 6liimii saglanabilmektedir (98). Yine 2012
yilinda yapilan bir baska ¢aligma ile Cruickshanks ve arkadaslar1 lapatinibin meme kanseri
hiicrelerinde ER stres kaynakli otofajik etki ile hiicre Oliimiine neden olabildigini
belirtmistir (99). Daha 6nce ER stres ile iliskili genler ve hsa-miR-449a’a ait hedef gen
profili incelendiginde SEC23B, EMC1, EROIL, TMTC3, UBE2J1, DERL2, SELIL,
COL4A2, NUS1, MARCHG6, MAPKS gibi endoplazmik retikulum fonksiyonu ile iligkili
genler ortak olarak bulunmustur. Ornegin bunlardan MAPKS (JNKI1) etkinliginin
apoptozise neden oldugu Chen ve arkadaslar1 tarafindan 1996 yilinda gésterilmistir (100).
Hedef gen bulgular1 literatiir ile birlikte incelendiginde hsa-miR-449a’nin meme kanseri

stirecindeki islevini ER stres yolaklar1 izerinden siirdiirebilecegini gostermektedir.
6.1.4. AGO2-IP SONRASI ELDE EDILEN HEDEF GEN PROFILINIiN ANALIiZi

Hedef gen profili analiz edilirken ilk olarak iki kriterden faydanilmistir. Bunlardan ilk
kriter IP ve total fraksiyonlar1 karsilastirilarak, IP kisminda ifade artis1 gosteren genlerin
tespit edilmesidir. Ikinci kriter olarak hem miRZip IP, hem de NT1 IP fraksiyonlarinda
zenginlesmis genler elde edilkten sonra iki vektor arasinda karsilastirmaya gidilmistir.
Burada ilk olarak tespit edilmek istenen, NT1 6rneginde hsa-miR-449a veya hsa-miR-
345°¢ ait olma olasilig1 daha yiiksek olan, miRZip 6rnegine gore daha fazla zenginlesmis
genlerin arastirilmasidir. NT1 o6rneginde 2 kati ve daha fazla zenginlesen genler
gbézlenmesine ragmen, iist swralarda yer alan genlerin bazilari i¢in ilgili miRNA’nin
baglanma alanlar1 saptanamamistir. Bu ylizden esik deger 1.5 ve 1.2 olarak belirlenmis,
elde edilen liste ile daha Once literatiirde onaylanmis hedef olarak sunulan genler
karsilastirilmistir. Ornegin; PEG10 hsa-miR-449a’ya ait onaylanmis hedeflerden biridir.
Yine bize ait ¢alismada IP kisminda zenginlestigi saptanmis ve ifade artis1 9.35 olarak
saptanmigtir. Bununla beraber miRZip449a Orneginde de ifade artisi 4.92 olarak
gbzlenmistir. Aradaki kat farki 2’den kiigiik oldugu i¢in ilerleyen asamalarda olasi hedef
genler secilirken fark esiginin 1.5 ya da 1.2 olarak belirlenmesinin daha iyi sonug

verebilecegi diisiiniilmiistiir. Bu nedenle AGO2-IP uygulamasi ardindan potansiyel

186



hedefler secilirken, NT1 Orneginde IP fraksiyonunda zenginlesme oranlarina; miRZip

ornegi ile olan fark degisimine, miRNA baglanma alanlarinin varligia odaklanilabilinir.

6.1.5. TRASTUZUMAB DUYARLI MIRNA’LAR KULLANILARAK
OLUSTURULAN MIiRNA-MIiRNA NETWORK MODELLERININ
DEGERLENDIRILMESI

Yapilan son ¢alisamalar ile birlikte hiicre kiiltiiriinde siirdiiriilen trastuzumab uygulamasina
karst miRNA’larin cevap verdigi ve ifade degisikligi gosterdigi belirlenmistir. Bununla
birlikte, ¢alismalarmm smirli olmas1 ve sadece bireysel olarak bazi miRNA’larin hiicre
kiiltiiriindeki etkilerine odaklanmasi nedeniyle trastuzumab muamelesi sirasinda etkinlik

gosteren miRNA aracili mekanizmalara dair bilgi sunulmamustir (74—76).

Network analiz yaklasimlar1 6zellikle molekiiller arasindaki kompleks etkilesimlerin
aciklanmasi i¢in kullanilmaktadir. Bir¢ok sinerjik miRNA network modeli bulunmasina
ragmen su ana kadar ilag uygulamalarinda analiz i¢in kullanilmamislardir ve homojen
network modeli kullanan bir miRNA c¢alismasi yapilmamistir. Bu ¢alismada homojen
network tercih etmemizin nedeni, o6zellikle tek tip molekiiller arasmndaki iliskinin
aciklanmasinda daha verimli olmalaridir. Network modelimizde node’lar miRNA’lardan
olusurken; onlar1 baglayan edge’ler paylasilan yolaklardan olugmaktadir. Network
modelimiz miRNA’lar arasindaki iliskiyi 3 farkli basamakta agiklamistir: Network iginde
trastuzumaba duyarli miRNA’lar tarafindan en ¢ok hedeflenen potansiyel genler
bulunmustur; MIRNA-miRNA networkleri paylasilan hedef yolaklar tizerinden bir araya
getirilmistir; ortak fonksiyonel 6zelliklere sahip miRNA etkinlik gruplar1 arastirilmistir.
Boylece 3 farkli analiz sekli uygulanarak miRNA’lar arasindaki sinerjestik iligkilerin daha

anlaml1 sunulmasi i¢in ¢calisilmstir.
6.1.5.1. Trastuzumaba Duyarh miRNA’lar Tarafindan En ¢ok Hedeflenen Genler

Network analizi sirasinda ilaca duyarli miRNA’lar tarafindan en fazla oranda hedef olarak
secilen genler ortaya ¢ikarilmistir. Bu genlerin 3°’UTR bdélgeleri incelendiginde normale
oranla daha uzun olduklar1 ve daha fazla baglanma alani igerdikleri bulunmustur. Ek olarak
biiylik ¢ogunlugunun (en ¢ok hedeflenen ilk 30 genden 24 tanesi SKBR3 hiicrelerinde; 23

tanesi BT474 hiicrelerinde) invazif meme kanseri dokularinda ifade degisikligi gosterdigi
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gbzlenmistir. Yapilan yeni bir calismada Cheng ve arkadaslari, hiicrelerde miRNA
regiilasyonu ile genlerin 3’UTR uzunluklar1 arasinda baglant1 oldugunu gostermistir. Buna
gore 3’UTR kismi daha uzun olan genler ayrica miRNA’larla birlikte evrimsel olarak da
korunmaktadirlar (101). Bu yiizden, buldugumuz olast hedef genlerdeki potansiyel
baglanma alanlarini diigiindiigiimiizde, bu genlerin meme kanseri gelisimi yani sira
trastuzumab uygulamasi: sirasinda miRNA aracili mekanizmalar i¢in de kilit rol
oynayabilecegini sOyleyebiliriz. Yine fonksiyonlarin arastiridiginda pek ¢ogunun tiimor
gelisimi ile ilgili oldugu gdzlenmistir. Ornegin; MDM4 (p53 regulator), CAMD2 (cell
adhesion molecule), KSR2 (kinase suppressor 2 of RAS) ve EREG (epiregulin) BT474
hiicrelerinde en ¢ok hedeflenen genler arasindadir. Bununla beraber, her iki hiicre hattinda
da en ¢ok hedeflenen genlerden biri olan SAMD12, daha once kanserle iligkili olarak
tanimlanmamistir. Buna ragmen, i¢cinde bulundugu gen toplulugu diisiiniildiigiinde meme
kanserinde ve/veya trastuzumab etkinliginde 6nemli fonksiyonlara sahip olabilecegi goz

Ontine almabilir.

6.1.5.2. Trastuzumaba Duyarh ve Fonksiyonel Olarak Iiliskili miRNA-miRNA
Ciftleri

Her iki hiicre hattinda da olusturulan miRNA-miRNA networklerinde node’larin (ilaca
duyarli miRNA’larm) sentralite dereceleri arastirilarak birbirleri ile etkilesimi
gozlenmistir. Bu sayede fonksiyonel olarak iligkili miRNA ¢iftlerinin tanimlanmasi,
trastuzumab uygulamasi sirasinda 6n plana ¢ikan, anahtar role sahip miRNA’larin
arastirilmasi hedeflenmistir. SKBR3 hiicrelerinden elde edilen network i¢erisinde hsa-miR-
3976 en yliksek dereceye sahip node olarak bulunmustur, fakat literatiir aragtirmasi sonrasi
kanser ile iligkisine rastlanmamistir. Bununla beraber yliksek sentralite derecesine sahip
hsa-miR-10b ve hsa-miR-190a gibi miRNA’larin daha 6nce yapilan ¢aligmalar ile meme
kanseri gelisimi ile metastazinda 6nemli rollere sahip oldugu tanimlanmistir (102,103). Ma
ve arkadaglar1 tarafinda yapilan ¢alismada hsa-miR-10b ifadesinin metastatik ti¢lii negatif
meme kanseri hiicrelerinde daha fazla oldugu ve hiicrelerin invazyon ozelligine katki
sagladigi gozlenmistir (102). Yine Volinia ve arkadaglari tarafindan yapilan bir baska
calismada, normal meme dokusu ve invazif ile duktal olmak {izere farkli meme kanseri
orneklerinde miRNA ifadeleri aragtirilmistir. Bu sonuglara gére hsa-miR-10b invazyon ile

iliskili bulunurken, hsa-miR-190a, Luminal B meme kanserinde ifadesi artmis olarak
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gozlenmis ve bu alt tip ile baglantili bulunmustur (92). hsa-miR-3976, hsa-miR-10b ve
hsa-miR-190a ayni zamanda trastuzumaba cevap veren mikrodizin profili igerisinde
yiiksek ifade degisikligi gosteren miRNA’lar arasindadir. Yine BT474 hiicrelerine ait
network i¢inde hsa-miR-146b en yiiksek sentralite derecesine sahip miRNA’lar arasindadir
ve daha Once meme kanseri ile iligkili biyobelirte¢ olarak tanimlanmistir (104). Bu
sonuglar bize network modelimizin trastuzumab uygulanan hiicrelerde 6ne ¢ikan ve meme
kanseri ile iligkili olan miRNA’lar1 aymt etmekte basarili oldugunu gostermistir.
Sentralitesi yliksek miRNA’larin, ayn1 zamanda ifadesi en fazla degisen ilk 20 miRNA
arasinda olmasi trastuzumab uygulamasinda diizenleyici adaylar olarak giivenilir
olduklarmi gostermektedir. Yine sentralite derecesi yliksek olan ama daha once meme
kanserinde ¢alisilmayan miRNA’larin network i¢cindeki diger miRNA’lar ile etkilesimine

bakilarak olas1 fonksiyonlar1 hakkinda bilgi elde edilebilir.
6.1.5.3. MiRNA-miRNA Networkleri i¢in Kiimelesme Analizi

Her ki hiicre hattinda da elde edilen netwokler kullanilarak kiimeleme (cluster) analizi
yapilmistir. Kiimeleme analizi birbiri ile yiliksek oranda iligskili olan miRNA’larin ortak
biyolojik islevler ile bir araya geldiklerini kanitlamistir. Her iki network i¢in de bu
biyolojik islevler igerisinde &n plana c¢ikan iki grup bulunmustur. Ik ii¢ kiime
incelendiginde en genis, en fazla etkilesim goériinen kiimenin metabolik yolaklar tarafindan
kontrol edildigi gozlenirken; ikinci kiime daha ¢ok kanserle iligkili yolaklar {izerinden bir
araya gelmektedir. Bu durum bize trastuzumaba duyarli miRNA’larmn etkinlik gosterirken
iki farkli biyolojik islev iizerinden hareket ettigini ve kanser yolaklarinin yani sira,
metabolik yolaklarin da bu etkinlikte 6nemli role sahip olabilecegini gosermektedir.
Bununla birlikte hsa-miR-216b 6rneginde oldugu gibi kiimelerde 6n plana ¢ikan, fazla
etkilesim gosteren miRNA’larin fonksiyonel etkinligi deneysel olarak detayli sekilde
arastirilarak trastuzumab uygulamasinda miRNA aracili cevap i¢in daha fazla bilgi elde
edilebilir. hsa-miR-216b hem BT474 hem de SKBR3 hiicrelerinde ilk kiimelerde, kiimenin
geri kalanmi domine eden etkilesimler icerisinde 6nemli rol oynamaktadir. miR-216 ailesi
ile daha once yapilan ¢aligmalar, hastalardan alinan 6rneklerde hsa-miR-216 ifadesinin
diisiik oldugunu gostermistir. Fare modellerinde yapilan deneylerle, miR-216 ifadesi artis1
saglandiginda akciger metastazi oranmnin azaldigi kanitlanmistir (105). Bu yiizden hsa-

mMiR-216b ve onunla ayni kiime igerisinde etkilesimde olan diger miRNA’larin
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fonksiyonlar1 benzer olabilmekle beraber, trastuzumab etkinligi icin de dnem gosterebilir.
Bununla beraber iki farkli hiicre hattinda ayni ifade degisikliginin gozlenmesi (ifade artisi-
azalis1) BT474 ve SKBR3 hiicrelerindeki genetik, molekiiler ve hiicre yiizeyi reseptorlerine
iliskin farkliliklardan kaynaklanabilir (106,107).

Elde ettigimiz miRNA’larin fonksiyonlarina ait Ornekler bize, network modelinde
denedegimiz kiimeleme analizinin meme kanseri ile iligkili miRNA’lar1 gruplamak
konusunda yiiksek oranda etkili oldugunu da gdstermistir. Ozellikle metabolik yolaklarla
iligkili miRNA’larin arastirilmasi, trastuzumaba karsi direng gelisiminde rolii oldugu
bilinen ve hedeflenmesi i¢in caligmalar yapilmaya baslanan kanser metabolizmasinin

diizenlenmesini daha iyi agiklayabilir (108).
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6.2. SONUC

Yapilan ¢alisma sonucunda ilag uygulamalarinin meme kanseri mikroRNA profili {izerine

etkisi gdzlenmistir. Buna gore;

1. Lapatinib ve trastuzumab uygulamasi HER2+ meme kanseri hiicre hatlarinda
mikroRNA ifadesini degistirmektedir ve bunlar ilaca duyarli miRNA’lardir.

2. Ilaca duyarli miRNA’lar hiicre hatlarinda transfeksiyon ile ifadeleri
degistirildiklerinde hiicre ¢ogalmasina etki etmekte ve meme kanserinin
gelisimini etkiyebilmektedirler.

3. AGO2-IP islemi ile bagarili bir sekilde hedef gen profilinin elde edilmesi
gergeklestirilebilmistir. Hedef genler igerisinde meme kanseri ile iligkili olanlar
bulunmakla beraber, iki farkli miRNA i¢in ortak olabilecek genler de
bulunmaktadir.

4. Yapilan network analizi sayesinde trastuzumaba duyarlt miRNA’larmn birbirleri
ile olan iletisiminin metabolik ve kanser baglantili yolaklar tizerinden
olabilecegi gozlenmistir. Trastuzumaba duyarli miRNA’lar tarafindan en fazla
oranda tercih edilen olasi kilit hedefler belirlenmistir.

5. Tim bu bulgular g6z oniine alindiginda miRNA’larm ilag etkinli§inin ortaya
cikmasinda etkili olabilecekleri, tedaviye alternatif sunma imkanlar1 g6z oniine
almmalidir. Ozellikle yiiksek islem hacimli metodlarin kullanimi ve network
analizi gibi biyoinformatik yollardan faydanilarak miRNA aracili regiilasyonun

daha iyi aydmlatilabilecegi gozlenmistir.
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7. GELECEK CALISMALAR

Tez ¢alismasi sonucunda elde edilen bulgular hsa-miR-449a ve hsa-miR-345’in SKBR3
meme kanseri hiicrelerinde susturulduklarinda antiproliferatif, antikanserojen etkiye neden

olduklarmi gostermektedir.

Elde edilen bulgulara dayanarak ilerleyen ¢aligmalarda ilk olarak ilgili miRNA’larn ilag
uygulamasi ile birlikte meme kanseri hiicre hatlarinda susturulmasi ve farkl
konsantrasyonlardaki ila¢ uygulamasina katkisinin arastirtimasi planlanmistir. miRNA’lar
mimic ve ihibitorler kullanilarak meme kanseri hiicre hatlarinda ifade degisikligi
saglanacak daha sonra daha 6nce IC50 degeri hesaplanirken belirlenen konsantrasyonlarda
ilag uygulamasi yapilacaktir. miRNA mimic ve inhibitorlerinin kullanildig1 ilag
uygulamalar1 ile negatif kontrol ve sadece ilag uygulamasi olan gézler hiicre ¢ogalmasi
acisindan karsilastirilacaktir. Bunun i¢in de yine WST-1 uygulamas: yapilarak

proliferasyon takip edilecektir.

Ek olarak ileriki ¢alismalarda her iki miRNA i¢in elde edilen hedef gen profillerine
odaklanilmasina karar verilmistir. IP fraksiyonunda en fazla kat degisimi gdsteren, ilgili
miRNA’lar i¢cin baglanma alanlarina sahip genlerin gercekten hedef olup olmadiklar
arastirilacak ve dogrulanacaktir. Bunun i¢in western blotlama ile ifadesi susturulan hiicre
hatlarinda ilgili genlerin ifadelerine bakilacagi gibi, liisiferaz testi kullanilarak
dogrulamalarinin yapilmasi da planlanmistir. Liisiferaz testi i¢in secilen olast hedef
genlerin 3’UTR kismu plazmidlere klonlanacak ardindan miRNA ifadesi artis1 saglanip

biyoliiminesans etkide bir azalma olup olmadig1 gézlenebilecektir.

Yine ozellikle hsa-miR-449a’in daha onceki ¢alismalarda farkli meme kanseri hatlarinda
gosterilen etkileri géz Oniine alindiginda, ilgili miRNA’larin basta BT474 hiicreleri olmak
iizere diger meme kanseri hiicre hatlarinda etkisine bakilmasi planlanmaktadir. Farkli
meme kanseri hiicre hatlar1 hsa-miR-449a ve hsa-miR-345’¢e ait mimic ve inhibitorler ile
transfekte edilip hiicre proliferasyon testi, apoptozis testi, yara iyilesme deneyleri yapilarak

etkilerinin belirlenmesinin saglanmasi diistiniilmiistiir.

Tiim bu g¢aligmalarin sonucunda ilgili miRNA’larin meme kanserinde ve tedavisindeki

etkilerinin daha iyi ortaya ¢ikarilmasi planlanmaktadir.
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9. EKLER

ifade

EK-1

Trastuzumab uygulamast arindan BT474 hiicrelerinde
miRNA’lar

miRNA 1D P-Degeri Kat Degisimi
hsa-miR-466 0.0004952 0.11
hsa-miR-5692a 0.007352 0.12
hsa-miR-99a-3p 0.0069146 0.15
hsa-miR-379-3p 0.0299497 0.15
hsa-miR-3671 0.0012644 0.18
hsa-miR-937-3p 0.0047439 0.18
hsa-miR-876-5p 0.0013843 0.19
hsa-miR-300 0.0034848 0.2
hsa-miR-6502-3p 0.0039473 0.2
hsa-miR-567 0.0044409 0.2
hsa-miR-1228-5p 0.0135896 0.2
hsa-miR-545-5p 0.0079419 0.21
hsa-miR-4434 0.0212975 0.21
hsa-miR-4290 0.0026422 0.22
hsa-miR-422a 0.0112678 0.22
hsa-miR-885-5p 0.0146517 0.22
hsa-miR-5692b 0.0310015 0.22
hsa-miR-3151 0.0040036 0.23
hsa-miR-1255b-5p 0.0104221 0.23
hsa-miR-296-3p 0.0221598 0.23
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degisikligi

gosteren



hsa-miR-4748 0.0277603 | 0.23
hsa-miR-6720-3p 0.017295 0.24
hsa-miR-943 0.0327177 0.24
hsa-miR-485-5p 0.0090752 0.25
hsa-miR-2052 0.0294035 | 0.25
hsa-miR-3674 0.0331645 | 0.25
hsa-miR-4671-5p 0.0058339 | 0.26
hsa-miR-3184-3p 0.0081874 0.26
hsa-miR-526b-3p 0.0122688 | 0.26
hsa-miR-483-3p 0.0132005 | 0.26
hsa-miR-3678-3p 0.0400632 | 0.27
hsa-miR-4728-3p 0.0111647 0.28
hsa-miR-615-3p 0.0112228 0.28
hsa-miR-3591-3p 0.0240649 0.28
hsa-miR-6503-3p 0.0066831 0.29
hsa-miR-4730 0.0114225 0.29
hsa-miR-5196-3p 0.0131247 0.29
hsa-miR-27a-5p 0.0194459 0.29
hsa-miR-4428 0.0106803 0.3

hsa-miR-4539 0.0322147 0.3

hsa-miR-497-3p 0.0475643 0.3

hsa-miR-4316 0.0105877 0.31
hsa-miR-4777-5p 0.0112238 0.31
hsa-miR-1185-5p 0.0143566 0.31
hsa-miR-606 0.0187031 0.31
hsa-miR-4763-5p 0.0217242 0.31
hsa-miR-4746-5p 0.0254426 0.31
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hsa-miR-647 0.0094015 | 0.32
hsa-miR-4642 0.0110033 | 0.32
hsa-miR-596 0.0123278 0.32
hsa-miR-3064-5p 0.0192445 0.32
hsa-miR-3909 0.0220528 | 0.32
hsa-miR-4793-5p 0.0338519 | 0.32
hsa-miR-32-3p 0.0375697 | 0.32
hsa-miR-4426 0.0448441 0.32
hsa-miR-3622a-5p 0.0128364 | 0.33
hsa-miR-490-5p 0.0230238 | 0.33
hsa-miR-130b-5p 0.0245657 | 0.33
hsa-miR-19b-2-5p 0.0252793 | 0.33
hsa-miR-4526 0.0161647 0.34
hsa-miR-185-3p 0.0248966 0.34
hsa-miR-3133 0.0444599 0.34
hsa-miR-1287 0.0458195 0.34
hsa-miR-548ag-5p 0.0464526 0.34
hsa-miR-658 0.0176313 0.35
hsa-miR-3064-3p 0.026775 0.35
hsa-miR-1302 0.0193679 0.36
hsa-miR-4525 0.0243322 0.36
hsa-miR-2276 0.0285337 0.36
hsa-miR-5700 0.0293985 0.36
hsa-miR-365b-5p 0.030063 0.36
hsa-miR-335-3p 0.0315976 0.36
hsa-miR-3148 0.0360545 0.36
hsa-miR-1247-3p 0.0436788 0.36
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hsa-miR-513c-3p 0.0459936 | 0.36
hsa-miR-1296 0.017903 0.37
hsa-miR-1825 0.0194932 | 0.37
hsa-miR-150-3p 0.0219531 | 0.37
hsa-miR-6716-3p 0.0271763 0.37
hsa-miR-33a-3p 0.0298384 0.37
hsa-miR-200a-5p 0.0481489 0.37
hsa-miR-302f 0.018649 0.38
hsa-miR-653 0.0225223 | 0.38
hsa-miR-629-3p 0.0271382 | 0.38
hsa-miR-665 0.0331121 | 0.38
hsa-miR-4659a-5p 0.0372608 | 0.38
hsa-miR-3605-5p 0.0375177 0.38
hsa-miR-3678-5p 0.0449678 0.38
hsa-miR-4764-5p 0.0215541 0.39
hsa-miR-651 0.0304208 0.39
hsa-miR-1910 0.0334615 0.39
hsa-miR-4474-5p 0.0363566 0.39
hsa-miR-4645-3p 0.0492751 0.39
hsa-miR-1260b 0.0244649 0.4

hsa-miR-146b-3p 0.0258481 0.4

hsa-miR-4257 0.0258715 0.4

hsa-miR-1227-3p 0.0300698 0.4

hsa-miR-4436b-5p 0.0337215 0.4

hsa-miR-18a-3p 0.0345647 0.4

hsa-miR-3691-3p 0.0404707 0.4

hsa-miR-3662 0.0450344 0.4
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hsa-miR-1468 0.0456357 0.4

hsa-miR-100-3p 0.0471776 0.4

hsa-miR-3149 0.028 0.41
hsa-miR-4761-5p 0.0326109 0.41
hsa-miR-138-2-3p 0.0327977 0.41
hsa-miR-4658 0.0386838 | 0.41
hsa-miR-1245a 0.0473303 0.41
hsa-miR-5004-5p 0.0489469 0.41
hsa-miR-3190-3p 0.0393691 | 0.42
hsa-miR-5582-5p 0.0395609 | 0.42
hsa-miR-411-3p 0.0444517 0.42
hsa-miR-5100 0.0356866 | 0.43
hsa-miR-4767 0.0370891 0.43
hsa-miR-579 0.0391188 0.43
hsa-miR-4657 0.0416741 0.43
hsa-miR-1273g-3p 0.042696 0.43
hsa-miR-4536-3p 0.0446313 0.43
hsa-miR-4664-5p 0.0447249 0.43
hsa-miR-30d-3p 0.0458414 0.43
hsa-miR-3156-5p 0.0466493 0.43
hsa-miR-93-3p 0.0478115 0.43
hsa-miR-6506-3p 0.0393073 0.44
hsa-miR-3688-5p 0.0404558 0.44
hsa-miR-631 0.0411589 0.44
hsa-miR-6499-3p 0.0424248 0.44
hsa-miR-194-3p 0.0432786 0.44
hsa-miR-5739 0.0428773 0.45
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hsa-miR-7-5p 0.0440447 0.45
hsa-miR-378f 0.044336 0.45
hsa-miR-4773 0.0446996 | 0.45
hsa-miR-4694-3p 0.0448622 0.45
hsa-miR-4780 0.0449203 | 0.45
hsa-miR-216b 0.0495969 | 0.45
hsa-miR-3676-5p 0.0470094 0.46
hsa-miR-194-5p 0.0495861 2.15
hsa-miR-3656 0.0421986 2.21
hsa-miR-4669 0.0460268 2.21
hsa-miR-4712-5p 0.0461138 2.23
hsa-miR-5091 0.0466784 2.23
hsa-miR-503-5p 0.039505 2.24
hsa-miR-4790-3p 0.0483136 2.26
hsa-miR-514b-5p 0.0444159 2.27
hsa-miR-26a-2-3p 0.0407235 2.28
hsa-miR-4285 0.0373672 2.29
hsa-miR-4689 0.0347144 2.3

hsa-miR-126-5p 0.0385031 2.3

hsa-miR-1827 0.0412444 2.31
hsa-miR-1268a 0.0340529 2.33
hsa-miR-363-3p 0.0396449 2.34
hsa-miR-5571-3p 0.0397718 2.34
hsa-miR-5006-5p 0.0432462 2.34
hsa-miR-548at-3p 0.0437055 2.35
hsa-miR-101-3p 0.0454152 2.35
hsa-miR-601 0.0338262 2.36

211




hsa-miR-561-3p 0.0453794 | 2.36
hsa-miR-205-3p 0.0315901 2.37
hsa-miR-181d 0.0398194 2.37
hsa-miR-548ay-3p 0.0331175 2.38
hsa-miR-3121-3p 0.032512 2.39
hsa-miR-30a-5p 0.0319136 2.4

hsa-miR-5191 0.0398904 |24

hsa-miR-4690-3p 0.028698 2.41
hsa-miR-3127-5p 0.0439468 2.41
hsa-miR-512-5p 0.031405 2.43
hsa-miR-3201 0.0368195 | 2.43
hsa-miR-548an 0.0433208 | 2.43
hsa-miR-127-5p 0.033832 2.45
hsa-miR-661 0.0436862 2.48
hsa-miR-4538 0.0256661 2.49
hsa-miR-3165 0.0458365 2.51
hsa-miR-4536-5p 0.0225334 2.54
hsa-miR-148a-5p 0.0383422 2.54
hsa-miR-5090 0.0483493 2.56
hsa-miR-519e-3p 0.0302709 2.57
hsa-miR-636 0.022025 2.59
hsa-miR-3127-3p 0.0257542 2.6

hsa-miR-6071 0.0208679 2.62
hsa-miR-378h 0.0367366 2.63
hsa-miR-4655-3p 0.0285489 2.64
hsa-miR-659-5p 0.0383175 2.64
hsa-miR-548ac 0.0293663 2.65
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hsa-miR-1914-5p 0.0488707 2.65
hsa-miR-32-5p 0.0425868 | 2.66
hsa-miR-124-5p 0.0324717 2.67
hsa-miR-944 0.0345773 2.69
hsa-miR-3653 0.0256544 2.71
hsa-miR-181c-3p 0.0271299 2.72
hsa-miR-589-3p 0.0335676 | 2.73
hsa-miR-1263 0.021045 2.74
hsa-miR-4481 0.0195027 2.75
hsa-miR-3147 0.0386816 | 2.75
hsa-miR-4476 0.0217607 2.76
hsa-miR-1237-5p 0.0222565 2.76
hsa-miR-623 0.0243095 2.76
hsa-miR-4703-5p 0.0429846 2.78
hsa-miR-6502-5p 0.0201164 2.81
hsa-miR-3175 0.037685 2.81
hsa-miR-3191-5p 0.0177612 2.83
hsa-miR-181a-2-3p 0.0369684 2.84
hsa-miR-371a-5p 0.0194027 2.85
hsa-miR-586 0.0333646 2.85
hsa-miR-6083 0.0285612 2.88
hsa-miR-345-3p 0.0332717 2.92
hsa-miR-3145-5p 0.0139513 2.93
hsa-miR-3189-3p 0.031948 2.93
hsa-miR-578 0.0153884 2.95
hsa-miR-3689f 0.0150303 2.98
hsa-miR-548au-5p 0.0124857 3.03

213




hsa-miR-3922-3p 0.0406882 | 3.03
hsa-miR-153 0.0117838 | 3.05
hsa-miR-1247-5p 0.0315123 3.08
hsa-miR-3116 0.0326677 3.13
hsa-miR-581 0.0106609 | 3.17
hsa-miR-382-3p 0.0162142 3.18
hsa-miR-323b-5p 0.0298895 |3.19
hsa-miR-3140-3p 0.0177114 3.21
hsa-miR-655 0.0213592 3.22
hsa-miR-3065-3p 0.0391592 | 3.22
hsa-miR-4794 0.0148646 | 3.23
hsa-miR-146b-5p 0.0153374 3.24
hsa-miR-613 0.0096497 3.29
hsa-miR-10a-3p 0.0126349 3.3

hsa-miR-626 0.0101057 3.31
hsa-miR-29b-2-5p 0.0106147 3.34
hsa-miR-612 0.0330173 3.36
hsa-miR-4472 0.0090176 3.37
hsa-miR-3615 0.0131148 3.37
hsa-miR-26a-1-3p 0.0312461 3.38
hsa-miR-558 0.0150355 3.39
hsa-miR-4634 0.0081396 3.45
hsa-miR-33b-5p 0.0089694 3.46
hsa-miR-19a-5p 0.0288498 3.57
hsa-miR-4450 0.0100613 3.58
hsa-miR-2392 0.0149213 3.58
hsa-miR-7-2-3p 0.0243815 3.6
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hsa-miR-559 0.011919 3.67
hsa-miR-135a-3p 0.0064201 3.7

hsa-miR-302d-5p 0.0058038 | 3.73
hsa-miR-5009-3p 0.0396833 | 3.73
hsa-miR-25-5p 0.0084336 | 3.79
hsa-miR-4750-5p 0.0051319 |3.81
hsa-miR-576-3p 0.0262989 | 3.81
hsa-miR-5579-3p 0.0058513 | 3.93
hsa-miR-892a 0.006282 3.95
hsa-miR-4447 0.0117179 3.99
hsa-miR-382-5p 0.0235197 | 4.1

hsa-miR-4517 0.0159402 4.29
hsa-miR-4726-5p 0.0226726 4.29
hsa-miR-222-5p 0.0025952 4.35
hsa-miR-3137 0.017978 4.37
hsa-miR-3680-3p 0.0072642 4.45
hsa-miR-96-3p 0.039648 4.74
hsa-miR-4789-5p 0.0053838 4.76
hsa-miR-589-5p 0.0048072 4.77
hsa-miR-551b-5p 0.0017209 4.79
hsa-miR-493-3p 0.0201837 4.95
hsa-miR-541-5p 0.036925 5.08
hsa-miR-5088 0.004397 5.46
hsa-miR-3124-3p 0.0023436 5.59
hsa-miR-616-3p 0.0145014 5.74
hsa-miR-374a-3p 0.002031 5.88
hsa-miR-580 0.001392 5.89
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hsa-miR-588 0.0025896 5.96

hsa-miR-34c-3p 0.0035619 7.69

EK-2

Trastuzumab uygulamasi arindan SKBR3 hiicrelerinde ifade degisikligi gdsteren

miRNA’lar

MiRNA-ID P-degeri | Kat Degisimi

hsa-miR-5196-5p | 0.00041 | 8.86

hsa-miR-345-5p | 0.001076 | 0.064

hsa-miR-514a-5p | 0.001464 | 0.15

hsa-miR-2392 0.001512 | 6.07

hsa-miR-4754 0.001553 | 7.33

hsa-miR-5090 0.001562 | 6.16

hsa-miR-4768-3p | 0.001565 | 7.68

hsa-miR-1587 0.00205 | 5.73

hsa-miR-3923 0.002068 | 5.59

hsa-miR-3684 0.002313 | 0.13

hsa-miR-4707-5p | 0.003535 | 4.87

hsa-miR-580 0.003577 | 16.18

hsa-miR-92b-5p | 0.004378 | 7.39

hsa-miR-339-3p | 0.004607 | 0.057

hsa-miR-890 0.004637 | 6.76

hsa-miR-3136-5p | 0.004746 | 4.42

hsa-miR-744-3p | 0.004813 | 5

hsa-miR-330-5p | 0.005154 | 5.12

hsa-miR-514b-3p | 0.005241 | 0.24

hsa-miR-338-5p | 0.005305 | 10.54
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hsa-miR-567 0.005738 | 0.24
hsa-miR-4483 0.005883 | 4.48
hsa-miR-4750-5p | 0.006078 | 4.69
hsa-miR-3192 0.006339 | 4.77
hsa-miR-545-3p | 0.006497 | 0.23
hsa-miR-875-3p | 0.006712 | 4.42
hsa-miR-581 0.007349 | 0.2

hsa-miR-627 0.007483 | 0.23
hsa-miR-4472 0.007672 | 3.92
hsa-miR-4481 0.00784 | 3.86
hsa-miR-10b-5p | 0.008059 | 0.16
hsa-miR-6716-5p | 0.008135 | 6.27
hsa-miR-520d-3p | 0.008829 | 4.48
hsa-miR-4259 0.00893 |3.71
hsa-miR-181d 0.00896 | 3.59
hsa-miR-744-5p | 0.009318 | 0.26
hsa-miR-942 0.009318 | 4.45
hsa-miR-513a-3p | 0.009753 | 3.53
hsa-miR-4447 0.009784 | 3.59
hsa-miR-642a-5p | 0.009933 | 0.22
hsa-miR-615-3p | 0.010013 | 0.21
hsa-miR-33a-3p 0.010023 | 4.53
hsa-miR-4680-5p | 0.010043 | 4.06
hsa-miR-501-5p | 0.010111 | 0.22
hsa-miR-105-3p | 0.010578 | 3.51
hsa-miR-585 0.011409 | 3.95
hsa-miR-4738-3p | 0.01159 | 0.29
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hsa-miR-380-5p | 0.011821 | 3.46
hsa-miR-5195-5p | 0.013191 | 0.3
hsa-miR-4729 0.013471 | 3.8
hsa-miR-654-5p | 0.013557 | 3.59
hsa-miR-668 0.01368 | 3.31
hsa-miR-671-3p | 0.014289 | 0.3
hsa-miR-143-3p | 0.014335 | 3.23
hsa-miR-4789-5p | 0.014354 | 0.29
hsa-miR-1273f 0.014693 | 5.72
hsa-miR-3688-3p | 0.015039 | 3.66
hsa-miR-5692a 0.015151 | 0.31
hsa-miR-548ah- | 0.015168 | 0.31
5p

hsa-miR-518e-3p | 0.01537 | 3.35
hsa-miR-1915-5p | 0.015434 | 0.28
hsa-miR-4701-3p | 0.015921 | 3.13
hsa-miR-544a 0.016123 | 3.13
hsa-miR-432-5p 0.016529 | 3.14
hsa-miR-623 0.016828 | 5.61
hsa-miR-593-5p 0.017043 | 3.17
hsa-miR-607 0.017152 | 3.19
hsa-miR-578 0.017373 | 0.28
hsa-miR-296-3p 0.018052 | 0.21
hsa-miR-506-5p 0.018718 | 0.33
hsa-miR-3193 0.018885 | 0.32
hsa-miR-548a-5p | 0.019055 | 0.33
hsa-miR-219-1-3p | 0.019138 | 0.34
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hsa-miR-195-3p | 0.019282 | 0.33
hsa-miR-511 0.019592 | 0.3
hsa-miR-943 0.020213 | 0.31
hsa-miR-4791 0.020652 | 0.29
hsa-miR-6133 0.020794 | 3.11
hsa-miR-4760-5p | 0.021372 | 0.11
hsa-miR-4496 0.022118 | 3.29
hsa-miR-1245b- | 0.022185 | 0.33
3p

hsa-miR-4270 0.022505 | 3.43
hsa-miR-1268b 0.022805 | 3.3
hsa-miR-4420 0.023127 | 2.88
hsa-miR-4714-3p | 0.023676 | 0.35
hsa-miR-3127-5p | 0.023729 | 3.6
hsa-miR-593-3p 0.024089 | 0.24
hsa-miR-641 0.024407 | 5.2
hsa-miR-216b 0.024543 | 3.08
hsa-miR-1292-3p | 0.024662 | 0.36
hsa-miR-1268a 0.024958 | 3.04
hsa-miR-624-5p 0.02567 | 3.64
hsa-miR-367-5p 0.026003 | 3.15
hsa-miR-3188 0.026367 | 2.97
hsa-miR-4746-5p | 0.026801 | 0.33
hsa-miR-3160-5p | 0.027097 | 2.87
hsa-miR-139-5p 0.027105 | 0.35
hsa-miR-3194-3p | 0.027134 | 0.33
hsa-miR-18a-3p 0.027284 | 0.36
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hsa-miR-4322 0.027519 | 2.81
hsa-miR-548d-5p | 0.028012 | 2.77
hsa-miR-3976 0.028377 | 0.16
hsa-miR-5591-5p | 0.028547 | 0.28
hsa-miR-887 0.028869 | 0.27
hsa-miR-4441 0.028911 | 0.36
hsa-miR-4804-5p | 0.029068 | 2.91
hsa-miR-1226-3p | 0.029222 | 3.05
hsa-miR-4666a- 0.029711 | 0.18
5p

hsa-miR-1224-3p | 0.029728 | 3.01
hsa-miR-3194-5p | 0.030067 | 3.03
hsa-miR-4635 0.030226 | 2.84
hsa-miR-647 0.030473 | 0.34
hsa-miR-3612 0.030643 | 0.35
hsa-miR-3116 0.030785 | 0.35
hsa-miR-19a-5p 0.030978 | 0.1
hsa-miR-182-3p 0.031132 | 0.35
hsa-miR-2467-5p | 0.031417 | 0.31
hsa-miR-2052 0.0317 0.3
hsa-miR-188-3p 0.03222 | 2.66
hsa-miR-921 0.032568 | 3.61
hsa-miR-649 0.033143 | 0.36
hsa-miR-1273d 0.033167 | 2.76
hsa-miR-4644 0.033259 | 3.86
hsa-miR-3942-5p | 0.033263 | 2.72
hsa-miR-185-3p 0.03341 | 0.34
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hsa-miR-6510-5p | 0.033462 | 2.63
hsa-miR-208b 0.033967 | 0.37
hsa-miR-572 0.033972 | 0.38
hsa-miR-4480 0.034063 | 2.67
hsa-miR-298 0.034165 | 2.68
hsa-miR-4272 0.034187 | 0.34
hsa-miR-365b-5p | 0.034341 | 0.35
hsa-miR-217 0.034346 | 4.25
hsa-miR-545-5p | 0.034522 | 0.33
hsa-miR-613 0.035063 | 6.24
hsa-miR-4713-5p | 0.035361 | 0.37
hsa-miR-26a-1-3p | 0.035473 | 2.71
hsa-miR-382-3p 0.035553 | 0.34
hsa-miR-4417 0.035622 | 2.66
hsa-miR-664a-5p | 0.035638 | 2.7

hsa-miR-615-5p 0.035685 | 0.37
hsa-miR-3621 0.035879 | 0.34
hsa-miR-24-2-5p | 0.036476 | 0.33
hsa-miR-1247-3p | 0.036682 | 0.18
hsa-miR-301b 0.03674 | 2.75
hsa-miR-101-5p 0.037233 | 2.75
hsa-miR-4745-5p | 0.037377 | 0.38
hsa-miR-3187-3p | 0.03832 | 0.32
hsa-miR-4802-3p | 0.038405 | 2.84
hsa-miR-3691-3p | 0.038554 | 0.33
hsa-miR-5680 0.038674 | 2.72
hsa-miR-1537 0.038744 | 2.76
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hsa-miR-548ap- | 0.039111 | 0.39
3p

hsa-miR-371a-5p | 0.039179 | 2.67
hsa-miR-541-3p | 0.039253 | 0.29
hsa-miR-138-2-3p | 0.039339 | 3.01
hsa-miR-302d-3p | 0.039633 | 0.33
hsa-miR-3656 0.039873 | 2.8
hsa-miR-600 0.039917 | 2.63
hsa-miR-4478 0.039958 | 2.64
hsa-miR-34c-3p 0.040274 | 0.35
hsa-miR-4257 0.040378 | 0.33
hsa-miR-519e-5p | 0.040384 | 4.61
hsa-miR-938 0.040424 | 0.39
hsa-miR-493-3p 0.04107 | 2.69
hsa-miR-449a 0.041141 | 2.65
hsa-miR-127-5p 0.041185 | 0.36
hsa-miR-5693 0.041213 | 0.39
hsa-miR-200a-3p | 0.041457 | 0.048
hsa-miR-4757-5p | 0.041513 | 2.5
hsa-miR-4704-5p | 0.041676 | 0.4
hsa-miR-4501 0.042019 | 0.34
hsa-miR-455-3p 0.042792 | 0.39
hsa-miR-4694-5p | 0.042816 | 2.48
hsa-miR-146b-3p | 0.043094 | 0.37
hsa-miR-619 0.043105 | 2.75
hsa-miR-873-5p 0.043163 | 0.37
hsa-miR-624-3p 0.043913 | 2.69
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hsa-miR-190a 0.043939 | 0.13
hsa-miR-548b-3p | 0.044087 | 2.59
hsa-miR-4753-5p | 0.045372 | 0.4
hsa-miR-3074-5p | 0.045759 | 0.41
hsa-miR-519e-3p | 0.046126 | 0.36
hsa-miR-4319 0.046141 | 2.98
hsa-miR-548ag- | 0.046183 | 0.35
5p

hsa-miR-769-5p | 0.046224 | 0.38
hsa-miR-601 0.046344 | 3.32
hsa-miR-130b-5p | 0.046418 | 3.17
hsa-miR-5708 0.046446 | 0.42
hsa-miR-589-5p 0.046579 | 2.48
hsa-miR-509-5p 0.046896 | 2.47
hsa-miR-568 0.047061 | 0.41
hsa-miR-99a-3p 0.047169 | 0.41
hsa-miR-4783-5p | 0.047265 | 0.4
hsa-miR-3161 0.047384 | 0.36
hsa-miR-3115 0.047434 | 2.91
hsa-miR-151a-3p | 0.047925 | 0.36
hsa-miR-888-3p 0.048065 | 0.4
hsa-miR-106a-3p | 0.048368 | 2.89
hsa-miR-655 0.048513 | 0.25
hsa-miR-452-3p 0.048538 | 0.36
hsa-miR-147b 0.048965 | 0.36
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EK-3

Lapatinib uygulamasi1 arindan BT474 hiicrelerinde ifade degisikligi gosteren miRNA’lar

miRNA 1D P-Degeri Kat degisimi
hsa-miR-516a-3p 0.0000933 0.023
hsa-miR-1297 0.0003543 0.054
hsa-miR-217 0.0006503 0.074
hsa-miR-769-3p 0.0237291 0.074
hsa-miR-490-5p 0.0071992 0.087
hsa-miR-668-3p 0.006049 0.11
hsa-miR-509-5p 0.0101982 0.11
hsa-miR-10a-3p 0.0126413 0.11
hsa-miR-5686_v19.0 0.0014138 0.12
hsa-miR-452-3p 0.0071855 0.12
hsa-miR-505-5p 0.0253852 0.13
hsa-miR-514a-3p 0.0021023 0.14
hsa-miR-5703 0.0045336 0.15
hsa-miR-135b-5p 0.0125945 0.15
hsa-miR-4486 0.0029227 0.16
hsa-miR-548aj-3p 0.0111569 0.16
hsa-miR-559 0.0148036 0.16
hsa-miR-943 0.0235571 0.16
hsa-miR-186-3p 0.0244425 0.16
hsa-miR-4529-5p 0.0280284 0.16
hsa-miR-759 0.0497701 0.16
hsa-miR-105-5p 0.0057108 0.17
hsa-miR-371b-3p 0.0089045 0.17
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hsa-miR-548aq-5p 0.0247095 0.17
hsa-miR-4659a-3p 0.0054556 0.18
hsa-miR-33b-5p 0.0073214 0.18
hsa-miR-6716-3p 0.0224017 0.19
hsa-miR-34c-3p 0.0071126 0.2

hsa-miR-150-3p 0.01761 0.2

hsa-miR-1295b-3p 0.0089602 0.21
hsa-miR-411-5p 0.0115231 0.21
hsa-miR-130b-5p 0.0123768 0.21
hsa-miR-378]j 0.0337324 0.21
hsa-miR-548aa 0.015824 0.22
hsa-miR-4738-3p 0.0170273 0.22
hsa-miR-4473 0.0238432 0.22
hsa-miR-1289 0.0383443 0.22
hsa-miR-637 0.0083484 0.23
hsa-miR-3662 0.0087598 0.23
hsa-miR-4445-5p 0.0107539 0.23
hsa-miR-4655-5p 0.0157217 0.23
hsa-miR-4476 0.0226561 0.23
hsa-miR-4297 0.0087913 0.24
hsa-miR-935 0.0114829 0.24
hsa-miR-4778-5p 0.014646 0.24
hsa-miR-138-2-3p 0.0230871 0.24
hsa-miR-556-3p 0.0477168 0.24
hsa-miR-593-5p 0.0149008 0.25
hsa-miR-4689 0.0155872 0.25
hsa-miR-146a-5p 0.0219971 0.25
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hsa-miR-4441 0.0408935 0.25
hsa-miR-586 0.0464286 0.25
hsa-miR-4761-3p 0.0215668 0.26
hsa-miR-4259 0.0385671 0.26
hsa-miR-550a-3-5p 0.0389993 0.26
hsa-miR-5008-3p 0.0204132 0.27
hsa-miR-520f-3p 0.021937 0.27
hsa-miR-631 0.0233268 0.27
hsa-miR-185-3p 0.0350819 0.27
hsa-miR-4712-3p 0.0367234 0.27
hsa-miR-378h 0.049208 0.27
hsa-miR-924 0.0319864 0.28
hsa-miR-3133 0.0350272 0.28
hsa-miR-3688-5p 0.0482229 0.28
hsa-miR-876-3p 0.0482975 0.28
hsa-miR-520c-3p 0.0164665 0.29
hsa-miR-4769-5p 0.0185972 0.29
hsa-miR-4301 0.0186522 0.29
hsa-miR-5095 0.0213624 0.29
hsa-miR-338-5p 0.0224895 0.29
hsa-miR-4419a 0.0274115 0.29
hsa-miR-150-5p 0.0179707 0.3

hsa-miR-379-5p 0.0189821 0.3

hsa-miR-4645-5p 0.021691 0.3

hsa-miR-187-5p 0.0234958 0.3

hsa-miR-641 0.0235383 0.3

hsa-miR-646 0.0258052 0.3
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hsa-miR-1255a 0.0275697 0.3

hsa-miR-2682-3p 0.0310151 0.3

hsa-miR-411-3p 0.0346933 0.3

hsa-miR-4324 0.0444608 0.3

hsa-miR-4445-3p 0.0243247 0.31
hsa-miR-26a-1-3p 0.0265481 0.31
hsa-miR-1293 0.0283546 0.31
hsa-miR-3150b-3p 0.032951 0.31
hsa-miR-4740-3p 0.0413677 0.31
hsa-miR-4498 0.0258905 0.32
hsa-miR-5581-5p 0.0296613 0.32
hsa-miR-636 0.0353142 0.32
hsa-miR-4756-3p 0.0450294 0.32
hsa-miR-570-3p 0.0245283 0.33
hsa-miR-4258 0.0253442 0.33
hsa-miR-6076 0.029225 0.33
hsa-miR-548at-3p 0.0358352 0.33
hsa-miR-5011-3p 0.0408632 0.33
hsa-miR-502-5p 0.0413188 0.33
hsa-miR-363-3p 0.0358429 0.34
hsa-miR-4752 0.0379818 0.34
hsa-miR-6722-5p 0.0409559 0.34
hsa-miR-3605-5p 0.0410619 0.34
hsa-miR-4676-3p 0.0413784 0.34
hsa-miR-103a-2-5p 0.0416438 0.34
hsa-miR-942-5p 0.0294506 0.35
hsa-miR-3917 0.0371007 0.35
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hsa-miR-199a-3p 0.0422507 0.35
hsa-miR-4699-5p 0.0352529 0.36
hsa-miR-1236-3p 0.0372061 0.36
hsa-miR-513c-3p 0.0373382 0.36
hsa-miR-579-3p 0.0362873 0.37
hsa-miR-5579-3p 0.0413338 0.37
hsa-miR-4539 0.0394072 0.38
hsa-miR-1343-3p 0.0499889 0.39
hsa-miR-4420 0.0475373 0.4

hsa-miR-3074-5p 0.0474115 2.51
hsa-miR-4666a-5p 0.0482183 2.51
hsa-miR-671-3p 0.0387827 2.65
hsa-miR-4759 0.0414428 2.65
hsa-miR-4467 0.0472452 2.65
hsa-miR-649 0.0477518 2.65
hsa-miR-339-5p 0.0440882 2.69
hsa-miR-875-3p 0.0370454 2.7

hsa-miR-708-3p 0.0472364 2.7

hsa-miR-598-3p 0.0399868 2.71
hsa-miR-3150a-3p 0.0474896 2.71
hsa-miR-550a-5p 0.0444079 2.73
hsa-miR-3618 0.0351931 2.74
hsa-miR-199a-5p 0.0344369 2.76
hsa-miR-6082 0.0362772 2.76
hsa-miR-4495 0.0386644 2.83
hsa-miR-1279 0.0404736 2.84
hsa-miR-499b-5p 0.036221 2.85
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hsa-miR-20b-3p 0.0403982 2.85
hsa-miR-576-3p 0.0484043 2.91
hsa-miR-1237-3p 0.0300084 2.92
hsa-miR-4524a-3p 0.0292471 2.93
hsa-miR-4768-3p 0.0487201 2.95
hsa-miR-3617-5p 0.0460935 2.98
hsa-miR-513b-5p 0.0477782 2.98
hsa-miR-2113 0.0284401 3.05
hsa-miR-4496 0.0359119 3.05
hsa-miR-342-5p 0.049107 3.1

hsa-miR-548x-3p 0.0221271 3.11
hsa-miR-4800-5p 0.0363381 3.11
hsa-miR-16-2-3p 0.0275294 3.12
hsa-miR-19b-1-5p 0.030334 3.13
hsa-miR-4462 0.0423422 3.16
hsa-miR-486-3p 0.0218435 3.21
hsa-miR-621 0.0330755 3.26
hsa-miR-216b-5p 0.0193426 3.27
hsa-miR-661 0.0203034 3.4

hsa-miR-1273d 0.0168458 3.41
hsa-miR-4707-3p 0.0380765 3.41
hsa-miR-892b 0.0283692 3.48
hsa-miR-222-3p 0.0499936 3.48
hsa-miR-3685 0.0184364 3.51
hsa-miR-181b-3p 0.0182356 3.52
hsa-miR-3678-3p 0.0384353 3.53
hsa-miR-5009-3p 0.022548 3.54
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hsa-miR-4648 0.0305957 3.6

hsa-miR-4753-3p 0.0488193 3.66
hsa-miR-758-5p 0.0127996 3.67
hsa-miR-658 0.0165712 3.67
hsa-miR-769-5p 0.0266577 3.69
hsa-miR-3129-5p 0.0173481 3.75
hsa-miR-339-3p 0.0155882 3.76
hsa-miR-4633-5p 0.0139492 3.78
hsa-miR-190a-5p 0.0261367 3.88
hsa-miR-29b-1-5p 0.0407451 3.9

hsa-miR-6077 0.0125207 3.92
hsa-miR-585-3p 0.0105107 4.01
hsa-miR-1283 0.0460936 4.02
hsa-miR-3927-5p 0.0126461 4.03
hsa-miR-302f 0.0092123 4.19
hsa-miR-5188 0.0451348 4.19
hsa-miR-655-3p 0.009024 4.37
hsa-miR-663b 0.0324123 4.39
hsa-miR-28-3p 0.007031 4.44
hsa-miR-496 0.0181278 4.44
hsa-miR-4795-5p 0.0167565 4.52
hsa-miR-378g 0.0147477 4.53
hsa-miR-424-3p 0.0387908 4.57
hsa-miR-4775 0.0066005 4.65
hsa-miR-4760-3p 0.0207116 4.71
hsa-miR-4681 0.0211544 4.76
hsa-miR-4475 0.0151045 4.81
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hsa-miR-4743-3p 0.0268139 4.92
hsa-miR-3658 0.0068488 4.99
hsa-miR-3181 0.0127053 5.01
hsa-miR-512-3p 0.0063445 5.05
hsa-miR-454-5p 0.0335019 5.05
hsa-miR-499a-3p 0.0049509 5.08
hsa-miR-4718 0.0126649 5.18
hsa-miR-147b 0.0182108 5.29
hsa-miR-23a-5p 0.0350096 5.32
hsa-miR-149-3p 0.0458277 5.55
hsa-miR-4803 0.030992 5.57
hsa-miR-125b-1-3p 0.0043777 5.79
hsa-miR-371a-5p 0.0087925 6.03
hsa-miR-892c-5p 0.012066 6.06
hsa-miR-3929 0.0195699 6.12
hsa-miR-6079 0.0189584 6.21
hsa-miR-3529-5p 0.0031395 6.33
hsa-miR-31-5p 0.0265808 6.34
hsa-miR-4647 0.0053432 6.64
hsa-miR-507 0.0041523 7
hsa-miR-206 0.0092056 7.45
hsa-miR-4749-5p 0.0027754 7.9
hsa-miR-1262 0.0018146 7.98
hsa-miR-548i 0.0029249 7.98
hsa-miR-556-5p 0.0443427 8.56
hsa-miR-449a 0.0042273 8.85
hsa-miR-581 0.002554 10.26
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hsa-miR-938 0.0050742 10.55
hsa-miR-3680-3p 0.0066811 11.21
hsa-miR-3944-3p 0.007509 14,12

EK-4

Lapatinib uygulamasi arindan SKBR3 hiicrelerinde ifade degisikligi gosteren miRNA’lar

miRNA 1D P-degeri Kat
Degisimi
hsa-miR-302f 0.0011234 19.33
hsa-miR-662 0.0036626 13.95
hsa-miR-181a-2-3p 0.004339 9.51
hsa-miR-3183 0.048018 8.14
hsa-miR-6501-3p 0.0073912 8.05
hsa-miR-1251-5p 0.0019563 7.87
hsa-miR-574-3p 0.0133975 1.27
hsa-miR-3181 0.0044865 7.05
hsa-miR-4699-5p 0.0448839 6.88
hsa-miR-570-3p 0.0394342 6.56
hsa-miR-4784 0.0281642 6.41
hsa-miR-5586-3p 0.028596 6.24
hsa-miR-4750-5p 0.039997 5.88
hsa-miR-548ar-3p 0.0265703 5.78
hsa-miR-5000-5p 0.0187513 5.37
hsa-miR-500a-5p 0.0069827 5.35
hsa-miR-642a-5p 0.0459165 5.33
hsa-miR-4684-5p 0.0053028 5.32
hsa-miR-548at-5p 0.0142152 4.99

232




hsa-miR-3685 0.0048051 4.93
hsa-miR-6715b-5p 0.0298838 4.87
hsa-miR-4321 0.0165277 4.78
hsa-miR-581 0.0455131 4.76
hsa-miR-4658 0.0104288 4.72
hsa-miR-888-3p 0.0299467 4.54
hsa-miR-1257 0.0128673 4.45
hsa-miR-19b-1-5p 0.0445013 4.37
hsa-miR-593-3p 0.0226332 4.15
hsa-miR-4776-5p 0.0424907 4.09
hsa-miR-296-3p 0.0085148 3.99
hsa-miR-6717-5p 0.022278 3.89
hsa-miR-5579-5p 0.0096051 3.82
hsa-miR-6500-3p 0.0203699 3.81
hsa-miR-5008-3p 0.0128734 3.8

hsa-miR-4316 0.0109398 3.75
hsa-miR-4264 0.0165005 3.71
hsa-miR-452-3p 0.0187347 3.71
hsa-miR-635 0.0134039 3.69
hsa-miR-449c-3p 0.0154443 3.68
hsa-miR-567 0.0258981 3.66
hsa-miR-127-5p 0.0396419 3.61
hsa-miR-106b-3p 0.0160803 3.59
hsa-miR-590-3p 0.0386288 3.59
hsa-miR-3065-5p 0.0449002 3.57
hsa-miR-623 0.0375884 3.48
hsa-miR-544a 0.0498843 3.48
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hsa-miR-4490 0.0334166 3.43
hsa-miR-4662a-3p 0.0193456 3.38
hsa-miR-186-3p 0.027389 3.36
hsa-miR-589-3p 0.0198574 3.34
hsa-miR-4798-5p 0.0240642 3.34
hsa-miR-591 0.034033 3.34
hsa-miR-6072 0.0161298 3.26
hsa-miR-3591-3p 0.0376972 3.23
hsa-miR-380-3p 0.0417389 3.12
hsa-miR-4277 0.0447644 3.11
hsa-miR-4795-3p 0.0249281 3.07
hsa-miR-4486 0.0488079 3.07
hsa-miR-4715-5p 0.0263558 3.04
hsa-miR-1305 0.0339453 2.96
hsa-miR-18a-3p 0.0280774 2.89
hsa-miR-6131 0.0319465 2.86
hsa-miR-3692-3p 0.0304869 2.83
hsa-miR-605-5p 0.0430796 2.83
hsa-miR-302b-3p 0.0451237 2.82
hsa-miR-4716-3p 0.0284543 2.79
hsa-miR-449a 0.0476983 2.78
hsa-miR-4720-5p 0.0420152 2.77
hsa-miR-337-5p 0.0463053 2.75
hsa-miR-653-5p 0.0395567 2.73
hsa-miR-3927-5p 0.0381989 2.72
hsa-miR-3607-3p 0.0471327 2.72
hsa-miR-4756-5p 0.0380514 2.7
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hsa-miR-708-5p 0.047722 2.65
hsa-miR-6124 0.0373636 2.62
hsa-miR-574-5p 0.0420223 2.61
hsa-miR-1205 0.0483468 2.58
hsa-miR-5195-5p 0.041865 2.57
hsa-miR-550b-2-5p 0.0494892 2.57
hsa-miR-5706 0.0416836 2.55
hsa-miR-4274 0.0438516 2.54
hsa-miR-412-3p 0.0427144 2.51
hsa-miR-4676-5p 0.0431411 2.51
hsa-miR-3121-5p 0.043963 2.49
hsa-miR-626 0.0456967 2.47
hsa-miR-541-5p 0.0498764 2.4

hsa-miR-4266 0.0495582 0.41
hsa-miR-4319 0.0410746 0.4

hsa-miR-5692c 0.042335 0.4

hsa-miR-4800-5p 0.0485977 0.4

hsa-miR-26a-1-3p 0.0496053 0.39
hsa-miR-4293 0.0390098 0.38
hsa-miR-150-5p 0.0404574 0.38
hsa-miR-4435 0.0435731 0.38
hsa-miR-1306-3p 0.0462541 0.38
hsa-miR-614 0.0401658 0.37
hsa-miR-601 0.0427165 0.37
hsa-miR-374c-5p 0.0323053 0.36
hsa-miR-4652-5p 0.0441309 0.36
hsa-miR-3157-5p 0.0312582 0.35
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hsa-miR-548t-5p 0.0334444 0.35
hsa-miR-520b 0.0413241 0.35
hsa-miR-4295 0.0446124 0.35
hsa-miR-5688 0.0489843 0.35
hsa-miR-4538 0.0290364 0.34
hsa-miR-4760-5p 0.0354407 0.34
hsa-miR-548ac 0.0395642 0.34
hsa-miR-935 0.0456317 0.34
hsa-miR-485-3p 0.0493509 0.34
hsa-miR-365b-5p 0.0233101 0.33
hsa-miR-216a-5p 0.0303226 0.33
hsa-miR-548b-3p 0.0382396 0.33
hsa-miR-4792 0.044362 0.33
hsa-miR-338-5p 0.0469992 0.33
hsa-miR-1294 0.0193819 0.32
hsa-miR-3131 0.0256119 0.32
hsa-miR-3673 v20.0 0.0333676 0.32
hsa-miR-4298 0.0438248 0.32
hsa-miR-642b-5p 0.046826 0.32
hsa-miR-323b-5p 0.0214928 0.31
hsa-miR-4675 0.0249749 0.31
hsa-let-7a-3p 0.0257963 0.31
hsa-miR-609 0.0418508 0.31
hsa-miR-555 0.0447041 0.31
hsa-miR-182-3p 0.045315 0.31
hsa-miR-5006-3p 0.0165646 0.3

hsa-miR-4487 0.0293091 0.3
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hsa-miR-371b-5p 0.0181534 0.29
hsa-miR-548aj-5p 0.0190939 0.29
hsa-miR-371a-5p 0.0258661 0.29
hsa-miR-3170 0.021623 0.28
hsa-miR-345-5p 0.026465 0.28
hsa-miR-4794 0.0360083 0.28
hsa-miR-3152-3p 0.0271396 0.27
hsa-miR-3926 0.0121019 0.26
hsa-miR-3689a-3p 0.0142693 0.26
hsa-miR-3944-5p 0.0307602 0.26
hsa-miR-185-3p 0.049672 0.26
hsa-miR-520d-3p 0.0078397 0.25
hsa-miR-1253 0.0090547 0.25
hsa-miR-1245a 0.0123069 0.25
hsa-miR-4670-3p 0.0256626 0.25
hsa-miR-325 0.0332526 0.25
hsa-miR-541-3p 0.0078022 0.24
hsa-miR-216b-5p 0.0236523 0.24
hsa-miR-16-1-3p 0.0064477 0.23
hsa-miR-599 0.0076615 0.23
hsa-miR-200a-5p 0.0247548 0.23
hsa-miR-617 0.0407829 0.23
hsa-miR-576-5p 0.0168726 0.22
hsa-miR-517-5p 0.0245499 0.22
hsa-miR-4696 0.035622 0.22
hsa-miR-875-3p 0.0382157 0.22
hsa-miR-517a-3p 0.0088039 0.21
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hsa-miR-3137 0.0153719 0.21
hsa-miR-3167 0.0415772 0.21
hsa-miR-1226-5p 0.0073996 0.2
hsa-miR-5093 0.0074168 0.2
hsa-miR-4474-3p 0.0288282 0.2
hsa-miR-4300 0.049014 0.2
hsa-miR-4798-3p 0.0042304 0.19
hsa-miR-3151-5p 0.0039552 0.18
hsa-miR-938 0.0067209 0.18
hsa-miR-3122 0.0091217 0.18
hsa-miR-4524b-3p 0.0101869 0.18
hsa-miR-448 0.0030238 0.17
hsa-miR-516a-5p 0.0292231 0.17
hsa-miR-566 0.0468455 0.17
hsa-miR-612 0.018101 0.16
hsa-miR-493-3p 0.0198856 0.16
hsa-miR-4708-5p 0.0319933 0.16
hsa-miR-4789-3p 0.0319854 0.15
hsa-miR-622 0.0370113 0.15
hsa-miR-1276 0.0076865 0.14
hsa-miR-648 0.0228511 0.14
hsa-miR-194-3p 0.0015584 0.12
hsa-miR-421 0.0027768 0.12
hsa-miR-663b 0.0388995 0.12
hsa-miR-454-5p 0.0355297 0.11
hsa-miR-3178 0.0050821 0.1
hsa-miR-4782-5p 0.0005797 0.094
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hsa-miR-649

0.0000697

0.03
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EK-5

1. tekrar GFP Oranlan (%)
Enfeksiyon mirzip345 50 ul mirzip449a 50 | ntl 50 ul nt2 50 ul
Giinii ul
4 66.1 38.9 51.6 65.2
6 74.3 40.2 63.9 67.5
9 70.6 31.7 61.2 65.9
11 70 30 61.2 65.4
13 67.2 25 61 66.3
16 60.2 20.6 60.8 65
18 58.6 19.1 61.6 65.9
20 58.8 20.9 63.5 66.7
23 55 19.8 61.8 66.1
25 51.7 18.8 60.6 65.6
27 48.7 18.2 60.1 64.8
29 45.3 17.9 60.1 64.5
31 45.4 17.3 61.1 63.7
34 43.6 17.9 61.2 64.8
37 41.1 17.4 59 61.6
40 41.5 18.2 62 65.7
1. tekrar Canh Hiicre
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Oranlan (%)
Enfeksiyon | mirzip34550 ul | mirzip449a 50 ul ntl 50 ul nt2 50 ul
Giinii
4 78.5 83.9 72.8 75.6
6 81.5 81.5 78.4 80.2
9 81.5 81.5 80.1 82.5
11 85.8 86.1 87.4 84.9
13 81.6 82.2 79.5 81.9
16 81.2 85.7 85.2 86.4
21 87.1 88.3 87.1 88.5
23 88.7 89.6 89.4 90.2
27 89 91.5 90.8 90.5
29 89.7 90.9 91.1 91
31 87.8 86.7 86.3 88.5
34 83.9 87.6 89.2 86.2
37 85.5 88.8 87.1 86.3
2.tekrar GFP Oranlan (%)
Enfeksiyon mirzip345 40 ul mirzip449a 60 | ntl 40 ul nt2 40 ul
Giinii ul
4 53 31.1 42.3 45
6 53.4 28.2 43.5 44.9
9 48.3 22.9 40.2 43.5
11 47.5 17.9 40.2 44
13 44.8 18.9 39.5 43.1
16 42.9 15.9 39.3 43.4
21 39.7 14.2 39.4 42.4
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23 37.8 13.7 39.3 42.4
25 35.2 13.3 38 42.7
27 33.4 13.2 37.7 41.8
29 31.1 12.8 36 41.1
31 29.7 12.6 35.5 39.9
34 27.7 12 35 39
37 26.2 12.2 33.6 39.1

2. tekrar Canh Hiicre

Oranlan

Enfeksiyon | ntl 80 ul nt2 80 ul mirzip345 80 | mirzip449a
Giinii ul 100 ul
4 89.9 89.5 90 89.3
6 88.3 87.6 86.8 84.4
9 83.4 85 84.2 80.9
11 86.3 86.9 86.4 84.6
13 83.1 87.1 86.4 89
16 87.1 84.7 87.3 87.8
21 92.7 93.2 92.5 93.3
23 91.8 91.9 92.1 90.9
27 87 88.7 86.9 84.7
29 89.4 90.8 87.5 89.7
31 88.9 91.7 - 91.6
34 87.8 88.7 88 83.9
37 79.9 - 78.4 80.4
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3. tekrar

GFP Oranlan

(%)

Enfeksiyon mirzip345 80 ul | mirzip449a | ntl 80 ul nt2 80

Giinii 100 ul ul

4 65.8 43.9 60.9 58.8

6 69.4 41.8 56.1 61.1

9 60.3 32.2 54.8 57.1

11 59.1 29.9 95.5 58

13 56.3 217.2 55.7 57.6

16 54.9 22.1 57.8 54

21 50.4 20.3 54.4 56.6

23 49.4 19.8 55 56.9

25 46.4 19.2 54.3 56

27 43.6 17.7 52.9 56

29 40.8 17 52.1 54.9

31 yok 16.4 51.1 53.9

34 35.7 16.2 49.6 52.9

37 33.2 15.5 47.5 yok

3. tekrar Canh Hiicre

Oranlan (%)

Enfeksiyo | ntl 40 ul nt2 40 ul mirzip345 | mirzip449a | hiicre
n Giinii 40 ul 60 ul kontrol
4 88.4 87.9 90.4 89.4 90.4
6 86.5 85.7 86.4 87 92.1
9 85.5 85.6 85.4 82.7 88.3
11 88 86.1 86.9 82.6 85.2
13 85.5 87.4 87.7 89 90.1
16 88.8 87 87.3 85.8 88
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21 92.5 92.3 91.5 92.4 93
23 92.3 93.3 91.7 91.8 92.7
27 88.4 86.5 88.9 89.1 88.6
29 89.8 90.4 89.3 91.5 90.1
31 91.2 92.3 92.1 93.1 90.4
34 85.8 89.4 88.4 87.4 87.6
37 87.9 79.2 83.6 81.7 86.5
Normalize GFP
oranlari
Enfeksiyon Giinii mirzip345 50 | mirzip449a 50 | ntl 50 ul | nt2 50 ul

ul ul
4 1 1 1 1
6 1.062104293 0.964111815 1.062641 | 1.024056499
9 0.965270932 0.761576541 1.012079 | 0.982830433
11 0.95113474 0.675954774 1.01591 | 0.98907994
13 0.905849191 0.623326847 1.010197 | 0.984746927
16 0.851507256 0.514744619 1.018823 | 0.959914769
18 0.800516534 0.47000293 1.006169 | 0.971847818
20 0.784509565 0.47627153 1.020939 | 0.977638477
23 0.765346681 0.458002598 0.995882 | 0.974570993
25 0.691650307 0.436972285 0.978103 | 0.96246827
27 0.647871908 0.422228541 0.957098 | 0.946957278
29 0.647871908 0.422228541 0.957098 | 0.946957278
31 0.622851312 0.412958415 0.947684 | 0.930865712
34 0.584010942 0.399867556 0.941994 | 0.914440132
37 0.552835183 0.401837457 0.920113 | 0.93137696
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Ek-7

SKBR3 hiicrelerinde trastuzumaba cevap veren miRNA-miRNA network goriintiisii
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