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OZET
Yiiksek Lisans Tezi

miR-216b’nin Meme Kanserinde Trastuzumab Tedavisi ve Gelisen Direng Siirecindeki

Rollerinin Arastirilmasi
Istar Burcu Dolape1
Ankara Universitesi Biyoteknoloji Enstitiisii
Dog. Dr. Bala Giir Dedeoglu

Kadinlarda kansere bagli 6liimlerin en sik nedeni olan meme kanseri birden fazla alt tipe sahiptir ve
etkin tedavi yontemi belirlemede alt tipin bilinmesi 6nem tagimaktadir. Epidermal biiyiime faktorii
reseptorii 2 (HER2) ifadesinin arttigit HER2+ meme kanserleri agresif bir fenotipe sahiptir ve
niiksetme oranlar1 yiiksektir. Bu alt tipin tedavisinde yayginlikla kullanilan bir monoklonal antikor
olan trastuzumab (Herceptin) HER2 sinyal artisgim ve yol actigi birtakim sinyal yolagi
aktivasyonlarin1 bloke etmek i¢in kullanilir. Ancak hastalarin biiyiik bir kisminda belirli bir siire
sonra ilaca kars1 direng gelisimi goriiliir. MikroRNA’lar (miRNA’lar) yaklasik 19-23 niikleotid
uzunlugunda protein kodlamayan ancak gen ifadesini diizenlemede fonksiyonel rolii olan RNA
molekiilleridir. Meme kanserinde ve ilag cevabinda etkili miRNA profillerinin tanimlanmasi
miRNA’larin kanser ve diren¢ tedavisinde terapatik hedef olarak kullanilabilecegi fikrini
dogurmustur. Laboratuvarimizda yapilan 6nceki ¢alismalarda iki adet HER2+ hiicre hatti (BT-474,
SK-BR-3) kullanilarak 6nceden trastuzumab cevabinda kilit noktada oldugu belirlenmis iki adet
miRNA’nin  (miR-29b-2-5p, miR-216b-5p) trastuzumaba duyarli ve direngli hiicrelerin
proliferasyon, motilite ve invazyonu iizerindeki etkileri arastirilmistir. En belirgin antikanser
etkinligi miR-216b-5p’nin direngli SK-BR-3 hiicrelerinde gostermesi ile galigmaya duyarli ve
direngli SK-BR-3 hiicreleri ve miR-216b-5p ile devam edilmistir. Tez kapsaminda miR-216b-5p’nin
direngli hiicrelerde gosterdigi antikanser etkinligin altindaki molekiiler mekanizmalarin
aydinlatilmasi amaglanmistir. miR-216b-5p mimik ve scrambled kontrol (scr) ile transfekte edilen
duyarli ve direngli hiicreler ile yapilan mikrodizin deneylerinin sonucunda yapilan yolak analizleri
bu miRNAnin direngli hiicreler lizerindeki etkisinde nekroptoz yolaginin roliine dikkat ¢ekmistir ve
bu yolaktaki STATI, IRF9 ve PKR (EIF2AK2) genlerinin ifade artisi mRNA diizeyinde
dogrulanmigtir.  Mikrodizin  sonuglariyla ~ miR-216b-5p’nin  olasi  hedefleri  birlikte
degerlendirildiginde 6ne ¢ikan JUN geninin 3’ translasyonu yapilmayan bdlgesinin (UTR) miR-
216b-5p tarafindan hedeflendigi biyoinformatik olarak dogrulandiktan sonra mimik transfekte
direngli hiicrelerdeki Jun mRNA ve protein ifadesindeki diislis gosterilmistir. MiR-216b-5p’nin
direngli SK-BR-3 hiicreleri tizerindeki apoptotik etkisinin de gosterilmesiyle bu miRNA nin direncli
hiicrelerde neden oldugu hiicre 6liimiinii Jun {izerinden gergeklestirebilecegi sonucuna varilmaistir.
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ABSTRACT
M.Sc. Thesis

Investigation of the Role of miR-216b in Trastuzumab Treatment and Resistance

Development Process in Breast Cancer
Istar Burcu Dolapc1
Ankara University Biotechnology Institute
Assoc. Prof. Bala Giir Dedeoglu

Breast cancer which is the most common cause of cancer-related death in women has several
subtypes and it is important to know the subtype to apply an effective treatment. Human epidermal
growth factor receptor 2 (HER2) is overexpressed in HER2+ subtype and it has an aggressive
phenotype and a high recurrence rate. Trastuzumab (Herceptin) is a commonly used monoclonal
antibody used for the treatment of this subtype and it blocks the increase in HER2 signaling and
related activation of some signaling pathways. However most of the patients suffer from resistance
to the drug after some time. MicroRNAs (miRNAs) are approximately 19-23 nucleotide long non-
coding RNA molecules having functional roles in gene regulation. Identification of miRNA profiles
having roles in breast cancer and drug response has led to the idea that miRNAs could be used as
therapeutic targets in cancer and drug resistance cases. In the previous studies performed in our
laboratory, the effects of two miRNAs (miR-29b-2-5p, miR-216b-5p) which were previously
identified as hub miRNAs in trastuzumab response on the proliferation, motility, and invasion
capacities of trastuzumab sensitive and resistant cells were investigated by using two HER2+ cell
lines (BT-474, SK-BR-3). The most evident effect was seen when miR-216b-5p was transfected to
resistant SK-BR-3 cells therefore, it is decided to continue to the study with trastuzumab sensitive
and resistant SK-BR-3 cells and miR-216b-5p. In this thesis, the aim is to enlighten the molecular
mechanisms underlying the anticancer effect of miR-216b-5p on the resistant SK-BR-3 cells. The
pathway enrichment analyses performed as a result of microarray experiments of miR-216b-5p
mimic and scrambled control (scr) transfected sensitive and resistant SK-BR-3 cells show the role of
necroptosis pathway in the anticancer effect of this miRNA on resistant cells. The overexpression of
STATI, IRF9 and PKR (EIF24K2) genes which have roles in necroptosis pathway is verified on
mRNA level. When the microarray results and the predictive targets of miR-216b-5p are evaluated
together, JUN stands out and after bioinformatically verifying that its 3* untranslated region (UTR)
is targeted by miR-216b-5p, the downregulation of JUN in mimic transfected resistant cells is
verified on both mRNA and protein level. In addition, the apoptotic effect of miR-216b-5p on
resistant SK-BR-3 cells is determined by apoptosis assay. When all these findings are taken together,
it is concluded that miR-216b-5p might cause the death of resistant cells by regulating Jun.

2021, 84 pages
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1. GIRIS

Meme kanseri kadinlarda en sik rastlanan kanser tiiriidiir ve pek ¢ok alt tipi bulunmaktadir.
EGFR ailesinin liyelerinden olan insan epidermal biiyiime faktorii reseptorii 2 (HER2)
ifadesinin artis gosterdigi bir alt tip olan HER2+ meme kanserleri belirli hormonal tedavilere
kars1 direng ve beyin metastazina karsi egilim artis1 gostermeleri ile diger alt tiplerden ayrilir.
HER2+ meme kanserlerinin tedavisinde yayginlikla kullanilan bir monoklonal antikor olan
trastuzumab (Herceptin) HER2 sinyal artisini ve yol actigi birtakim sinyal yolag:
aktivasyonlarini bloke etmek i¢in kullanilir ancak HER2+ meme kanseri hastalarinin biiyiik
bir kisminda yaklasik 1 yil siiren trastuzumab tedavisini takiben ilaca kars1 direng gelisimi
goriiliir. Direng gelisiminin altinda yatan molekiiler mekanizmalarin aydinlatilmast HER2+

meme kanserine kars1 daha etkin tedavi yontemleri gelistirilebilmesi agisindan 6nem tasir.

MikroRNA’lar (miRNA’lar) protein kodlamayan ancak gen ifadesini diizenlemede
fonksiyonel rolii olan kiiciik RNA molekiilleridir ve kanser baslangicinda, gelisiminde ve
metastazda kilit rolleri oldugu yapilan birgok ¢alisma ile gosterilmistir. Giiniimiizde meme
kanseri olusumunda ve ilag cevabinda rol oynayan miRNA ifade profilleri tanimlanmaya
devam etmektedir ve bu durum HER2+ meme kanseri tedavisinde de siklikla karsilasilan
trastuzumab direnci sorununu ortadan kaldiracak yeni ve etkin tedavi yontemlerinin
gelistirilmesi ve miRNA’ya dayali tedavi segeneklerinin oniiniin agilmasi agisindan 6nem
tasir. Ancak ifade degisikligi gosteren miRNA’larin hangi mekanizmalar iizerinden etki
gosterdikleri konusu hala tam olarak aydinlatilmamistir. Bu nedenle diren¢ durumunda
miRNA’larin etkiledikleri molekiiler mekanizmalarin arastirilacagi ¢calismalara hala ihtiyag

vardir.

Laboratuvarimizda yapilan onceki c¢alismalarda traztuzumab cevabinda kilit rol oynadig:
belirlenen miR-216b-5p’nin trastuzumaba duyarli ve direngli HER2+ hiicre hatlarinda
proliferasyon, motilite ve invazyonu ve trastuzumab etkinligini ne yonde etkiledigi
arastirilmistir. Bu arastirmalar sonucunda miR-216b-5p’nin 6zellikle trastuzumab direngli
SK-BR-3 hiicreleri iizerinde daha belirgin bir etkisinin oldugu, motilite ve invazyonu
yavaglatirken ilag etkinligini potansiye ettigi gosterilmistir. Bu bulgular 1s18inda, bu tez
kapsaminda miR-216b-5p’nin trastuzumab duyarli ve diren¢li SK-BR-3 hiicrelerini hangi

molekiiler mekanizmalar iizerinden etkileyerek etkinlik gosterdigi aragtirtlmigtir.



2. KURAMSAL TEMELLER
2.1. MEME KANSERI

Meme kanseri, akciger ve kolon kanseri ile beraber diinyada en sik goriilen ii¢ kanser
cesidinden biri olmakla birlikte kadinlarda en sik goriilen kanser tiiriidiir (1). Goriilme
sikligin artmasi yash popiilasyonun artigi, c¢evresel degisiklikler ve tani tekniklerinin
gelismesi ile iliskilendirilmektedir (2). Calismalar erken taninin ve etkin terapi yonteminin
meme kanseri kaynakli 6liim oranlarinda azalma saglayabilecegini belirtmektedir (3). Meme

kanserinin alt tiplerinin bilinmesi etkin terapi yontemi gelistirmek adina biiyiik 6nem tagir.
2.1.1. MEME KANSERININ SINIFLANDIRILMASI

Meme kanserinin biyolojik 6zelliklerinin belirlenmesi farkli histolojik tipteki tiimorlerin
karakterizasyonunu, hastaligin prognozunun anlasilmasini ve sistematik bir tedavi yontemi
belirlemeyi kolaylastirmasi agisindan 6nem tasir. Hiicre igindeki veya hiicre yiizeyindeki
kanser ile alakali proteinlerin ifadesini belirlemek i¢in genellikle immiinhistokimyasal
yontemler kullanilmaktadir ve meme kanserinin alt tipleri baslica immiinhistokimya ve gen
ifade profilleme gibi tekniklerle belirlenmektedir. Giiniimiizde hastalarin durumu
degerlendirilirken tiimoériin morfolojisi ve derecesi, tiimor biylikligi ve lenf nodu
metastazlarinin varligi ile dstrojen reseptorii (ER), progesteron reseptorii (PR) ve insan
epidermal biiylime faktorii reseptor 2 (HER?2) ifade profilleri birlikte baz alinmaktadir. ER,
PR ve HER2 immiinhistokimya ile degerlendirilen standart biyobelirtecler haline
gelmiglerdir ancak proliferasyon belirteglerinin ifade durumu gibi baska faktorlerin
degerlendirilmesinin de 6nemli oldugu agiktir (4). Buna 6rnek olarak bir hiicre bolinmesi
marker1 olan Ki67 verilebilir. St. Gallen 2013 siniflandirmas1 meme kanserinin molekiiler

alt tiplerine Ki67’nin degerlendirmesini de dahil etmistir (5).

Ostrojen reseptdrii meme kanserinin en dnemli prognostik biyobelirteclerinden birisidir. ER
pozitif olan hastalar bu reseptorii hedefleyen hormonal terapilerden yararlanabilirken bu tip
meme kanserleri sitotiksik kemoterapiye ayni oranda cevap vermezler (4). Progesteron
reseptorli ER sinyalizasyonunda rol oynar ve en ¢ok post-menepozal kadinlarda olmak {izere
meme kanserinin gelisimine katki saglar (6). Cogu vakada ER ifadesi ile PR ifadesi

baglantilidir ve hem ER hem PR pozitif vakalarin tedaviye cevap agisindan en iyi sonuglanan



vakalar oldugu gorilmiistiir. ER+/PR+ kanserler ER+/PR- kanserlere gore hormonal
terapiye daha olumlu cevap verebilirler (7,8). HER2 bir transmembran tirozin kinaz
reseptOriidiir ve hiicre biiylimesi, proliferasyonu ve hayatta kalimi1 gibi fonksiyonlar regiile
eder. HER2 geninin amplifikasyonu agresif bir fenotipi gosteren gii¢lii bir belirtectir ve
invaziv meme kanserlerinde standart olarak HER2 proteini test edilir. Ki67 ise bir niikleer
proliferasyon belirtecidir ve yliksek Ki67 ifadesi gosteren meme kanserleri genellikle daha

kotii sonuglanir (4).

Gen ifade profillerine bakilarak molekiiler diizeyde bir analiz yapildiginda meme kanseri
baslica luminal, ER pozitif (luminal A ve luminal B), HER2 ifadesi artmis (HER2+) ve bazal
benzeri (BL) olmak iizere siniflandirilmistir (9,10). Luminal A alt tipi invaziv meme
kanserlerinin %30-40’1min olusturur ve olumlu bir prognozla iliskilendirilir. Luminal A
meme kanserileri ER+, HER2- olur ve PR ifadeleri yiiksek, Ki67 ifadeleri disiiktiir. Lenf
nodlariin dahil oldugu senaryolar daha az sikliktadir ve hormon reseptorlerinin pozitif
olmas1 hormonal tedaviye olumlu cevap ile iliskilendirilir. Invaziv meme kanserlerinin %20-
30’u ise luminal B alt tipindedir. Luminal B meme kanseri luminal A ile kiyaslandiginda
daha orta diizey prognoz ile seyreder. Bu alt tip luminal A gibi ER+, HER2- olur ancak daha
diisiik PR ve daha yiiksek Ki67 ifadesi gosterir. invaziv meme kanserlerinin %12-20’sini
HER2+ molekiiler alt tipi olusturur ve HER2 ifadesindeki artig bu alt tipin en belirgin
ozelligidir. Hormon reseptorlerinin ifade durumu hayatta kalim, metastatik yayilim ve
tedaviye cevap gibi unsurlari etkiledigi icin HER2+ meme kanserleri de hormon reseptorii
ifade durumlarina gore alt gruplara ayrilabilir. ER ve/ya PR negatif / HER2 pozitif ve ER
ve/ya PR pozitif / HER2 pozitif olarak iki gruba ayrilabildigi gibi PR ifadesinde gore de
ER+/PR+/HER2+ ve ER+/PR-/HER2+ olarak ayrilabilir. Uclii negatif meme kanseri
(TNBC) ii¢ reseptoriin de (ER, PR, HER?2) ifadesinin olmadigi meme kanseri alt tipidir ve
invaziv meme kanserlerinin %15-20’sini olusturur. Gen ifadesi profillemeye gore bazal
benzeri 1 (BL1), bazal benzeri 2 (BL2), immiinmodiiler (IM), mezenkimal (M) ve
mezenkimal kok hiicre benzeri (MSL) ve luminal androjen reseptorii (LAR) molekiiler alt
tipleri olan TNBC diger meme kanseri molekiiler alt tiplerine gére daha olumsuz prognozla
iligkilendirilir (4). Bu alt tipe ait tiimorler teshis edildiklerinde diger alt tiplere oranla daha
biiyiik olurlar, lenf bezlerinin dahil oldugu durumlar daha siktir ve genellikle yiiksek dereceli

tiimorlerdir (11).



2.1.2. HER2+ MEME KANSERIi

Epidermal biiyiime faktorii reseptorii (EGFR) ailesinin iiyelerinden olan insan epidermal
biliylime faktorii reseptorii 2 (HER2), ERBB2 geni tarafindan kodlanan bir transmembran
tirozin kinaz reseptoriidiir. Bu reseptor ailesi HER2 ile birlikte HER1 (EGFR), HER3 ve
HERA4 reseptdrlerini de baridirir. Bu ailedeki reseptorlerin ligandin baglandigi bir hiicre dist
bolgesi, hiicre membraninin i¢inden gegen bolgesi ve hiicre i¢i tirozin kinaz bolgesi olmak
tizere 3 ana bolgesi vardir. HER2 disindaki diger tiim reseptorler hiicre dis1 bolgelerine
ligand baglandiktan sonra konformasyon degistirerek dimerizasyon gergeklestirirler ve
tirozin kinaz aktivasyonu gergeklesir. Bunun sonucunda ise PI3K/Akt, Ras/MAPK,
JAK/STAT gibi kanser olusumuna yol acan sinyal yolaklar1 aktiflesir. HER2 nin ise bilinen
bir ligand1 yoktur, hiicre dis1 bdlgesi liganda baglh olarak konformasyon degistirmez ve
devamli aktif sekildedir. Bu nedenle dimerizasyon i¢in diger reseptdr tirozin kinazlar

tarafindan tercih edilir (12,13).

HER?2 ifade artis1 meme ve over kanserlerinin yaklasik %25’inde goriiliir ve kotii prognozu
isaret eder. Meme kanserlerinde HER?2 geni kopya sayis1 25-50 araligina kadar ¢ikabilir ve
HER?2 protein ifadesinde 40-100 kata kadar artig goriilebilir. Bu artisin sonucunda tiimér
hiicresinin yilizeyinde ifade olan reseptdr sayist 2 milyona kadar ¢ikabilir (13,14). Belirli
hormonal tedavilere kars1 direng ve beyin metastazina karsi egilim artist HER2 ifade artist
gosteren meme kanserini diger alt tiplerden ayiran 6zellikler arasindadir (15). HER2 ifade
artist HER2 nin kendisiyle homodimerizasyon yapmasi ve ligand olmadan HERI veya
HER3 ile heterodimerizasyon yapmasi ile sonuglanir. Bu dimerizasyonlar tirozinlerin
otofosforilasyonuna neden olarak bir¢ok yolagin ligand varligindan bagimsiz olarak aktive
olmasina yol agar (16). HER2 homodimerizasyonu RAS-ERK sinyal yolaginin
aktivasyonunda rol oynarken HER2-HER3 heterodimerizasyonu PI3K/Akt sinyal yolagini
aktive ederek en gii¢lii onkogenik etkilerden birine sebep olur. PI3K/Akt sinyalizasyonu
HER3 fosforilasyonu araciligtyla aktive olur. Akt’nin tiimor hiicreleri i¢in dnem tagiyan pek
cok hiicresel aktiviteyi regiile eden sinyal yolaklarinin kesisiminde rol almasi bu
aktivasyonun tiimor olusumu i¢in kritik olmasinin sebebidir (13,17). HER2’nin deneysel
olarak homodimerizasyonu ve aktivasyonu saglandiginda hiicreler arasindaki siki
baglantilarin bozuldugu ve hiicre polaritesinin kayboldugu goriilmiistiir. HER2’nin EGFR

ile heterodimerizasyonunun ise PI3K ve Ras gibi yolaklar araciligiyla invaziv bir fenotipe



yol actig1 gosterilmistir. Bu bilgilerden yola ¢ikarak HER2 ifade artisinin HER2
homodimerleri ve HER2-EGFR heterodimerleri araciligiyla hiicrenin polaritesinin
kaybolmasina ve adhezyon regiilasyonunun bozulmasina neden oldugu sonucuna varilmistir
(18). Siklin D1 ve p27 molekiilleri araciligiyla hiicre dongiisiiniin regiilasyonunun bozulmasi
ise HER2 ifade artisinin bir baska sonucudur. Bir sikline bagl kinaz (Cdk) inhibitorii olan
p27’nin siklinE/CDK2’ye baglanmasiyla bu kompleksi baskilamasi hiicre dongiisiiniin G1/S
kontol noktasi icin kritiktir ve p27 regiilasyonundaki en 6nemli sinyal yolagi PI3K/Akt
yolagidir (19). HER2+ meme kanserinde aktive olan Akt'nin p27’yi fosforile edip
cekirdekten ¢ikararak inhibe etmesi hiicre dongiisiinin  G1/S  kontrol noktasinin

regiilasyonunun bozulmasina ve hiicrenin kontrolsiiz proliferasyonuna yol agar (13).

2.1.3. HER2+ MEME KANSERINDE GUNCEL MOLEKULER TEDAVi
HEDEFLERI

2006’da Amerikan Gida ve Ilag Dairesi (FDA) tarafindan onaylanan trastuzumab
(Herceptin), HER2’nin hiicre dis1 bolimiine karsi gelistirilmis hiimanize bir monoklonal
antikordur ve HER2+ meme kanseri tedavisinde yayginlikla kullanilir (20). Trastuzumab
HER2 sinyal artisini ve yol actigi birtakim sinyal yolagi aktivasyonlarini cesitli etki
mekanizmalart araciligiyla bloke etmek igin kullanilir. Bu etki mekanizmalar1 hiicre
boliinmesini ve sinyalizasyonu inhibe edici sekilde olabilirken immiin sistemi tetikleyici

sekilde de olabilir (12).

Hiicre boliinmesini durdurucu ve sinyal yolaklarini inhibe edici etkilerini reseptdre baglanip
homodimerizasyon ve heterodimerizasyon olusumunu bozarak gergeklestirir (12).
Trastuzumab bir tiimor baskilayict gen olan fosfataz ve tensin homolugunun (PTEN)
membran iizerindeki ifadesini arttirarak PI3K/Akt sinyalizasyonunu baskilar (21). Ilacin etki
edemedigi durumlarda Src tirozin kinaz fosforilasyona sebep olarak PTEN’in hiicre
membranindaki lokalizasyonunu engelleyip aktivasyonunu inhibe eder (22). Trastuzumab
ise PTEN aktivasyonunu Src ile HER2’nin etkilesimini bozarak ger¢eklestirir. Aktive olan
PTEN etkisi ile Akt’nin defosforile olmas1 proliferasyonu baskilar (21). Hiicre boliinmesini
durdurucu etki ise hiicre dongiisiiniin G1 fazinda durmasindan kaynaklanir ve p27’nin
ifadesinin artmastyla iligkilidir (23). Antikor ile muamele, p27 proteininin yarilanma dmriinii

arttirmakla birlikte proteinin fosforilasyonunu regiile ederek post-translasyonel olarak



ifadesini arttirir. p27 siklin E/CDK2 kompleksine baglanarak hiicre dongiisiinii kontrol eder
ve p27 ifade artis1 ile CDK2 ifadesi diisiisii hiicre dongiisiiniin G1 fazinda durmasina sebep
olur. G1 fazindaki durmanin ve meme kanseri hiicrelerinin biiylime inhibisyonunun

biiytikliigii indiiklenen p27 seviyesi ile dogrudan baglantilidir (24).

Trastuzumabin bir diger etki mekanizmasi olan immiin sistem aktivasyonu ise antikorun
immiin efektor hiicrelerinin Fcy reseptoriine baglanmasi ve bu baglanmanin antikora bagh
hiicre aracili sitotoksisiteyi (ADCC) tetiklemesi ile gerceklesir. Yapilan in vitro ¢calismalarda
HER?2 ifadesi artmis hiicrelerin NK hiicreleri tarafindan parcalandigi goriilmiistiir (25).
Bununla birlikte immiin efektor hiicrelerinin HER2 nin ifadesini transkripsiyon asamasinda
diisiirdiigii de gosterilmistir. Yapilan calismada immiin hiicrelerinin trastuzumab ile
etkilesime gecmesiyle ortaya ¢ikan interferon gamma (IFN-y) iiretimindeki artigs STAT1’1

aktive etmis ve bunun sonucunda HER?2 ifadesi diismiistiir (26).

Trastuzumab farkli etki mekanizmalari ile HER2 sinyalizasyonunu bastirmaya yardimci olsa
da tek bagina yeterli olamadig1 durumlar vardir ve bir bagka monoklonal antikor ile birlikte
kullanimi da goriilmektedir. Trastuzumab ligand varligi durumunda tetiklenen HER2
heterodimerlerini baskilamamaktadir ve EGF ailesi iiyelerinin ligandlarinda ifade artis
gosteren veya HER3 ifadesi artmig meme kanserlerinde trastuzumab direnci goriilebilir (22).
Pertuzumab bir baska hiimanize monoklonal antikordur ve HER2’nin trastuzumabin
baglandig1 yerin karsisindaki hiicre dis1 dimerizasyon bolgesine baglanir. Pertuzumab ligand
varligiyla tetiklenen HER2/HER3 dimerizasyonunu engelleyerek altindaki sinyal yolaklarini
baskilar. Ancak trastuzumabtan farkli olarak, direncte rol alan HER2 nin bir baska formu
p9SHER2nin olusmasmi engelleyemez. iki antikorun birbirini tamamlayici sekilde etki
gostermesinden dolayr kombine kullanimlar1 ligand aktivasyonunun yiiksek oldugu

durumlarda sadece birinin kullanimina goére daha etkilidir (27).
2.1.4. TRASTUZUMAB DIRENCI

Metastaz durumunda siklikla goriilmekle birlikte HER2+ meme kanseri hastalarinin biiyiik
bir kisminda yaklasik 1 yil siiren trastuzumab tedavisini takiben ilaca kars1 direng gelisimi

goriiliir. Diren¢ olusumunun altinda birden fazla mekanizma yatmaktadir (28).



HER2’nin hiicre dis1 kisminin eksik oldugu ancak kinaz aktivitesinin devam ettigi pP9SHER2
adi1 verilen bagka bir aktif formunun varlig1 trastuzumab direnci ile iliskilendirilmistir (29).
Trastuzumab HER2’nin hiicre dis1 boliimiine baglanan bir antikor oldugu i¢in bu bdlgenin
eksikligi antikorun baglanacag: yerin ortadan kalkmasi anlamina gelir ve bu durum ilacin

etkinlik gosterememesi ile sonuglanir.

Antikor tarafindan taninan bolimiin maskelenmesi de trastuzumab direncine sebep olan
faktorler arasinda yer alir ve trastuzumabin baglanacagi boliimiin maskelenmesinden Mucin

4 (MUCH4) glikoproteini sorumlu tutulmaktadir (28).

Hyaluronanin reseptorii olan CD44’e baglanmasinin over kanseri hiicrelerinde RAS ve PI3K
gibi CD44 baglantili sinyal yolaklarin1 aktive ettigi bilinmektedir (30). CD44 ve
hyaluronanin MUC4 gibi HER2’nin epitop bolgesini maskeleyerek trastuzumabin

baglanmasini engelledigi diigiiniilmektedir (28).

HER2’nin altinda yer alan sinyal yolaklarmin regiilasyonlarinin bozularak aktive olmasi
trastuzumab etkinligini baskilayan nedenlerden biridir. PTEN ifadesi eksikligi, PI3K
mutasyonlari gibi durumlar HER2 nin altindaki sinyal yolaklarinin normal durumlar disinda
da aktive olmasma sebep olur. PTEN, PI3K aktivasyonunu baskilayan bir tiimor
baskilayicidir ve PTEN’in fonksiyonunun kaybolmasi PI3K/Akt sinyal yolaginin devamli
olarak aktif kalmasina yol acar (31). Bununla birlikte PIK3RI ve/ya PIK3CA genlerinde
olusan mutasyonlar da PI3K/Akt sinyal yolaginin devamli aktivasyonuna sebep olur (28).
Bu durumda trastuzumab her ne kadar hiicre membraninda HER2’ye baglansa da altindaki

yolaklarin sinyalizasyonunu baskilayamamis olur.

HER2 ve altindaki yolaklarin trastuzumab tarafindan inhibe edilmesine ragmen alternatif
reseptor yolaklart ile karsilikli etkilesim (crosstalk) olabilir ve bu yolaklarin sinyalizasyonu
trastuzumab direncine sebep olan bir baska unsurdur. Insiilin benzeri biiyiime faktorii tip 1
reseptorli (IGF1R) hiicre proliferasyonunu indiikleyen bir baska tirozin kinaz reseptoriidiir
ve trastuzumaba direngli hiicre hatlarinda HER?2 ile etkilesime girdigi goriilmiistiir. HER2+
olan SK-BR-3 hiicrelerinde IGFIR sinyalizasyonu artiginin trastuzumab tarafindan
engellenen HER2 baglantili sinyalizasyona alternatif olabildigi ve bdylece trastuzumab

direncine sebep olabildigi gosterilmistir (32).



Bir baska alternatif yolak ile karsilikli etkilesim de c-Met reseptorii araciligtyla olur. c-Met
Akt aktivasyonunun devamliligini saglayarak trastuzumab direncine katkida bulunur (28).
HER2+ meme kanseri hiicrelerinin trastuzumab muamelesini takiben c-Met reseptdriiniin
ifadesini arttirmalart hiicrelerin kendilerini ilaca karst korumak icin gelistirdikleri bir

mekanizmadir (33).

2.2. MIRNA

MikroRNA’lar (miRNA’lar) protein kodlamayan ancak gen ifadesini diizenlemede
fonksiyonel rolii olan yaklasik 19-23 niikleotid uzunlugundaki RNA molekiilleridir.
mRNA’nin 3’ translasyonu yapilmayan bolgesindeki (UTR) komplementer kisma

baglanarak degrade olmalarini saglarlar ya da translasyonu baskilarlar.

Sekil 2.1°de gosterildigi tizere miRNA genleri RNA polimeraz II (Pol II) tarafindan primer
miRNA (pri-miRNA) olarak ¢ekirdekte transkribe olur. Uzun haldeki bu pri-miRNA’lar ¢ift
zincirli RNaz III enzimi olan DROSHA ve kofaktorii DiGeorge sendromu kritik bolgesi 8
(DGCRS) proteininden olusan mikroprosesor tarafindan kesilir. Bunun sonucunda 60-70
niikleotid uzunlugundaki precursor miRNA’lar (pre-miRNA) olusur. Exportin 5 (XPO5) ile
cekirdekten sitoplazmaya tasinan pre-miRNA’lar sitoplazmada bir RNaz III enzimi olan
DICERI1 tarafindan islenir ve olgun miRNA haline gelir. Olgun miRNA’nin bir zinciri
DICER1 ve Argonat (AGO) proteinlerini igeren RNA tarafindan tetiklenen susturulmus
kompleks (RISC) ile birleserek hedef mRNA’nin komplementer dizisine baglanir. Bu
baglanma mRNA’nin degredasyonuna ya da translasyonunun baskilanmasina sebep olarak

gen ifadesinin baskilanmasini saglar (34).

miRNA’larin kanser baslangicinda, gelisiminde ve metastazda kilit rolleri oldugu insan
kanseri hiicreleriyle ve fare modelleriyle yapilan fonksiyonel ¢alismalarla gdsterilmistir.
miRNA’lar proliferasyon, farklilasma, hayatta kalim, metabolizma, enflamasyon, invazyon

gibi pek cok hiicresel olayin kontroliinde rol oynayarak tiimor gelisimini etkilerler (35,36).
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2.2.1. MEME KANSERINDE MIRNA’LAR

Meme kanserindeki miRNA ifadelerinde normale gore farkliliklar oldugu saptandiktan
sonra, tiimdr ve normal doku arasinda farklilik gdsteren miRNA’larin belirlenmesinin meme
kanserini smiflandirma ve terapi cevabini belirleme gibi noktalarda Onem tasidigi
goriilmiistiir. Kanserlerde ifade degisikligi gosteren ve kilit roller oynayan miRNA’lar timdr
baskilayict miRNA’lar olabildikleri gibi onkomiR’ler de olabilirler. miRNA’lar bu iki

kategoriye hedefledikleri genlerin tiimor baskilayici genler ya da onkogenler olmasina gore



ayrilir. Timor baskilayict miRNA’lar onkogenleri hedef alarak inhibisyonlarina sebep olur
ve bu nedenle tiimdr olusumuna karsit 6zellik gosterirler. OnkomiR’lerin hedefleri ise timor
baskilayici genlerdir ve bu genlerin onkomiR’ler tarafindan inhibisyonu tiimor gelisimini
destekler. miRNA’ya dayali terapi yontemlerinin belirlenmesinde hedeflenen miRNA’nin
onkomiR ya da tiimor baskilayict miRNA olmasi izlenilen yolu belirler. Tiimor gelisimini
baskilayic1 yonde bir etki olusturmak icin antisense oligoniikleotidler kullanilarak
onkomiR’ler inhibe edilebilecegi gibi miRNA mimikleri kullanilarak tiimor baskilayici
miRNA’larin ifadesi arttirilabilir (16).

Meme kanserinde regiilasyonu bozulan miRNA’larin belirlenmesi lizerine bircok c¢aligsma
yapilmistir ve bu alanda birtakim miRNA’lar 6ne ¢ikmistir. miR-21, miR-221/222 ve miR-
9 meme kanserinde ifade degisikligi gosteren onkomiR’ler olarak gdze carparken miR-30,
miR-30a, miR-93, miR-200 ve let-7 meme kanserinde ifade durumu degisen tiimor

baskilayict miRNA’lar olarak 6ne ¢ikmaktadir (38).
2.2.2. TRASTUZUMAB DIiRENCINDE ROL OYNAYAN MIiRNA’LAR

Meme kanserinde ifade degisikligi gosteren miRNA’larin yani sira ilag cevabinda rol
oynayan miRNA ifade profilleri de tanimlanmistir. Kotii prognozla seyreden alt tipler olan
TNBC ve HER2+ meme kanseri tedavisinde kullanilan tamoxifen ve trastuzumab ilaglarina
cevabi etkileyen miRNA profilleri ¢alisilmistir (39,40). HER2+ meme kanseri tedavisinde
siklikla karsilasilan trastuzumab direnci sorununu ortadan kaldiracak yeni ve etkin tedavi
yontemlerinin gelistirilmesi i¢in direngte rol oynayan miRNA’larin bilinmesi miRNA’ya
dayali tedavi segeneklerinin Oniiniin agilmasi agisindan 6nem tasir. Trastuzumab direnci

durumunda ifadesi degisen birtakim miRNA’lar ve etkili olduklar1 yolaklar bilinmektedir.

miR-21 ve miR-221’in PTEN sinyal yolag: iizerinden trastuzumab direncini destekledigi
bilinmektedir. Her iki miRNA da bir tiimdr baskilayici gen olan PTEN’i hedefledigi i¢in
onkomiR olarak one ¢ikar. miR-21 ifade artistnin HER2+ meme kanseri hiicrelerinin ilaca
duyarliligini degistirdiginin yani sira kemoterapi tedavisinden sonra miR-21 ifadesinde artis
oldugu da gosterilmistir. Kemoterapi tedavisinin ilerleyen donemlerinde trastuzumab direnci
gelistiginin bilinmesi tedavi sonrast miR-21 ifade artisinin direng gelisimindeki roliiniin ne
oldugunun arastirilmasi i¢in gerekli ortami hazirlamistir (41,42). Bir baska calismada ise

miR-221 ifadesinin baskilanmasinin da PTEN ifadesinin arttirilmasinin da direncli
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hiicrelerde ilag etkinligini geri getirdigi ve proliferasyonu durdurdugu gdézlenmistir. miR-
221 ifadesinin baskilanmasinin direngli hiicrelerin ilaca duyarliligini geri getirmesi bu
miRNA’nin trastuzumab direncini destekleyici bir onkomiR olarak rol oynadigin
kanitlarken miR-221 ve PTEN ifadelerinin ters ¢alismasi PTEN’in miR-221’in bir hedefi
oldugunu dogrulamistir (43).

TGF-B sinyal yolagi kanser siirecinde onkogenik bir yolak olarak one ¢ikar. TGF-$3
epitelyal-mezenkimal ge¢is (EMT) siirecinde rol oynayarak tiimor hiicrelerinin migrasyonu
ve invazyonu kolay hale getirir ve bdylece metastazi destekler. Bununla birlikte mitojenik
bliylime faktorlerinin liretimi i¢in araci olmasi da bir baska onkogenik 6zelligidir (44). miR-
200c’nin bu yolagin parcasi olan ZNF217 ve ZEBI genlerini hedefledigi ve bu sekilde bu
onkogenik yolagi inhibe ettigi goriilmiistiir. Tiimdr baskilayici gérevi olan bu miRNA’nin
trastuzumab direngli hiicrelerde en ¢ok ifadesi azalan miRNA ’lardan biri olmasi ve ifadesini
arttirmanin trastuzumab etkinligini arttirmasi direng mekanizmasinda da etkili oldugunu

ortaya koymustur (45).

miR-542-3p’nin PI3K/Akt sinyal yolag1 lizerinden trastuzumab direncinde etki gosterdigi
goriilmiistiir. Ma ve arkadaglarinin yaptigi ¢alismada miR-542-3p’nin  knockdown
edilmesinin ila¢ ile muamele edilmis meme kanseri hiicrelerinin proliferasyon hizinin ilag
almadan Onceki haline geri donmesine sebep oldugu gosterilmistir. Meme kanseri
hiicrelerinin trastuzumab muamelesine ragmen diisiik miR-542-3p ifadesinde eski
proliferasyon hizina donmeleri bu miRNA’nin varli§inin trastuzumab etkinligini

destekledigini ortaya koymustur (46).

miR-375’in IGFIR genini hedefledigi ve trastuzumab direngli hiicrelerde bu miRNA’nin
ifadesinin azaldig1 gosterildigi gibi bu miRNA’nin ifadesi arttirilinca ilag etkinliginin geri
geldigi, ifadesi baskilaninca ise hiicrelerin diren¢ kazandigi da ispatlanmistir (47). Bu
sonuglar dogrultusunda miR-375’in diren¢ olusumunda tiimdr baskilayict olmasinin yani
sira trastuzumab direncinde etkili olan /GF IR geni ile direkt iligki kurarak bu mekanizmada

gorev aldig1 gorilmiistiir.
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2.2.3. MiR-216B-5P

MiR-216b kromozomun 2p16.1 bolgesinde bulunan ve bir¢ok kanserde tiimor baskilayici
olarak gorev yaptig1 gosterilmis olan bir miRNA’dir. Olgun miR-216b, pre-miR-216b’nin
5’ ucundan olusan 22 baz ¢ifti uzunlugundaki miR-216b-5p ve 3’ ucundan olusan 24 baz
cifti uzunlugundaki miR-216b-3p olmak iizere iki olgun miRNA’dan olusur. Bir¢cok kanser
tiiriinde miR-216b-5p’ye digerine gore daha sik rastlansa da her iki miRNA’nin da tiimor
olusumda rol oynadigi bilinmektedir. Bu miRNA’nin kanser olusumu sirasinda hiicre
fizyolojisini regiile etmede kilit noktalarda rol aldig1 pek ¢ok farkli kanser tiiriinde farkl
molekiiler mekanizmalar {izerinden gdsterilmistir (48). MiR-216b’nin tiimor dokusunda
normal dokuya gore daha diisiik ifade gosterdigi meme kanseri, serviks kanseri, kolon
kanseri, glioblastoma, karaciger kanseri, akciger kanseri, melanom, nazofarenks kanseri,

pankreas kanseri ve bobrek hiicreli karsinom gibi pek ¢ok kanser tiiriinde gosterilmistir.

Meme kanserinde miR-216b’nin roliinii aydinlatan farkli calismalarda bu miRNA nin timér
baskilayict 6zellikleri farkli molekiiler mekanizmalar iizerinden aydinlatilmistir. P2X7
reseptoriinii hedefleyerek hiicre biiyiimesini inhibe ettigi ve apoptozu indiikledigi, SDCBP
iizerinden metastazi baskiladigi, HDACS’1 hedef alarak ise proliferasyonun engelledigi
goriiliirken diisiik miR-216b ifadesinin tiimor biiytikligii ve lenf nodu metastaziyla dogrudan

iligkili oladugu da belirtilmistir (49-51).

miR-216b’nin bir transkripsiyon faktorii olan FOXMI’i hedefleyerek proliferasyonu
baskiladig1r serviks kanserinde, glioblastomada, akciger kanserinde ve melanomda
gosterilmistir (52—-55). Bunlarin yani sira diisiik miR-216b ifadesinin serviks kanserinde
apoptozu inhibe ettigi, glioblastomada metastazi destekledigi, nazofarenks kanserinde
lenfatik metastaz ve ileri klinik seviyeyle iligkili oldugu, pankreas kanserinde ise tiimor
agresifligi ve diislik hastaliksiz hayatta kalim orani ile iliskili oldugu ¢esitli ¢calismalarda
belirtilmistir (56-59). Birden fazla kanser tiiriinde miR-216b tarafindan regiile edilen bir
bagka gen ise KRAS’tir. Hem nazofarenks, hem pankreas, hem de bdbrek hiicreli
karsinomda KRAS’1in miR-216b tarafindan regiile edilmesiyle proliferasyon, invazyon ve

tiimor bitylimesinin inhibe oldugu, apoptozun ise desteklendigi goriilmiistiir (59—61).

miR-216b’nin ilag hassasiyetine olan etkileri de yine birden fazla kanser tiiriinde ¢alisilmistir

ve elde edilen sonuglar ilaca karst duyarliligl arttirdigi yoniindedir. Kolorektal kanserde
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artan miR-216b ifadesinin oxaliplatine kars1 duyarlilig1 arttirdig1 gosterilirken, kiigiik hiicreli
olmayan akciger kanseri hiicrelerinde miR-216b ifade artisinin apoptozu indiikleyerek
cisplatin etkisini arttirdig1 belirtilmistir (62,63). Bununla birlikte yapilan diger caligmalar
miR-216b’nin direngli melanom hiicrelerini ilag tedavisine duyarli hale getirdigini ve
vemurafenib etkinligini arttirdigini, miR-216b’nin ifade diislikliiglinlin de pankreas

kanserinde radyoterapiye cevabi negatif yonde etkiledigini gostermistir (58,64).
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3. GEREKCE VE AMAC

Meme kanseri kadinlarda en sik rastlanilan kanser tiiriidiir ve kadinlarda kansere bagh
Olimlerin en sik nedeni olarak gecer. 2000’li yillarda molekiiler biyoloji alaninda
gerceklesen gelismelerle birlikte tiimorler histolojik Ozelliklerin  yani1 sira  belirli
biyomarkerlarin ifade durumlarina gore de analiz edilmeye baslanmistir. Bunun iizerine
meme kanseri luminal A, luminal B, HER?2 ifade artis1 gosteren (HER2+), bazal-benzeri ve
normal-benzeri olmak tizere bes farkli alt tipe ayrilmistir. Siniflandirma iglemi Ostrojen
reseptorli (ER), progesteron reseptorii (PR) ve insan epidermal biiyltime faktorii reseptorii 2
(HER2) ifade durumlarina gore yapilmistir ve en sik karsilasilan alt tipler HER2+ ve tiglii
negatif meme kanseri (TNBC) olarak belirtilmistir.

Agresif bir fenotipe sahip olan ve niiksetme orani yiiksek olan HER2+ meme kanseri
tedavisinde HER2 sinyal artisin1 bloke etmek i¢in HER2’nin hiicre dis1 boliimiine karst
gelistirilen hiimanize bir monoklonal antikor olan trastuzumab (Herceptin) yayginlikla
kullanilmaktadir. Ancak hastalarin gogunda belli bir siire trastuzumab tedavisi aldiktan sonra

ilaca kars1 direng geligimi goriiliir.

Gen ifadesini diizenleyen kiigiik fonksiyonel RNA molekiilleri olan mikroRNA’larin
profillemelerinin hem meme kanserini siniflandirmada hem de terapiye cevabi belirlemede
yardimc1 oldugu goriilmistir. Meme kanserinde miRNA ifadelerinde beklenmedik
degisikliklerin saptanmasi ve tamoxifen ve trastuzumab gibi meme kanserinde siklikla
kullanilan ilaglara cevabi tahmin eden miRNA ifade profillerinin tanimlanmasi
miRNA’larin antikanser etkinlik gosterebilecegine ve ilag etkinligini diizenleyici yonde rol
oynayabilecegine dikkat cekmektedir. Ancak miRNA profilleme ¢aligmalari tek basina etkin
tedavi yontemi belirlemede yetersiz kalmaktadir. Halen meme kanserinde ve ilag
etkinliginde rol oynayan miRNA’larin hangi mekanizmalar iizerinden etki ettiginin
aydinlatilmasina ihtiyac vardir. Altta yatan molekiiler mekanizmalarin bilinmesi etkin tedavi

icin hedef belirlemek adina 6nem tasir.

Tez kapsaminda, laboratuvarimizda daha once gerceklestirilen ¢alismalarda trastuzumab
direncli HER2+ meme kanseri hiicrelerinde antikanser etkinlik gosterdigi belirlenen miR-
216b-5p’nin hangi molekiiler mekanizmalar {iizerinden etki ettiginin belirlenmesi

amaglanmistir. miR-216b-5p’nin direnci tersine ¢evirebilecek bir etkiye sahip oldugunun
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gosterilmesinin ve bu etkiyi hangi molekiiler mekanizmalar iizerinden gosterdiginin
aydinlatilmasinin bu miRNA’nin bir terapatik hedef olarak 6ne ¢ikmasini saglayacagi

diistiiniilmektedir.
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4. MATERYAL VE YONTEM
41. MATERYAL
4.1.1. MEME KANSERI HUCRE HATLARI

Meme kanseri hiicre hatti ATCC ’den alinmistir. Hiicrenin ismi, kullanilan besiyeri ve
icerikleri Cizelge 4.1°de verilmistir.

Cizelge 4.1. Hiicre hatti, kullanilan besiyeri ve igerikleri.

Kullanilan
Hiicre hatti besiyeri katalog Icerik
numaralari
Mc Coy’s + L-Glutamin +
SK-BR-3 Lonza (BE12-688F) %10FBS +
% 1Penisilin/Streptomisin

4.1.2. HUCRELERIN IDAMESi VE TRANSFEKSIYONU VE HUCRE
DENEYLERI iCIN KULLANILAN KIMYASALLAR

Hiicrelerin besiyerlerine L-Glutamin (HyClone, C838R53), Fetal Bovine Serum (FBS)
(Hyclone, SH30071.03) ve Penicillin/Streptomycin (Lonza, DE17-602E) eklenmistir.

Hiicreleri yikamak i¢in Phosphate Buffered Saline (PBS) (Hyclone, SH30256.01),
kaldirmak i¢in Tripsin (Hyclone, SH30042.01), dondurmak i¢in DMSO (Merck, D8418)

kullanilmagtir.

Trastuzumab direngli hiicreler diizenli olarak Trastuzumab (Roche, Genentech) ile muamele

edilmistir.

Transfeksiyon islemi Hi-perfect Transfection Reagent (Qiagen, 301705), Allstar scrambled
mimic negatif kontrol (Qiagen, SI03650318) ve miR-216b-5p mimic (Qiagen,
MSY0004959) ile gerceklestirilmistir.
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4.1.3. WESTERN BLOT ICIN KULLANILAN KIMYASALLAR VE
SOLUSYONLAR

Western blot deneylerinde kullanilacak proteinler Complete Lysis-M (Roche, 4719956001)
ile izole edilmis ve protein konsantrasyon Olc¢iimleri Coomassie Plus Bradford Assay
(Thermo Scientific, 23209) ile yapilmistir. Proteinlerin poliakrilamid jele yiiklenmesi 2X
protein loading dye (Advansta, R-03019-B50) ile 1:1 oraninda karistirilarak yapilmistir.

SDS jel; Acrylamide/bisacrylamide (Sigma, A3574), 1.5 M Tris (Serva, 37190.02), SDS
(Sigma, L4390), Ammonium per sulfate (APS) (Sigma, A3678) ve TEMED (Sigma, T7024)
kullanilarak hazirlanmistir. Protein ladder olarak Protein ladder (New England Biolabs,

P7712S) kullanilmistir.

Transfer islemi i¢in, Methanol (Merck, 1.06007.2500), PDVF membran 1 roll, 0.22 um
(Advansta, L-08008-001) kullanilmistir. Kullanilan antikorlar Cizelge 4.2°de verilmistir.
Gorilintiileme i¢in membran WesternBright Sirius HRP Detection Kit (Advansta, K-12043-
D10) ile kaplanmistir ve LI-COR cihazina yerlestirilerek goriintii alinmistir.

Cizelge 4.2. Western blot analizleri i¢in kullanilan antikorlar

Antikor Katalog No Sulandirim Oram
Beta-actin Biolegend, 643802 1:1000

cJUN Cell Signaling, 60A8 1:1000
HRP-conjugated Anti-Mouse | Biolegend, 405306 1:5000
HRP-conjugated Anti-Rabbit | Cell Signaling, 7074S 1:10000

4.1.4. RNA IZOLASYONU, CDNA SENTEZI, ES ZAMANLI PZR KIiTLERI

RNA izolasyonu i¢in QIAzol (Qiagen, 79306), Kloroform (Sigma, C2432), izopropanol
(Sigma, 19516), Ethanol (Merck, 1.00983.2511) ve Molecular Biology Grade Water
(Hyclone, 01-869-1A) kullanilmistir.
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Izole edilen RNA’larin kontrolii icin, Agaroz (Lonza, 50004) ve Ethidium bromide
(SNPBiotech, SNPEB-5) kullanilarak jel hazirlanmustir. Ornekler 6X gel loading dye (New
England Biolabs, B7021S) ile karigtirilarak yiiklenmistir. Biiyiiklik referansi i¢in Gene
Ruler 100 bp DNA ladder (Thermo Scientific, SM0321) kullanilmistir.

mRNA’lardan cDNA sentezi i¢in Transcriptor High Fidelity cDNA Synthesis Kit (Roche,
04896866001), miRNA’lardan ¢cDNA sentezi i¢in miScript II RT Kit (Qiagen, 218161)

kullanilmistir.

mRNA cDNA’lan ile es zamanli PCR, LightCycler 480 Syber Green Master (Roche,
4707516001) ile gergeklestirilmistir. miRNA cDNA’lar1 ile gerceklestirilen es zamanli PCR
icin miScript SYBR Green PCR Kit (Qiagen, 218073) kullanilmistir.

4.1.5. MIKRODIZIN CIPLERI VE KIiTLERI

Mikrodizin ¢alismast Human Genome U133 Plus 2.0 (Affymetrix) ¢ipleri ile GeneChipTM
3'IVT PLUS Reagent Kit (Applied Biosystems, 902415) kullanilarak gergeklestirilmistir.

4.1.6. APOPTOZ DENEYI iCIN KULLANILAN KiMYASALLAR

Apoptotik hiicrelerin analizi i¢in FITC Annexin V (BioLegend, 640905) ve DNA boyast
olarak da Propidium lodide Solution (BioLegend, 421301) kullanilmigtir. Annexin Binding
Buffer; NaCl (Merck, 7647-14-5), Hepes (Millipore, 391340) ve CaCl, (Merck Millipore,
102378) kullanilarak hazirlanmistir. Apoptoz analizi NovoCyte® Flow Cytometer (ACEA

Biosciences, USA) cihazi ile yapilmistir.
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42. YONTEM

Tez kapsaminda yapilan islerin genel akis semas1 Sekil 4.1°de verilmistir.

Trastuzumab Duyarl1 ve Direngli SK-BR-3 Hiicrelerinin Idamesi

¥

Meme Tiimérlerinde ve Normal Dokuda miR-216b-5p ifadesinin Biyoinformatik
Olarak Belirlenmesi (TCGA Veri Analizi)

¥

Trastuzumab Duyarli ve Direngli SK-BR-3 Hiicrelerinde miR-216b-5p Bazal ifadesinin
Es-zamanli PZR ile Belirlenmesi

. 2

miR-216b-5p Mimik ile Transfeksiyon
.+.

Transfeksiyon Veriminin Eg-zamanli PZR ile Belirlenmesi

¥

miR-216b-5p ile Transfekte Edilmis Direngli ve Duyarli SK-BR-3 Hiicreleri ile
mRNA Mikrodizin Caligmasi

. 2

Mikrodizin Veri Analizi

¥

miR-216b-5p Hedef Genlerinin Biyoinformatik Olarak Belirlenmesi
+

Hedef Genlerin Mikrodizin Sonuglarn ile Kesistirilmesi

¥

Es-zamanli PZR ve Western Blot ile Dogrulama

Sekil 4.1. Caligmanin genel is akis semasi

4.2.1. MEME KANSERI HUCRE KULTURLERININ KURULMASI VE iDAMESI

Calismada HER2+ meme kanseri hiicre hatti olan SK-BR-3 kullanilmistir. SK-BR-3
hiicreleri %10 FBS, %1 penisilin/streptomisin ve %1 L-glutamin iceren McCoy’s 5A
besiyerinde 37°C ve %5 CO ortami saglayan inkiibatorde kiiltiir edilmistir. Trastuzumab
diren¢li hiicrelerin besiyerlerine ek olarak 10pg/ml konsantrasyonunda trastuzumab
eklenmistir. Hiicrelerin yogunluguna ve biiyiime hizina gore T-25 veya T-75 flasklar

kullanilmis ve hiicre yogunlugu %90 oranina ulastig1 zaman hiicreler tripsin enzimi yardimi1
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ile kaldirilarak pasajlanmistir. Stok olarak saklanan hiicreler %10 DMSO ve %90 FBS igeren

kriyoviallere alinarak sivi nitrojene konulmustur.

422. MEME KANSERi HUCRELERININ MIiRNA MiMIiK IiLE
TRANSFEKSIYONU

Transfekte edilecek hiicreler kuyu bagina 25x10% hiicre ve kuyu basina 2 ml besiyeri olacak
sekilde 6 kuyulu plakalara ekilmistir. Hiicrelerin sayimi Thoma lami ile yapilmistir.
Ekimden 24 saat sonra kuyularin igindeki besiyeri aspire edilip yeni 2 ml besiyeri
konulmustur. Transfeksiyon islemi i¢in kuyu basina 400 ul FBS icermeyen besiyeri, 12 pl
Hi-perfect Transfection Reagent ve 3 pl Allstar scrambled mimic negatif kontrol veya miR-
216b-5p mimic karigimi damla damla eklenmistir. RNA eldesi i¢in transfeksiyon isleminden

48 saat sonra, protein eldesi i¢in islemden 72 saat sonra kuyulardan hiicre pelleti alinmistir.

4.2.3. TRANSFEKSIYON VERIMININ ES ZAMANLI PZR iLE BELIRLENMESI

4.2.3.1. Hiicrelerden RNA izolasyonu

RNA eldesi i¢in hiicreler transfeksiyon isleminden 48 saat sonra soguk PBS ile iki kez
yikanip, kaziyici kullanilarak kaldirilmis ve 15 ml’lik falconlara aktarilmistir. +4°C ‘de 2000
g’de 5 dk santrifiij edilerek pellet elde edilmistir. Pelletlerin iizerine 1 mL QIAzol
eklendikten sonra pellet — QIAzol karigimi ince {i¢lii enjektorden gegirilip 1.5 ml’lik tliplere
aktarilmigtir. Karisimin tizerine 200 pl kloroform eklendikten sonra tiipler sertce ¢alkalanip
2 dk oda sicakliginda bekletilmistir. Sonrasinda 4°C’de 13.000 rpm’de 15 dk santrifiij
edilmistir. En iist tabakadaki berrak faz orta tabakaya degmeden pipet kullanilarak toplanip
yeni 1.5 ml’lik tiiplere aktarilmistir. Temiz tiiplere aktarilan berrak fazin tizerinde 500 pl
izopropanol eklenip pipetaj yapildiktan sonra oda sicakliginda 10 dk bekletilmistir. 4°C’de
13.000 rpm’de 15 dk santrifiijjden sonra siipernatan pelete dikkat edilerek bosaltilmistir.
Pellet iizerine islemin basinda taze olarak hazirlanmis %70 Ethanol 1 mL miktarinda
eklendikten sonra 4°C’de 10.000 rpm’de 5 dk santrifiij edilmistir. Ethanol yine pellete dikkat
edilerek bosaltilmistir ve ethanol ile yikama islemi tekrarlanmstir. Tkinci yikama isleminden
sonra pelletin kurumasi beklenmisitr ve sonrasinda pellet 20 pl su igerisinde ¢ozdiiriilmiistiir.

Buz {izerine alinan 6rnekler ile Nanodrop ND 1000 (Thermo Scientific) kullanilarak RNA
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kantifikasyonu yapilmistir. Izole edilen RNA kalitesini gérmek igin drnekler %1°lik agaroz

jelde 100V’da 30 dk boyunca yliriitilmiistiir.

4.2.3.2. miRNA cDNA sentezi

miR-216b-5p ve scrambled kontrol (scr) ile transfekte edilen hiicrelerden izole edilen total
RNA’lardan miRNA cDNA sentezi yapilmistir. Bunun i¢in “miScript II RT Kit (Qiagen)”
kullanilmigtir. RNA 6rnekleri 1000 ng olacak sekilde sulandirildiktan sonra Cizelge 4.3’te
belirtilen miktarlar kullanilarak karisim hazirlanmistir.

Cizelge 4.3. miRNA cDNA sentez reaksiyonu

Reaktif Miktar (ul)
5X miScript HiSpec Buffer 4

10X Nucleics Mix 2
miScript RT Mix 2
Molekiiler grade su degisken
RNA (1000 ng) degisken
Toplam 20

Isleme baslamadan 6nce RNA 6rnekleri buzda, 10X Nucleics Mix ve 5X miScript HiSpec
Buffer oda sicakliginda ¢ozdiiriilmiistiir. 5X miScript HiSpec Buffer, 10X Nucleics Mix ve
miScript RT Mix karigimi buz iizerinde hazirlandiktan sonra her 6rnek icin ayr tiiplerde
RNA 6rnegi ile karigtirllmistir. Karisim 37°C’de 60 dk inkiibe edildikten sonra miScript RT
Mix’in inaktive olmasi i¢in 95°C’de 5 dk daha inkiibe edilmistir ve buz {lizerine alinmstir.

Ornekler gRT-PCR deneyinde kullanilmak iizere 5 ng/uL olacak sekilde sulandirilmistir.

4.2.3.3. qRT-PCR deneylerinin gerceklestirilmesi

miR-216b-5p ve scrambled kontrol (scr) ile transfekte edilen hiicrelerin miRNA cDNA’lar1
kullanilarak qRT-PCR reaksiyonu ger¢eklestirilmistir. Bu islem i¢in “miScript SYBR Green
PCR Kit (Qiagen)” kullanilmistir. Cizelge 4.4’te verilen miktarlar kullanilarak karigim
hazirlanmis ve 384-kuyulu plate ile deney gerceklestirilmistir. Plate Light Cycler 480
(Roche) cihazina yerlestirilmis ve program yiiriitiilmiistiir. Spesifik miR-216b-5p primerleri
(Cizelge 4.5) 550 pL TE ile sulandirilmistir. Referans miRNA ifadesi i¢in RNU6
kullanilmistir. Elde edilen Ct degerlerin analizi AACt metodu kullanilarak yapilmastir.
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Cizelge 4.4. miRNA gqRT-PCR reaksiyonu

Reaktif Miktar (ul)
SYBR Green Mix 5

10X UP 1

10X Primer Assay 1
cDNA (5ng/ul) 1
Molekiiler grade su 2
Toplam 10

Cizelge 4.5. miScript Primer Assay

Uriin Ad1 Katalog No

Hs miR 216b 1 miScript Primer Assay MS00009107

4.2.4. MRNA MIKRODIZIN CALISMASI

Bu islem i¢in GeneChipTM 3' IVT PLUS Reagent Kit kullanilmistir ve Affymetrix U133
Plus 2.0 arraylerine uygun protokol gergeklestirilmistir. Scrambled kontrol ve miR-216b
mimik ile transfekte edilmis trastuzumab duyarli ve direncli SK-BR-3 hiicrelerinden Kisim
4.2.5.1.’de anlatilan sekilde izole edilen RNA &rnekleri kullanilmistir. islemin basamaklari

asagida detayli olarak agiklanmustir.

4.2.4.1. First-Strand cDNA sentezi

Oncelikle her bir RNA 6rnegi molekiiler grade su ile sulandirilarak 500 ng konsantrasyonda
olacak hale getirilmistir. Asagida belirtilen miktarlar (Cizelge 4.6) kullanilarak hazirlanan
karigim tiiplere dagitildiktan sonra 42°C’de 120 dk ve 4 °C ‘de 2 dk inkiibe edilmistir.
Inkiibasyon isleminin ardindan tiipler buz iizerine alimip santrifiij edilmis ve bir sonraki

adima geg¢ilmistir.
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Cizelge 4.6. First Strand cDNA sentezi

Reaktif Miktar
(uD
First-Strand Buffer 4
First-Strand Enzim 1
Diluted Poly-A RNA Controls (4th Dilution) 2
Total RNA 3
Toplam 10

4.2.4.2. Second-Strand cDNA sentezi

Bir onceki basamakta sentezlenen tek iplikli cDNA Orneklerini ¢ift iplikli cDNA’ya
cevirmek lizere Cizelge 4.7°de gosterilen karisim hazirlanmistir ve first-strand cDNA
karigimi iizerine eklenmistir. Elde edilen yeni karisim vortekslendikten ve kisa siireli
santrifiijjlendikten sonra 16°C’de 60 dk, 65°C’de 10 dk ve 4 °C ‘de 2 dk inkiibe edilmistir.
Inkiibasyon isleminin ardindan tiipler buz iizerine alimip santrifiij edilmis ve bir sonraki
adima gegilmistir.

Cizelge 4.7. Second Strand cDNA sentezi

Reaktif Miktar
(uD
Second-Strand Buffer 5
Second-Strand Enzim 2
Niikleaz igermeyen su 13
Toplam 20

4.2.4.3. In Vitro Transkripsivon ile bivotin isaretlenmis cRNA sentezi

In vitro transkripsiyon (IVT) karisimi asagida belirtilen miktarlarda oda sicakliginda
hazirlanmistir ve bir 6nceki asamada elde edilen ¢ift iplikli cDNA 6rneklerinin tizerine 30
uL olacak sekilde eklenmistir (Cizelge 4.8). Elde edilen total karisim vorteklendikten ve kisa
santriifiij yapildiktan sonra 40°C’de 16 saat ardindan 4 °C ‘de 2 dk inkiibe edilmistir.
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Cizelge 4.8. IVT karigimi

Reaktif Miktar
(uD
IVT Biotin Label 4
IVT Buffer 20
IVT Enzim 6
Toplam 30

4.2.4.4. cRNA Piirifikasyonu

Bu islem oda sicakhiginda purification bead kullanilarak yapilmistir. Ornekler ile 100 pL
purification bead karistirilmis ve 10 dk oda sicakliginda inkiibe edilmistir. Tiipler “magnetic
stand” iizerine yerlestirilip 5 dk beklendikten sonra silipernatan uzaklastirilmistir. Pelletin
tizerine 200 uL %380 etanol eklenerek 30 saniye bekletildikten sonra siipernatan uzaklastirilip
onceki basamak iki kez daha tekrarlanmistir ve tiim tekrarlarin sonunda etanoliin tamamen
uzaklagmasi i¢in 5 dk bekletilmistir. Pellet kuruduktan sonra her bir 6rnegin iizerine 27 pL
onceden 65 °C’ye 1sitilmis niikleaz bulundurmayan su eklenerek pipetaj yapilmis ve tiipler
tekrar “magnetic stand” tizerine yerlestirilip 5 dk bekletilmistir. Son olarak siipernatan temiz
0.2 ml PCR tiiplerine alinmis ve miktar Nanodrop ND 1000 (Thermo Scientific) kullanilarak

Ol¢iilmiistiir.

4.2.4.5. Isaretlenmis cRNA Fragmentasyonu

Bir onceki asamada piirifiye edilmis cRNA o6rneklerinin fragmentasyonu i¢in Oncelikle
ornekler 15 pg olacak sekilde sulandirilmistir. Ardindan {izerlerine 8 pl fragmentasyon
buffer eklenmis ve 94°C’de 35 dk, 4 °C ‘de 2 dk inkiibe edilmistir. inkiibasyon isleminin

ardindan tiipler buz {lizerine alinip santrifiij edilmis ve bir sonraki adima geg¢ilmistir.

4.2.4.6. Hibridizasyon ve Tarama

Hibridizasyon, yikama-boyama ve tarama islemi i¢in Hybridization, Wash and Scan kit
kullanilmistir. 49 format i¢in uygun hibridizasyon karigimi Cizelge 4.9’da gosterilen

miktarlar kullanilarak hazirlanmistir.
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Cizelge 4.9. Hibridizasyon karisimi

Reaktif Miktar
(uh)

Control Oligo B2 (3 nM) 3.7 uL
20X Hybridization Controls 11 pL
(bioB, bioC, bioD, cre)

2X Hybridization Mix 110 uL
DMSO 22 ul
Niikleaz icermeyen su 43.9 uL
Toplam 190.6 pL.

Human Genome U133 Plus 2.0 Array’lerine 200 pL pre-hibridizasyon karisimi yiiklenmis
her biri hibridizasyon firminda 45°C’de 60 rpm’de 30 dk inkiibe edilmistir. Bu siiregte 49
format icin gereken miktarda hibridizasyon karisimi yine istenilen miktarda fragmente
edilmis ve biyotin ile isaretlenmis cRNA Ornekleri ile karistirilarak hibridizasyon kokteyli
elde edilmis ve 99°C’de 5 dk ardindan 45 °C ‘de 5 dk inkiibe edilmistir. Array’ler firindan
alindiktan sonra igeride bulunan pre-hibridizasyon karisimi ¢ikartilmis ve 200 pL
hibridizasyon kokteyli ile doldurulmustur. Her 6rnek hibridizasyon firini i¢inde 45 °C ‘de 60
rpm’de 16 saat bekletilmistir. Array’ler hibridizasyon firinindan c¢ikartildiktan sonra
Affymetrix Fluidics Station 450°de FS450 0001 protokoli ile yikanmis ve Affymetrix
Scanner 7G kullanilarak taratilmistir. Mikrodizin sonucunda ¢ikan veriler .CEL uzantili
dosyalarda ham olarak elde edilmistir. Elde edilen ham veriler Affymetrix Expression
Console (version 1.2) programi kullanilarak .chp uzantili dosyalar haline getirilmis ve 6n

analiz iglemleri ger¢eklestirilmistir.
4.2.5. MIKRODIZiN VERILERININ ES ZAMANLI PZR iLE DOGRULANMASI

4.2.5.1. mRNA cDNA sentezi

miR-216b ve scrambled kontrol (scr) ile transfekte edilen duyarli ve trastuzumab direncli
SK-BR-3 hiicrelerinden izole edilen total RNA’lardan mRNA cDNA sentezi yapilmustir.
Bunun i¢in “Transcriptor High Fidelity cDNA Synthesis Kit (Roche)” kullanilmistir. RNA
ornekleri 1000 ng olacak sekilde sulandirildiktan sonra Cizelge 4.10°da belirtilen miktarlar

kullanilarak karisim hazirlanmstir.
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Cizelge 4.10. mRNA cDNA sentez reaksiyonu

Reaktif Miktar
(D)
5X Buffer 4
RNase Inhibitor 0,5
dNTP 2
Anchored-oligo(dT)s Primer 1
Reverse Transcriptase 1,1
DTT 1
Molekiiler grade su degisken
Total RNA (1000 ng) degisken
Toplam 20

Oncelikle her bir 6rnek i¢in 0.2 ml PCR tiiplerinde 1 pL primer ve RNA-su karigimi totalde
11.4 pL olacak sekilde hazirlanmis ve 65 °C ‘de 10 dk inkiibe edilmistir. Bu siiregte 5X
buffer, RNase inhibitorii, INTP, DTT ve reverse transkriptazi iceren karisim hazirlanmistir.
Inkiibasyon sonrasinda érnekler buz iizerine alinmis ve hazirlanan karisim her bir 6rnege
eklenmistir. Ornekler 50 °C ‘de 30 dk, 85 °C ‘de 5 dk inkiibe edildikten sonra buz iizerine
alinarak reaksiyon durdurulmustur. Ornekler qRT-PCR deneyinde kullanilmak iizere 10

ng/uL olacak sekilde sulandirilmistir.

4.2.5.2. qRT-PCR deneylerinin gerceklestirilmesi

Mikrodizin deneylerinin gerceklestirildigi miR-216b ve scrambled kontrol (scr) ile
transfekte edilmis trastuzumab duyarli ve direngli SK-BR-3 hiicrelerinin mRNA ¢DNA’lar1
qRT-PCR reaksiyonunda kalip olarak kullanilmistir. Bu iglem i¢in “LightCycler 480 SYBR
Green 1 Master (Roche)” kullanilmistir. Cizelge 4.11°de verilen miktarlar kullanilarak
karigim hazirlanmis ve 384-kuyulu plate ile deney gerceklestirilmistir. Plate Light Cycler
480 (Roche) cihazina yerlestirilmis ve program yiriitiilmiistiir. mRNA hedef genleri i¢in
uygun primerler “Primer-BLAST” programi kullanilarak tasarlanmistir ve 10 pmol olacak
sekilde sulandirilmis halde kullanilmistir (Cizelge 4.12). Referans mRNA ifadesi igin
GAPDH geni kullanilmistir. Elde edilen Ct degerlerin analizi AACt metodu kullanilarak
yapilmustir.
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Cizelge 4.11. mRNA qRT-PCR reaksiyonu

Reaktif Miktar (ul)
SYBR Green Mix 5
Forward Primer (FP) 0,4
Reverse Primer (RP) 0,4
cDNA (10 ng/uL) 1
Molekiiler grade su 3,2
Toplam 10

Cizelge 4.12. qRT-PCR i¢in kullanilan primer dizileri.

Primer Ad1 5’ — 3’ Dizisi
EIF2AK2/PKR_F CAGTTTGCCTTCCTGGATTTGT
EIF2AK2/PKR R TACTCCCTGCTTCTGACGGT
IRF9 F ACCAGGATGCTGCCTTCTTC
IRF9 R CCTGGTGGCAGCAACTGATA
STATI1 F GTGGTACGAACTTCAGCAGC
STAT1 R CAGCTGTGACAGGAGGTCAT
JUN_F GGAGACAAGTGGCAGAGTCC
JUN_R CCAAGTTCAACAACCGGTGC

4.2.6. APOPTOZ DENEYININ GERCEKLESTIRILMESI

miR-216b-5p’nin duyarli ve trastuzumab direncli SK-BR-3 hiicrelerinde hiicre dliimiine
sebep olup olmadiklarinin belirlenmesi i¢in hiicreler oncelikle 6-kuyulu hiicrelere kuyu
basina 25x10% hiicre olacak sekilde ekilmis ve ekimden 24 saat sonra hem duyarli hem de

direncli hiicreler miR-216b-5p ve scrambled kontrol ile transfekte edilmistir. Her bir deney
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ikili biyolojik tekrarl olarak gerceklestirilmistir. Hiicreler transfeksiyondan 48 saat sonra
toplanmis ve PBS ile yikanmistir. Yikanan hiicreler 1X Annexin V binding buffer icinde
1x10% hiicre/ml olacak sekilde (10 mM Hepes/NaOH; pH: 7.4; 140 mM NaCl, 2.5 mM
CaCly) siispanse edilmistir. Daha sonra hiicrelerin iizerine Sul Annexin V-FITC ve 5ul PI
(0.5 pg/ ul) eklenip oda sicakliginda ve karanlikta 15 dakika inkiibe edilmistir. Inkiibasyon
sonrasi hiicrelerin iizerine 400 pul Annexin V binding buffer eklenmis ve bir saat i¢inde
okumalart NovoCyte® Flow Cytometer (ACEA Biosciences, USA) cihaz1 kullanilarak

gerceklestirilmistir.
4.2.77. WESTERN BLOT ANALIZi

4.2.7.1. Hiicrelerden protein izolasyonu

Protein eldesi i¢in hiicreler transfeksiyon isleminden 72 saat sonra soguk PBS ile iki kez
yikanip, kaziyict kullanilarak kaldirilmis ve 15 ml’lik falconlara aktarilmistir ve 2000 g’de
5 dk santrifiij edilerek pellet alinmigtir. Pelletlerin tizerine 50 pl Lysis Buffer eklenip pipetaj
yapildiktan sonra falconlar 5 dk orbital ¢alkalayicida karistirilmistir. Ardindan falconlardaki
karigim 1.5 mI’lik tiiplere alinarak 14.000 g’de 8 dk santrifiij edilmistir ve supernatan temiz
1.5 mI'lik tiiplere alinmustir. Elde edilen proteinlerin absorbans degeri 6l¢iimii Coomassie
Plus Bradford Assay (Thermo Scientific) soliisyonu kullanilarak TECAN cihaz1 yardimiyla
yapilmistir. 96 kuyulu plakalara ti¢lii tekrarlar olacak sekilde 2.5 pul protein 6rnegi, 197.5 pul
Coomassie Plus Bradford Assay soliisyonu konulmus, TECAN cihazinda 595 nm’de okuma
yapilmistir. Protein miktarini hesaplamak icin degisen konsantrasyonlarda BSA ile standard

egri cizilmistir.

4.2.7.2. Western blot deneylerinin gerceklestirilmesi

Poliakrilamid jele yiiklenecek protein miktarlar1 her ornek 15 pg olacak sekilde
ayarlandiktan sonra 2X protein loading dye (Advansta) ile 1:1 oraninda karistirilarak 99
°C’de 10 dk inkiibe edilmistir. SDS-page i¢in %10’luk ayristirict jel ve % 5°lik sikistiricn jel

Cizelge 4.13’te yer alan miktarlar kullanilarak hazirlanmistir.
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Cizelge 4.13. Ayristirict ve sikistiricr jel ylizdeleri ve igerikleri.

%10 (Aynistiric Jel) S5 ml % 5 (Sikistirica Jel) 3ml
ddH:0 (ml) 1.9 ddH:0 (ml) 2.10
%30 Ac/BisAc (ml) 1.7 %30 Ac/BisAc (ml) 0.50
1.5 M Tris (ph=8.8) (ml) 1.3 1.5 M Tris (ph=6.8) (ml) 0.38
%10 SDS (ul) 50 %10 SDS (ul) 30
%10 APS (ul) 50 %10 APS (pl) 30
TEMED (ul) 2 TEMED (ul) 3

Yiikleme boyasi ile karigtirilmis ve 99 °C’de denatiire edilmis proteinler yiiklendikten sonra
jel 100V°da yiiriitiilmiistiir. Yiriitme siiresi goriintiilenecek proteinin agirligia (kDa) gore

ladder takip edilerek belirlenmistir.

Jelden membrana transfer islemi i¢in Oncelikle PVDF membran uygun boyutlarda
kesilmistir ve sirastyla metanol, ddH>O ve Wet Transfer tampon ¢ozeltisi igerisine alinmustir.
Bu siirede transfer sandvici hazirlamak i¢in kullanilan siingerler ve wattman kagitlar1 da Wet
Transfer tampon ¢ozeltisi i¢erisinde bekletilmistir. Transfer sandvigi pozitif tarafta membran
negatif tarafta jel olacak sekilde hazirlanmistir ve transfer islemi 70V’da 90 dk

gerceklestirilmistir.

Transfer islemi bittikten sonra membran %5’lik bloklama soliisyonu (10 ml 1X TBS-T, 0.5g
siit tozu) icinde 1 saat boyunca calkalayicida birakildiktan sonra 1X TBS-T ile yikanmis
ardindan sulandirilmis primer antikor igerisinde gece boyu +4 °C’de calkalayicida
birakilmistir. Bu islemin ardindan membran 3 kez 5’er dk 1X TBS-T ile yikanirken sekonder
antikor sulandirilmistir. Membran iizerine sekonder antikor eklendikten sonra membran 1
saat calkalanmistir ve ardindan 3 kez 5’er dakika 1X TBS-T ile tekrar yikanmistir. Bu
islemin ardindan HRP substrati olan goriintiileme kiti kullanilarak LI-COR cihazi yardimiyla

goriintii alinmigtir.
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4.2.8. BIYOINFORMATIK VE iSTATISTIKSEL ANALIiZLER

4.2.8.1. Mikrodizin veri analizi

Mikrodizin deneyleri sonucunda .CEL uzantili dosyalarda ham olarak elde edilen veriler
BRB-ArrayTools programi kullanilarak analiz edilmistir. Ham veriler programa
yiiklendikten sonra teknik sorunlardan kaynaklanabilecek farkliliklart ortadan kaldirmak ve
sonuclar1 kiyaslanabilir hale getirmek i¢in dncelikle RMA (Robust Multiarray Average)
normalizasyon metodu ile normalize edilmistir. Normalizasyon isleminden sonra gruplar
arasinda ifade farkliligi gésteren mRNA’lar1 bulmak i¢in dncelikle gruplar tanimlanmistir.
Scr kontrol ile transfekte edilmis trastuzumab duyarli 6rnekler bir grup olarak, miR-216b-
5p ile transfekte edilmis trastuzumab duyarl 6rnekler ise ikinci bir grup olarak ayrilmis ve
bu iki grup program icindeki smif karsilastirmasi (Class Comparison) komutu (t-test) ile
kiyaslanmustir. 1.5 kat ve tizeri degisiklik gosteren (p<0,05) mRNA’larin tespit edilmesi ile
miR-216b-5p’nin trastuzumab duyarli hiicrelerde yarattigi degisiklik mRNA diizeyinde
ortaya konmustur. miR-216b-5p ile transfekte edilmis trastuzumab direngli hiicreler ile scr
kontrol ile transfekte edilmis direngli hiicreler arasindaki ifade degisikligi goOsteren
mRNA’larin belirlenmesi i¢in ise ayni islem bu sefer bu iki grup i¢in yapilmistir ve yine 1.5

kat ve iizeri degisiklik gosteren (p<0,05) mRNA’lar tespit edilmistir.

4.2.8.2. miRNA hedef gen analizleri

miR-216b’nin hem dogrulanmigs hem de varsayillan hedefleri biyoinformatik olarak

belirlenmistir. Bunun i¢in miRwalk (http://mirwalk.umm.uni-heidelberg.de) veritabani

kullanilmigtir. miRNA’nin mRNA’y1 hangi bolgeden hedeflediginin analizi ise TargetScan

(http://www.targetscan.org/vert 72/) veritabani kullanilarak yapilmistir.

4.2.8.3. Venny analizi

Hedefleri biyoinformatik olarak dogrulamak i¢in mikrodizin veri analizi sonucunda elde
edilen gen setleri ile biyoinformatik olarak elde edilen hedef gen setleri VENNY

(https://bioinfogp.cnb.csic.es/tools/venny/) web programi araciligiyla kesistirilmistir.

Trastuzumab duyarli hiicrelerde miR-216b-5p transfeksiyonu sonrasi 2 kat ve tizeri (p<0,05)

ifade degisikligi gosteren mRNA’lar ile trastuzumab direngli hiicrelerde miR-216b-5p

30



transfeksiyonu sonrasi 2 kat ve iizeri (p<0,05) ifade degisikligi gosteren mRNA’lar VENNY

(https://bioinfogp.cnb.csic.es/tools/venny/) web programi kullanilarak kesistirilmistir ve

sadece trastuzumab direngli hiicrelerde degisiklik gosteren mRNA’lar yolak analizinde
kullanilmak iizere secilmistir. Bu sayede miR-216b-5p’nin diren¢ durumunda nasil bir etki

mekanizmasi oldugunun aydinlatilmasi amaglanmigtir.

4.2.8.4. Yolak zenginlestirme analizleri

Venny analizi sonucunda elde edilen gen listesi ile WebGestalt (WEB-based GEne SeT

AnaLysis Toolkit) (http://www.webgestalt.org) internet sitesi lizerinden yolak

zenginlestirme analizi yapilmistir. Analiz i¢cin KEGG (Kyoto Encyclopedia of Genes and

Genomes) veritabani kullanilmigtir.

4.2.8.5. TCGA veri analizi

miR-216b-5p’nin tlimor dokularindaki ifade seviyeleri UCSC XenaBrowser kullanilarak
biyoinformatik olarak belirlenmistir. Analiz icin TCGA Breast Cancer BRCA (n=1247) veri

seti kullanilmisgtir.
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5. ARASTIRMA BULGULARI
51. ON VERIi

Laboratuvarimizda yapilan onceki ¢alismalarda HER2+ meme kanseri hiicre hatlar1 olan
BT-474 ve SK-BR-3 hiicreleri ve daha 6nceden aday olarak belirlenmis olan iki adet miRNA
(miR-29b-2-5p ve miR-216b-5p) ile yola cikilmistir. Her iki hiicre hatti da once
trastuzumaba direncli hale getirildikten sonra bu iki miRNA ile transfekte edilmis ve bu
miRNA’larin hiicrelerin proliferasyon, motilite ve invazyon kapasitelerine ve trastuzumab

etkinligine olan etkileri arastirilmstir.

Trastuzumaba duyarli ve direngli BT-474 ve SK-BR-3 hiicreleri ve miR-29b-2-5p ve miR-
216b-5p ile gergeklestirilen proliferasyon deneyleri sonucunda; duyarli BT-474 hiicrelerinde
sadece miR-216b-5p’nin proliferasyonu yavaslattigi belirlenmistir. Direngli BT-474
hiicrelerinde ise her iki miRNA’nin da hiicre proliferasyonuna ve/ya trastuzumab etkinligine
bir etkisi olmamigtir. SK-BR-3 hiicrelerinde ise miR-29b-2-5p ve miR-216b-5p’nin 6zellikle
direngli hiicrelerde trastuzumab etkinligini potansiye ederek hiicrelerin proliferasyonlarini
yavaglattigi goriilmiistiir. Bu miRNA’lar tek baglarina hiicreye transfekte edildiginde ise
direngli hiicreler iizerinde proliferasyonu yavaglatarak etkinlik gosterdigi gosterilmistir
(Cizelge 5.1).

Cizelge 5.1. miR-216b-5p ve miR-29b-2-5p’nin duyarl ve trastuzumab-diren¢li BT-474 ve
SK-BR-3 hiicrelerinin proliferasyonlarina olan etkileri. +T olarak ifade edilen hiicreler
trastuzumab ile muamele edilmis hiicreleri temsil etmektedir.

BT-474 BT-474-Direngli SK-BR-3 SK-BR-3-Direncli

miR-29b-2-5p - - - +
miR-29b-2-5p + T - + +
miR-216b-5p + - - +
miR-216b-5p + T - - +
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Gergeklestirilen motilite ve invazyon deneyleri sonucunda her iki miRNA’nin da duyarli ya
da direngli BT-474 hiicrelerinin motilite kapasitelerini etkilemedigi goriilmiistiir. Duyarl

hiicrelerde miR-29b-2-5p’nin kisith etkisi gdze carpmakla birlikte anlamli bulunmamustir.

SK-BR-3 hiicrelerindeki durum degerlendirildiginde ise miR-29b-2-5p’nin 6zellikle duyarlt
SK-BR-3 hiicrelerinin hareketliligini yavaslattig1 ve miR-216b-5p’nin ise 6zellikle direngli
SK-BR-3 hiicrelerinin motilite ve invazyonunu durdurdugu goézlenmistir (Cizelge 5.2).

Cizelge 5.2. miR-29b-2-5p ve miR-216b-5p’nin hiicre motilitesi ve invazyonuna olan etkisi.

BT-474 BT-474-Direncli SK-BR-3 SK-BR-3-
Direncli

Motilite
miR-29b-2-5p + - + -
miR-216b-5p - - + 4t
Invazyon
miR-29b-2-5p + + -
miR-216b-5p - - 4+

Tiim bu veriler géz oniine alindiginda bu tez ¢alismasi kapsaminda trastuzumab duyarl ve
direngli SK-BR-3 hiicrelerinde en fazla etkinlik gosteren miRNA olarak 6ne ¢ikan miR-

216b-5p’nin antikanser etkisinin molekiiler olarak aydinlatilmasi amaglanmistir.

5.2. MIR-216B-5P°’NiN MEME TUMORLERINDE iFADE DURUMUNUN
ANALIZI

Yapilan 6nceki ¢aligmalardan miR-216b-5p’nin SK-BR-3 hiicrelerinde antikanser etkinlik
gosterebilecegi sonucu ortaya ¢ikmistir. Bunun iizerine Oncelikle bu miRNA’nin klinik
Oneminin saptanmasi i¢in meme tiimorlerindeki ifadesi biyoinformatik olarak arastirilmistir.
UCSC XenaBrowser programi ile TCGA Breast Cancer (BRCA) (n=1240) veri seti

kullanilarak miR-216b-5p’nin tiimor dokusu ve normal doku arasindaki ifade seviyesi
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karsilastirilmistir ve tiimoér dokusunda normal dokuya goére anlamli derecede diisiik miR-

216b-5p ifadesi oldugu goriilmiistiir (Sekil 5.1).

Welch's t-test

cohort: TCGA Breast Cancer (BRCA) (n=1240)
p =0.01086 (t = -2.743)

o
)

o
o

column B:

sample_type

@ Primary Tumor

@ Solid Tissue Normal

llluminaHiseq
Unit: log2(RPM+1)

°
kS

o
N

I

Sekil 5.1. miR-216b-5p’nin tiimdr dokusu ve normal dokudaki ifade durumu. TCGA meme
kanseri veriseti (n=1240; timor=1101, normal=139) kullanilarak miR-216b-5p’nin timor
normal arasindaki ifade durumu arastirilmistir. miR-216b-5p ifadesinin tiimdr 6rneklerinde
normal 0rneklere gore anlamli olarak diistiigli goriilmiistiir (p=0.01086).

column C: MIMAT0004959 - miRNA mature strand expression RNAseq -

column B: sample_type

Timor dokusunda normal dokuya gore diisik miR-216b-5p ifadesinin olmasi bu
miRNA’nin ifadesi artirildiginda antikanser etkinlik goriilmesini klinik olarak dogrular

niteliktedir.

5.3. MIiR-216B-5P’NIN TRASTUZUMAB DUYARLI VE DIiRENCLi SK-BR-3
HUCRELERINDEKI iFADE DURUMU

Yapilan 6n ¢aligmalarda miR-216b-5p’nin ozellikle trastuzumaba direngli SK-BR-3
hiicrelerinde etkinlik gostermesi lizerine hem duyarlt hem de direngli hiicrelerde miR-216b-
Sp’nin bazal ifadesine es-zamanli PZR ile bakilmistir (Sekil 5.2). Trastuzumaba direng
kazanmig hiicrelerin miR-216b-5p ifadesinde belirgin bir azalma goriilmiistiir. Direng
durumunda miR-216b-5p ifadesinin diismesi bu miRNA’nin diren¢ mekanizmasina ters

yonde ¢aligsmasi yoniinde yorumlanabilir.
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miR-216b-5p ifadesi
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SK-BR-3_W SK-BR-3_R

Sekil 5.2. miR-216b-5p’nin trastuzumab duyarli ve direngli SK-BR-3 hiicrelerindeki ifade
durumu. Hiicreler diren¢ kazandik¢a miR-216b-5p’nin ifadesinin azaldigi gorilmistiir.
Deney ikili teknik ve ikili biyolojik tekrar olacak sekilde yapilmstir.

5.4. SK-BR-3 HUCRELERININ MIiRNA MIMIK ILE TRANSFEKSIYON
VERIMi

Duyarli ve direngli hiicreler miR-216b-5p ile transfekte edildikten sonra transfeksiyonun
basarili olup olmadig1 es-zamanli PZR deneyi ile kontrol edilmistir. Sekil 5.3’te goriildigi
izere, transfeksiyondan sonra alinan hiicre pelletlerinden elde edilen RNA ve miRNA
cDNA'’lar ile gerceklestirilen deneyin sonucunda hem duyarli hem de direngli hiicrelerde
miRNA mimik ile transfekte edilmis 6rneklerde scrambled kontrol ile transfekte edilmis
orneklere gore anlamli derecede yliksek miR-216b-5p ifadesi saptanmistir. Transfeksiyonun

basaril bir sekilde gergeklestigi goriilmiistiir.
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SKBR3 Hiicrelerinde miR-261b'nin ifadesi
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Sekil 5.3. miR-216b-5p’nin miRNA mimik transfeksiyonundan sonra duyarli ve direngli
SK-BR-3 hiicrelerindeki ifadesinin kontrolii. Transfeksiyon isleminin basarili oldugu
goriilmiistiir. miR-216b-5p ile transfekte edilen duyarli SK-BR-3 (SK-BR-3 W)
hiicrelerinde miR-216b-5p’nin ifade seviyesi 29 kat (t-test; p=0.0021), direngli hiicrelerde
ise (SK-BR-3 R) 25.5 kat (t-test; p=0.013) artmustir. Deneyler ikili teknik ve {i¢lii biyolojik
tekrar olacak sekilde tasarlanmistir.

5.5. MIiR-216B-5P ILE TRANSFEKTE EDILMIiS SK-BR-3 HUCRELERININ
MIKRODIZIN PROFILLERININ BELIRLENMESI

Yapilan 6n calismalarda miR-216b-5p’nin 6zellikle direngli SK-BR-3 hiicrelerinde
proliferasyon, motilite ve invazyonu biiylik Ol¢iide yavaslatarak antikanser etkinlik
gosterdiginin goriilmesi ve hiicreler direng kazandik¢ca miR-216b-5p ifadesinin diigmesi bu
miRNA’nin diren¢ mekanizmasi iizerinde etkisi oldugu yoniinde yorumlanmistir. miR-
216b-5p’nin  ozellikle trastuzumab direncinde rol aldigi molekiiler yolaklarin

aydinlatilabilmesi i¢in ilk olarak mikrodizin deneyleri gergeklestirilmistir.

Transfeksiyonun bagarili bir sekilde gergeklestigi gosterildikten sonra scrambled kontrol ve
miR-216b-5p mimik ile transfekte edilmis duyarli ve direngli SK-BR-3 hiicrelerinden elde
edilen RNA ornekleri kullanilarak mikrodizin deneyleri gergeklestirilmistir. Deneylerin
sonucunda veriler .CEL uzantili dosyalar olarak elde edilmistir ve bu verilerin analizleri

BRB-ArrayTools programi kullanilarak yapilmstir.

36



5.5.1. MiR-216B-5P TRANSFEKSiYONU SONRASI SK-BR-3 HUCRELERINDE
IFADE DEGISIKLiGi GOSTEREN GEN SETLERi VE DIiRENCLI
HUCRELERDE ETKIiLENEN SINYAL YOLAKLARI

Mikrodizin deneyleri, scr kontrol ile transfekte edilmis duyarli hiicreler (Wscr), miR-216b-
5p mimik ile transfekte edilmis duyarli hiicreler (W216b), scr kontrol ile transfekte edilmis
direncli hiicreler (Rscr) ve miR-216b-5p mimik ile transfekte edilmis direngli hiicreler (Rz16p)
olmak tiizere toplamda 4 grup ile yapilmistir. miR-216b-5p ile transfekte edilmis direngli
hiicrelerde scr kontrol ile transfekte edilmis direngli hiicrelere gore ifade degisikligi gosteren
genleri belirlemek i¢in Ra16p ve Rser gruplart karsilastirilmistir ve toplamda ifade degisikligi
gosteren 167 gen belirlenmistir (EK 1). Ayn1 karsilastirma duyarl hiicrelerle yapildiginda
(Wa1eb ve Wser) ifade degisikligi gosteren 168 gen bulunmustur (EK 2). Bu zamana kadar
elde edilen verilerden yola ¢ikarak miR-216b-5p’nin diren¢ mekanizmasi lizerinde etkisi
oldugu disiiniildiigli icin duyarli hiicrelerden farkli olarak rol aldigi direngle alakali
molekiiler yolaklar1 aydinlatmak adina Rai6 ve Wai6b gruplarinin karsilastirma analizi de
yapilmistir. Bu analizler sonucunda miR-216b-5p mimik ile transfekte edilmis direncli
hiicrelerde bu miRNA ile transfekte edilmis duyarl hiicrelere gore 1790 gen ifade degisimi
gostermistir. miR-216b-5p’nin spesifik olarak direngli hiicrelerde direng mekanizmasi
tizerine olan etkilerinin aydinlatilmasi i¢in R216b ve Rser gruplarinin karsilastirma analizinden
cikan gen setleri ile (Cizelge 5.3) ve Raieb ve Wai6p gruplarnin karsilastirma analizinden

cikan gen setleri ile (Cizelge 5.4) iki ayr1 yolak analizi yapilmistir.
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Cizelge 5.3. R216b / Rser karsilastirma analizinden ¢ikan gen setleri ile yapilan yolak analizi
sonuclari. En anlamli olan ve en dikkat ¢eken yolaklar se¢ilmistir.

Yolak Ad1 P Degeri

Herpes simplex enfeksiyonu 2,0937¢10

Epstein-Barr virus enfeksiyonu 6,5251¢”

Influenza A 7,0825¢”

Kizamik 2,8533¢

Viral karsinogenez 0,0069

Nekroptoz 0,0351

TNF sinyal yolag1 0,0392

Cizelge 5.4. R2160/ W216b karsilastirma analizinden ¢ikan gen setleri ile yapilan yolak analizi
sonuclari. En anlamli olan ve en dikkat ¢eken yolaklar se¢ilmistir.

Yolak Ada P Degeri
Herpes simplex enfeksiyonu 0.0000086278
Hiicre dongiisii 0.0000092159
Hepatit C 0.000018437
Viral karsinogenez 0.000029168
Epstein-Barr virus enfeksiyonu 0.000031343
Hiicresel yaslanma 0.00013463
TNF sinyal yolag1 0.0021565
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En anlamli yolaklar arasinda viral yolaklarin ¢ikmasinin beklenmedik bir sonu¢ olmasinin
yani sira hiicre deneyleri sirasinda miR-216b-5p ile transfekte edilmis direngli hiicrelerde
gbzlemlenen hiicre Oliimiinden dolay1r nekroptoz, hiicre dongiisii ve hiicresel yaslanma
yolaklar1 sonuglar arasinda dikkat ¢cekmistir. Yolaklarda zenginlesen genlere bakildiginda
STATI, IRF9, PKR (EIF2AK2) ve JUN genlerinin bir¢ok yolakta ortak olarak ¢ikmasi bu
genler lizerine yogunlagsmamiza sebep olmustur. Ayrica, STATI, IRF9 ve PKR (EIF24K?2)
genlerinin nekroptoz yolaginda nekrozom olusumunda kilit noktalarda olmasi ve mimik ile
transfekte direngli hiicrelerdeki gozle goriiliir hiicre Oliimii, nekroptoz yolagina

odaklanmamiza sebep olmustur (Sekil 5.4).

NECROPTORIS

TNF signaling pathway
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Sekil 5.4. Nekroptoz yolagini gosteren KEGG figiirii. Mikrodizin verisinden elde edilen
genler kirmizi ile isaretlidir.

miR-216b-5p ile transfekte edilmis direngli hiicrelerde hem bu miRNAyla transfekte edilen
duyarli hiicrelere gore (R2isb / W216b) hem de scr kontrol ile transfekte edilen direngli
hiicrelere gore (R216b/ Rser) ortak olarak ifade farkliligi gosteren genler (155 gen) miR-216b-
S5p’nin  TargetScan’den elde edilmis olast hedef genleri ile Venny aracilifiyla
kesistirildiginde 6 gen bulunmustur (Sekil 5.5). ITPRIPL2, SPATS2L, EXOSC3, ANKFYI,
FOXDI ve JUN ortak olan genlerdir ve bu gen seti igerisinde bilinen bir onkogen olmasindan

dolay1 en dikkat ¢ceken gen JUN olmustur. Mikrodizin deneylerinden ¢ikan sonuglara
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bakildiginda Jun seviyesinin en fazla miR-216b-5p ile transfekte edilmis direngli hiicrelerde

azalmasi da JUN’u One ¢ikarmistir (Cizelge 5.5).

R216vsW216 R216vsRscr

TargetScan

Sekil 5.5. miR-216b-5p ile transfekte edilmis direngli ve duyarl hiicrelerde ifade farklilig:
gosteren genler (R216vsW216), miR-216b-5p ve scr kontrol ile transfekte edilmis direncli
hiicrelerde ifade farkliligi gosteren genler (R216vsRscr) ve miR-216b-5p’nin
TargetScan’den elde edilmis hedef genleri ile ¢izilmis kiime grafigi. miR-216b-5p’nin
spesifik olarak direngte etkiledigi genler ile biyoinformatik olarak belirlenmis hedef genler
arasinda 6 ortak gen bulunmustur.
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Cizelge 5.5. miR-216b-5p ile transfekte edilmis direngli hiicrelerde mimik transfekte duyarli
hiicrelere (R216 / Wa16b) ve scr kontrol transfekte direngli hiicrelere (R216p / Rser) gore ortak
olarak ifade farklilig1 gosteren genler ile olas1 hedef genler kesistirildiginde elde edilen 6
adet genin mikrodizin sonuglari

Gen Ismi Gruplar Kat Degisimi
ITPRIPL2 Rai6b / Waieb 0,44
Ro16b / Rser 1,27
SPATS2L Rai6b / Waieb 2,2
Ro16b / Rser 1,27
EXOSC3 Ra16b / Waie6b 2,43
Ro16b / Rser 1,25
ANKFYI Rai6b / Waieb 1,98
Ro16b / Rser 1,52
FOXDI Rai6b / Waieb 0,64
Raieb / Rser 1,44
JUN Ra16b / W2i6b 0,22
Rai6b / Rser 0,67

Bu sonuglardan yola ¢ikarak mikrodizin verilerini es-zamanli PZR ile dogrulamak ig¢in

STATI, IRF9 ve PKR (EIF2AK2) ve JUN genleri se¢ilmistir.
5.5.2. ES ZAMANLI PZR iLE DOGRULAMA

STATI, IRF9, PKR (EIF2AK?2) ve JUN genlerinin ifade diizeyleri es-zamanli PZR ile kontrol
edildiginde mikrodizin sonuglari ile paralel sonuglar elde edilmistir (Sekil 5.6, Cizelge 5.6).
STATI ifadesi direncli hiicrelerde miR-216b-5p transfeksiyonu sonrasi anlamli bir artis
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gosterirken duyarli hiicrelerde tam tersi miRNA transfeksiyonu sonrasi ifadede azalma
gorilmiistiir. IRF9 ve PKR (EIF2AK2) ifadeleri ise direngli hiicrelerde miRNA
transfeksiyonu sonras1 mikrodizin sonuglariyla paralel olarak anlamli bir artig gostermistir.
Ayrica bu iki genin ifadelerinin hiicreler diren¢ kazandiginda azalirken diren¢ durumunda
miRNA transfeksiyonu sonrasi tekrar artis gostermesi direng mekanizmasina ters yonde bir
etki olarak yorumlanabilir. Son olarak JUN ifadesine bakildiginda direngli hiicrelerde miR-
216b-5p transfeksiyonu sonrasi mikrodizin sonuglarini dogrulayacak sekilde bir ifade
azalmasi goriiliirken hiicreler diren¢ kazandiginda ifadenin anlamli bir sekilde artmasi da

dikkat gekmektedir.

STAT1 Geninin ifade Profili
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EIF2AK2/PKR Geninin ifade Profili
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Sekil 5.6. Nekroptoz yolaginda yer alan STATI, IRF9 ve PKR (EIF24K2) genlerinin ve
hedef genlerle kesistirme sonucunda secilen JUN’un mRNA diizeyinde ifade profilleri. Es-
zamanli PZR deneyleri 3 biyolojik tekrar ve 2 teknik tekrar olacak sekilde tasarlanmaigtir.
STATI1, IRF9 ve PKR (EIF2AK?2) direngli hiicrelerde miR-216b-5p transfeksiyonundan
sonra anlamli derecede artis gosterirken JUN transfeksiyon sonrast anlamli bir azalma
gostermektedir (ANOVA; p<0.05).
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Cizelge 5.6. Es-zamanli PZR ile dogrulanan genlerin mikrodizin sonuglari.

Gen Ismi Gruplar Kat Degisimi
STATI Rser / Wser 1,55
Ra16b / Waieb 3,49
Roi6b / Rser 2,74
Woaieb / Wser 1,29
IRF9 Rser / Wser 0,46
Ra16b / Waieb 2,6
Ro16b / Rser 9,49
Waisb / Wser 1,67
PKR (EIF24K2) Rser / Wer -
Ra16b / Waieb 2,23
Ro16b / Rser 2
Waieb / Wser -
JUN Rser / Wser 0,22
Ra16b / Waieb 0,22
Ro16b / Rser 0,67
Waieb / Wser 0,81
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5.5.3. WESTERN BLOT iLE DOGRULAMA

Es-zamanli PZR sonu¢larinda mikrodizin sonuglartyla paralel olarak Jun ifadesinde goriilen
azalma ve bu gene miR-216b-5p’nin hedef genleriyle mikrodizin sonuglarinin
kesistirilmesiyle ulagilmasi sonucunda miR-216b-5p-JUN iliskisi TargetScan veritabant
aracilifiyla analiz edilmistir ve miR-216b-5p’nin JUN’un 3’UTR bdlgesine baglandig:
goriilmiustiir (Sekil 5.7).

Predicted consequential pairing of target region (top) and
miRNA (bottom)

Position 638-644 of JUN 3' UTR 5' . ..UGUUGUUUGUAAAUAAGAGAUUU. ..
I (HRENRY
hsa-miR-216b-5p 3' AGUGUAAACGGACG-UCUCUAAA

Sekil 5.7. miR-216b-5p’nin JUN mRNA’sinin 3’UTR bolgesinde baglandigr kismi gosteren

TargetScan figiirii.

JUN’un mRNA ifadesinin miR-216b-5p varliginda azaldiginin goriilmesi ve bu genin miR-
216b-5p’nin dogrudan hedefinin oldugunun gdsterilmesi iizerine miR-216b-5p varliginda
duyarli ve direngli hiicrelerde Jun protein ifadesine de bakilmistir. Scr kontrol ve miR-216b-
5p ile transfekte edilmis duyarli ve direngli hiicrelerden elde edilen proteinlerle yapilan
western blot deneyleri sonucunda protein ifadesindeki degisimlerin de mikrodizin ve es-
zamanli PZR deneyleri ile paralel oldugu goriilmistiir. Sekil 5.8’de goriildigi lizere,
hiicrelerin diren¢ kazanmasi Jun protein ifadesinde artisa sebep olurken direngli hiicreler
miR-216b-5p ile transfekte edildiginde protein ifadesinde diislis goriilmiistiir. Duyarlt

hiicrelerde ise miRNA’nin belirgin bir etkisi gozlenmemistir.

Jun T - — —

e e e — —
Actin

R RSer R216b W W._Ser W_216b
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JUN Proteinin ifade Profili
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Sekil 5.8. miR-216b-5p’nin duyarli ve direngli hiicrelerde Jun protein ifadesi iizerine olan
etkisi. Scr kontrol ve miRNA mimik ile transfekte edilen hiicrelerle yapilan western blot
deneyleri sonucunda mimik ile transfekte edilmis direngli hiicrelerde Jun protein ifadesinde
azalma goriiliirken duyarli hiicrelerde belirgin bir degisim gozlenmemistir. Deneyler ikili
biyolojik tekrarla yapilmistir.

5.6. APOPTOZ ANALIZi

Yolak analizi sonras1 nekroptoz sinyal yolaginin 6ne ¢ikmasi, hiicre deneyleri sirasinda miR-
216b-5p ile transfekte edilen direncli hiicrelerde gozle goriiliir bir bicimde hiicre Sliimii
artisinin gézlemlenmesi ve ifadesinin azaldigini hem mRNA hem de protein diizeyinde
gosterdigimiz Jun’un apoptoz ile iliskisinin bilinmesi sonucunda mimik ve scr kontrol ile
transfekte edilmis duyarli ve direncli SK-BR-3 hiicreleri ile apoptoz analizi yapilmistir.
Deney sonucunda gozlemlerimizi dogrulayacak sekilde miR-216b-5p ile transfekte edilmis
direncli hiicrelerin diger hiicreler ile kiyaslandiginda anlamli olarak ge¢ apoptoz/nekroz
evresinde yer aldig1 gézlenmistir (t-test; p=0.0009) (Sekil 5.9). Direncli hiicrelerde goriilen
bu apoptotik etkinin duyarli hiicrelerde goriilmemesi miR-216b-5p’nin spesifik olarak

diren¢ mekanizmasina ters yonde bir etkisi olarak yorumlanabilir.
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Sekil 5.9. miR-216b-5p varliginda duyarli ve direngli SK-BR-3 hiicrelerinde goriilen
apoptotik etki. Direngli hiicrelerde miR-216b-5p transfeksiyonu sonucunda geg
apoptotik/nekrotik hiicre indeksinde anlamli bir artig goriiliirken duyarli hiicrelerde anlamli
bir degisim olmamustir (t-test; p<0.05).

47



6. TARTISMA VE SONUC
6.1. TARTISMA

Laboratuvarimizda yapilan 6n ¢aligmalarda daha Onceden trastuzumab cevabinda rol
oynamalar1 agisindan aday miRNA’lar olarak belirlenmis miR-29b-2-5p ve miR-216b-
5p’nin trastuzumaba duyarli ve direncli SK-BR-3 ve BT-474 hiicreleri tizerinde antikanser
etkinlik gosterip gostermedikleri arastirilmistir. Yapilan ¢alismalar sonucunda miR-216b-
5p’nin ozellikle direngli SK-BR-3 hiicrelerinin proliferasyon, motilite ve invazyonunu
yavaslattiginin goriilmesi iizerine ¢alismaya miR-216b-5p ve SK-BR-3 hiicre hatt1 ile devam
edilmesine karar verilmistir. Tez kapsaminda yapilan c¢aligmalarla miR-216b-5p’nin
trastuzumab direngli hiicrelere hangi molekiiler mekanizmalar ilizerinden etki ettiginin

aydinlatilmas1 amaglanmistir.

miR-216b-5p’nin meme kanseri tiimdrlerindeki ifade durumuna bakildiginda timor
dokusunda normal dokuya gore daha diisiik ifade gostermesi literatiirle uyumludur. miR-
216b-5p ile farkli kanserlerde yapilmis calismalarda bu miRNA’nin ifadesinin kanser
durumunda diistiigli ve miRNA’nin timor baskilayici olarak gorev yaptigi gosterilmistir
(65). 2011°de Deng ve arkadaslar1 ¢aligmalarinda miR-216b ifadesinin nazofarenks
kanserinde diistiigiinii ve bu ifade dusiikliigiiniin kotii prognoz ve metastazla direkt olarak
iligkili oldugunu sdylemislerdir ve ilk defa miR-216b’nin timor baskilayici bir gorev
iistlendigine dair veri elde etmislerdir (59). Daha sonrasinda yapilan bir¢ok calismada kolon
ve akciger kanserinde proliferasyon, invazyon ve migrasyonu baskilamasi, serviks
kanserinde iyi prognozla iliskilendirilmesi, pankreas kanserinde kanser hiicrelerinin koloni
olusturmasini dnlemesi gibi farkli kanserlerdeki tiimdr baskilayicr rolleri aydinlatilmigtir
(54,66—68). Meme kanseri 6zelinde bakildiginda ise miR-216b-5p’nin meme kanserinde de
proliferasyonu ve metastazi baskilamak gibi timor baskilayict roller oynadigini gosteren
caligmalar vardir (51,69). Bu miRNA’nin tiimdr baskilayict yonlerinin farkli kanserlerde
aydinlatilmis olmasi ve meme tiimdrlerindeki ifade durumu analiz edildiginde tiimorde
ifadesinin daha diisiik olmasi miR-216b-5p mimik transfeksiyonu ile ifade artisi
saglanmasinin antikanser etkinlik gosterme potansiyelini desteklemektedir. MiR-216b-
Sp’nin antikanser etkinliklerini gosteren calismalarin yanisira farkli kanserlerde farkli

ilaclara kars1 hassasiyeti arttirdigina yonelik ¢alismalar da mevcuttur. Pankreas kanserinde
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diisitk miR-216b ifadesinin radyoterapiye olan cevabi kotii yonde etkilemesi (70), kolon
kanserinde miR-216b’nin oxaliplationa kars1 duyarlilig1 arttirmasi (62) ve over kanserinde
cisplatin direnci durumunda miR-216b ifadesi diisiikken ifade arttirildiginda hiicrelerin
cisplatine daha duyarli hale gelmesi (71) trastuzumaba direngli SK-BR-3 hiicrelerinde miR-
216b-5p ifadesinin diigmesi lizerine direnci tersine c¢evirmek i¢in mimik verilmesini

destekler niteliktedir.

Mimik transfeksiyonu sonrasi direngli hiicrelerde antikanser etkinlik goriilmesi yapilan bu
caligmalarla uyumlu bir bulgu olmustur. MiR-216b-5p’nin neden oldugu bu antikanser
etkinliklerin altinda yatan molekiiler mekanizmalar1 aydinlatmak amaciyla yapilan
mikrodizin deneyleri sonucunda elde edilen gen setleriyle yapilan yolak analizlerinin en
anlamli olarak viral yolaklara yonlenmesi beklenmedik bir sonu¢ olmustur. Ancak bu viral
yolaklarin yani sira nekroptoz, hiicre dongiisii ve hiicresel yaslanma yolaklar1 da dikkat
ceken yolaklar arasinda yer almistir. Hiicre deneyleri sirasinda miR-216b-5p ile transfekte
edilmis direnc¢li hiicrelerde gozlemlenen hiicre 6limii bu miRNA’nin 6zellikle direngli
hiicrelerde hiicre 6limiinii tetikleyebilecegi ihtimalini diisiindiirmiistiir. Yolaklar arasinda
nekroptoz, hiicre dongiisii ve hiicresel yaslanma yolaklarinin bulunmasi miR-216b-5p’nin
hiicre 6liimiine neden olabilecegine isaret etmistir. Sonuglarda ¢ikan viral yolaklar da dahil
olmak {izere tiim yolaklarda zenginlesen genlere bakildiginda S7TATI, IRF9, PKR
(EIF2AK2) ve JUN genlerinin bir¢cok yolakta ortak olarak cikmasi bu genler {izerine
yogunlagsmamiza sebep olmustur. Nekrozom olusumunda STATI, IRF9 ve PKR (EIF24K?2)
genlerinin kilit rol oynadiginin goriilmesi mimik ile transfekte direngli hiicrelerdeki gozle

goriiliir hiicre 6liimii ile bir arada degerlendirildiginde nekroptoz yolagi 6ne ¢ikmustir.

Duyarli ve direngli SK-BR-3 hiicrelerinin mimik ve scr kontrol ile transfeksiyonundan sonra
miR-216b-5p ile transfekte edilmis direngli hiicrelerde gozle goriiliir bir hiicre Sliimii
gerceklesmesi mikrodizin veri analizinden ¢ikan nekroptoz yolagina odaklanmamiza yol
acmistir. Gozlenen hiicre Oliimiiniin nekroptoz kaynakli olup olmadigini belirlemek
amaciyla nekroptoz yolaginda yer alan STATI, IRFY9 ve PKR (EIF2AK?2) genleri es-zamanli
PZR ile dogrulanmak iizere se¢ilmistir. Bu genlerin mimik ile transfekte edilmis direncli
hiicrelerde anlaml1 olarak artmas1 mikrodizin sonuglarin1 desteklemekle beraber bu genlerin
ifade artisinin nekroptozu indiiklemesi de literatiir ile uyumludur. Thapa ve arkadaslarinin

yaptig1 calismada IFN-y‘ya bagl nekrozom olusumunda STAT!1’in ve PKR’nin 6nemi
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vurgulanmigtir. IFN-y’nin nekrozu tetiklemek icin Jak/STAT sinyal yolagini kullandigin
gostermekle beraber PKR inhibitorii varliginda hiicrelerin IFN-y tarafindan tetiklenen
nekroza karsi direng gosterdigini ortaya koymuslardir (72). Yaptiklart bir calismada da
STATI1 aktivasyonunun IFN-y bagimli nekroptoz icin gerekli oldugunu HeLa hiicreleri
tizerinden gostermislerdir (73). Makrofajlarin IFN- B tarafindan tetiklenen nekroptozunu
konu edinen bir baska ¢alismada ise STAT1, STAT2 ve IRF9’dan olusan bir kompleks olan
ISGF3’iin nekroptotik hiicre 6liimiinii destekledigi gosterilmistir ve 6zellikle IRF9 un 6nemi
vurgulanmistir (74). Bu bilgiler dogrultusunda miR-216b-5p ile transfekte edilen direncli
hiicrelerde STAT1, IRF9 ve PKR (EIF2AK2) genlerinin ifadelerinde artis gortilmesi spesifik
olarak mimik transfekte direncli hiicrelerde goriilen hiicre dliimiiniin nekroptoz kaynakli

olma ihtimalini kuvvetlendirmektedir.

Mikrodizin, es-zamanli PZR ve western blot deneyleri sonucunda hiicreler mimik ile
transfekte edildigi zaman Jun ifadesinin diistiiglinlin goriillmesi miR-216b-5p’nin hedefleri
arasinda JUN’un bulunmasi ile tutarlidir. Mikrodizin ve western blot sonuglarina
bakildiginda hem duyarli hem de direngli hiicrelerde mimik transfeksiyonu sonrasi Jun
ifadesindeki diisiis bu genin miR-216b-5p’nin hedefi olmasi ile agiklanabilirken direngli
hiicrelerde duyarli hiicrelere gore daha fazla diisiis goriilmesi bu durumun direng
mekanizmasinin alehine oldugunu diisiindiirmektedir. Bununla birlikte hiicreler direng
gelistirdiginde Jun ifadesinin hem mRNA hem de protein diizeyinde duyarli hiicrelere gore
arttiginin goriilmesi de miR-216b-5p ile transfekte edilmis direngli hiicrelerde goriilen ifade
diislisinii anlamli hale getirmektedir. Yapilan apoptoz deneyleri sonucunda miR-216b-5p
mimik ile transfekte edilen direngli hiicrelerde ge¢ apoptoz goriilmesi bu hiicrelerin Jun
ifadesindeki diisiisle agiklanabilir. Meme kanserinde miR-216b-5p — Jun — apoptoz iliskisini
aydinlatan herhangi bir calisma olmamakla birlikte yapilan c¢esitli calismalarda bu
miRNA’nin Jun’u hedefleyerek apoptoza sebep oldugu gosterilmistir. Jun’un birgok
kanserde ifade artis1 gosterdigi bilinmektedir ve farelerle yapilan bir ¢alismada Jun’un
apoptoza yol acan sinyal yolaklarin1 engelledigi gosterilmistir. Katiyar ve arkadaglart JUN
geninin delesyonunun apoptotik genlerin ifadesini arttirirken anti-apoptotik genlerin
ifadesini diisiirdiigiinii géstermislerdir (75). Bir baska calismada ise miR-216b’nin ER stres
sirasinda Jun ifadesini diizenledigi gosterilirken Jun varliginin hiicreleri TNF- o tarafindan
desteklenen apoptoza karsi korudugu belirtilmistir. MiR-216b’nin ER strese bagli apoptozu

Jun’u regiile ederek kontrol edebildigini gdsterirlerken Jun kaybinin apoptozu tetikledigini
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de ortaya koymuslardir (76). Kanser 6zelinde bakildiginda ise miR-216b-5p — Jun — apoptoz
iligkisi kiiciik hiicreli olmayan akciger kanserinde gosterilmistir. Huang ve arkadaslari kiigiik
hiicreli olmayan akciger kanseri hiicrelerinde miR-216b ifadesi arttirildiginda hiicrelerin
cisplatine olan duyarliligmin arttigin1 gostermislerdir ve cisplatinin etki artisinin Jun
ifadesinin azalmasi iizerine ger¢eklesen apoptoztan kaynakli oldugunu ortaya koymuslardir
(63). Bu bilgiler 1s18inda degerlendirildigi zaman trastuzumaba direngli SK-BR-3
hiicrelerinin biliylik ¢ogunlugunun miR-216b-5p transfeksiyonu sonrasi ge¢ apoptoz

evresinde bulunmasinin Jun ifadesinin diismesinden kaynakli oldugu yorumu yapilabilir.

Apoptozun yine miR-216b tarafindan ancak baska genler lizerinden tetiklendigi durumlar da
mevcuttur ve ¢esitli kanserlerde gosterilmistir. Pankreas kanserinde miR-216b’nin KRAS
ifadesini diislirerek apoptozu tetikledigi gosterilirken over kanserinde miR-216b’nin
cisplatine olan duyarlilii PARP1 {izerinden apoptozu tetikleyerek gergeklestirdigi
bulunmustur (60,71). Meme kanserinde ise miR-216b’nin P2X7R ifadesini diisiirdiigii ve
P2X7R ifade azalmasinin apoptozu destekledigi bulunmustur (49). Tez kapsaminda miR-
216b-5p’nin apoptotik etki gostermesi ve bunu Jun iizerinden yapmasi literatiir ile uyumlu
olmakla birlikte meme kanserinde ve trastuzumab direnci durumunda miR-216b-5p — Jun —

hiicre 6liimii iliskisi ilk defa bu ¢alismada gosterilmistir.

Yolak analizleri ve apoptoz deney sonuglart bir arada degerlendirildiginde miR-216b-5p
temelli hiicre 6liimiiniin yolak analizlerine gore nekroptoz yolagi apoptoz deney sonuglarina
gore gec apoptoz/nekroz siireci iizerinden gerceklestigi goriilmiistiir. Apoptoz bir non-
inflamatuar programlanmis hiicre Olimidiir ve hiicrenin kiiclilmesi, c¢ekirdegin
yogunlagmast ve hiicre zarinda kabarcik olusumu gibi morfolojik degisikliklerle
karakterizedir. Nekroz ise apoptozdan farkli olarak inflamatuar bir hiicre Sliimiidiir ve
nekroz durumunda hiicre zar1 gecirgenligini kaybeder ve hiicre dis1 ortama sitozolik madde
salinimi gergeklesir. Nekrozun apoptozdan bir baska farkliligi da hiicre 6liimiiniin kaspaz
kontroliinden bagimsiz ger¢eklesmesidir ve bu nedenle baslangicta nekrozun regiile
edilmeyen rastgele bir hiicre 6liimii oldugu diisiiniilmiistiir. Ancak son yillarda nekrozun bir
alt tiiri olarak giindeme gelen nekroptozun siki bir sekilde kontrol edildigi, inflamatuar
birtakim uyaranlara ve patojenlerle karsilasmaya bagli olarak aktive oldugu bilinmektedir.
Apoptozun bagisiklik baskilayici bir yonii varken nekroptoz bunun tam tersi olarak son

derece inflamatuardir (77). Yolak analizlerinde en anlamli yolaklar arasinda bir¢ok viral
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yolagin olmasi inflamatuar uyaranlara bagli olarak aktive olan nekroptoz yolaginin sonuglar
arasinda olmasini desteklemektedir. Her ne kadar dogrudan kanserle ilgili olmadig: icin
yolak analizi sonuglar1 arasinda viral yolaklarin agir basmasi sasirtici bir sonug gibi goziikse
de miR-216b-5p bir takim immiinolojik yolaklar1 aktive ederek direngli hiicrelerin nekroptoz
kaynakli 6liimiine sebep oluyor olabilir. Bazi durumlarda spesifik bir uyaran 6zel olarak
yalnizca bir ¢esit programlanmis hiicre 6liimiine yol agarken, bir uyaranin birden fazla hiicre
olimii yolagin1 aktive ettigi durumlar da vardir. Hiicre i¢inde birden fazla hiicre 6liimii
mekanizmasi bir arada rol alip birbirleriyle karsilikli etkilesim igerisinde de olabilir (78). Bu
durum miR-216b-5b mimik ile transfekte edilmis direncli hiicrelerinde iki farkli hiicre 6liimii
mekanizmasini bir arada gérmemizi agiklayabilir. miR-216b-5p’nin Jun ifadesinde yarattigi
degisimler hiicreleri apoptoza yoOnlendirirken STATI1, IRF9 ve PKR (EIF2AK?2)

ifadelerindeki degisim nekroptoz ile sonuglanmis olabilir.
6.2. SONUC

Tez kapsaminda elde edilen tiim bulgular ele alindiginda;

e TGCA verilerinde tiimér dokusunda normale gore diisiik miR-216b-5p ifadesi
goriilmesi ve hiicreler diren¢ kazandiginda miR-216b-5p ifadesinin anlamli bir
sekilde diismesi bu miRNA’nin meme kanserinde tiimor baskilayici rol oynadigina
isaret etmistir.

e Yapilan 6n calismalarda miR-216b-5p’nin 6zellikle direngli hiicrelerde antikanser
etkinlik gosterdiginin goriilmesi lizerine duyarli ve direngli hiicrelerle yapilan
mikrodizin deneyleri sonucunda bu miRNA’nin direngli hiicreler iizerindeki etkisini
nekroptoz yolagi lizerinden ger¢eklestirdigi diisinlilmiistiir. Mikrodizin veri analizi
sonucunda ¢ikan nekroptoz yolagindaki genlerin ifade artisinin es-zamanh PZR
ile dogrulanabilmesi ve hiicre deneyleri sirasinda mimik ile transfekte edilmis
direncli hiicrelerde gozle goriilen hiicre 6liimii etki mekanizmasi olarak bu
yolag1 one ¢cikarmstir.

e Yapilan apoptoz deneyleri sonucunda spesifik olarak miR-216b-5p ile transfekte
edilmig direnc¢li hiicrelerde ge¢ apoptoz/nekroz evresi one ¢ikmistir. Mimik ile

transfekte edilmis direncli hiicrelerde hiicre oliimii gozlenirken duyarh
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hiicrelerde o6lilm goriilmemesi yine miR-216b-5p’nin direngli hiicreler
iizerindeki etkisini hiicre oliimii iizerinden yaptigim gostermistir.

e Mikrodizin deneylerinden ¢ikan sonuglarla miR-216b-5p’nin biyoinformatik olarak
elde edilen hedefleri bir arada degerlendirildiginde bir onkogen oldugu bilinen Jun
goze carpmistir. Bu zamana kadar meme kanserinde miR-216b-5p — jun — apoptoz
iligkisi gosterilmemistir ancak Jun kaynakli apoptozu ele alan calismalar
bulunmaktadir. Es-zamanli PZR ve western blot sonuclari ile de dogrulanan miR-
216b-5p ile transfekte edilmis direncli hiicrelerdeki Jun ifade disilisii goriilen
apoptotik etki ile iliskilendirilmistir ve miR-216b-5p’nin direncli hiicrelerde
neden oldugu hiicre oliimiinii Jun iizerinden gerceklestirebilecegi sonucuna

varilmstir.
Tlerde yapilmasi diisiiniilen calismalar;

e On bulgulardan yola ¢ikarak miR-216b-5p’nin diger antikanser etkinliklerinin
molekiiler olarak aydinlatilmasi.

e miR-216b-5p’nin TNBC hiicreleri iizerindeki etkilerinin arastirilmasi.
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8. EKLER

EK 1. miR-216b-5p ile transfekte edilmis direngli hiicrelerde (R2iep) scr kontrol ile
transfekte edilmis direngli hiicrelere (Rscr) gore ifade degisikligi gosteren genler
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EK 2. miR-216b-5p ile transfekte edilmis duyarli hiicrelerde (Wa2isv) scr kontrol ile
transfekte edilmis duyarli hiicrelere (Wscr) gore ifade degisikligi gosteren genler
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miR-29b-2-5p’nin HER2+ meme kanseri
hiicrelerinde trastuzumab etkinligindeki rolii

Istar Burcu Dolapgi!, Fatma Funda Demirsoy!, Hakan
Giirdal?, Bala Giir Dedeoglu'

! Ankara Universitesi Bivoteknoloji Enstitiisii
*Ankara Universitesi Tibbi Farmakoloji Anabilim Dali

Meme kanseri, gen ifade profillerine gére molekiiler alt
tiplere ayrilir ve etkin tedavi yontemleri alt tiplere gére
belirlenir. HER?2 ifadesinin artig gosterdigi alt tip
(HER2+) igin en sik kullanilan ilag insan monoklonal
antikoru trastuzumabdir (Herceptin). Ancak metastatik
tiimorlerde birinci yilin sonunda ilag direncine siklikla
rastlanir. MikroRNA’lar (miRNA) 19-23 niikleotid
uzunlugunda olup transkripsiyon sonrasinda gen ifadesini
diizenleyici olarak gorev yaparlar ve son zamanlarda
yapilan ¢aligmalarda kanser yolaklarindaki kilit
noktalarda rol oynadiklart ortaya ¢ikmistir. Bu ¢aliymada,
miR-29b-2-5p’nin trastuzumaba duyarlt HER2+ meme
kanseri hiicrelerindeki antikanser etkinliginin ve
trastuzumab etkinligindeki roliiniin agtklanmasi
hedeflenmistir. Caliymada HER2+ hiicre hatti olarak
SKBR3 kullanilmistir ve miR-29b-2-5p’nin hiicrelerin
proliferasyon ve motiliteleri iizerine ve trastuzumab
duyarliligina olan etkisi aragtirtlmistir. xCELLigence
real-time cell analyzer kullanilarak proliferasyon ve
motilite deneyleri yapilmigtir. miR-29b-2-5p’nin
potansiyel hedef genleri biyoinformatik olarak
belirlenmistir. Bu hedef genler, proliferasyon, motilite ve
trastuzumab direnci ile alakal1 genler ile kesistirilmis ve
ortak genlerle yolak zenginlestirme analizleri yapilmustur.
miR-29b-2-5p ile transfekte edilmis SKBR3 hiicrelerinde
proliferasyon ve hiicre hareketliliginin anlamli sekilde
azaldig1 ve trastuzumab etkinliginin arttig1 gézlenmistir.
miR-29b-2-5p hedef genleri ile gergeklestirilmis olan
yolak zenginlestirme analizleri bu miRNA nin
proliferasyon ve motiliteyi fokal adezyon, MAPK ve
PI3K-Akt sinyal yolaklarini ve apoptoz siirecini
etkileyerek diizenleyebilecegine isaret etmektedir. Bu
sonuglar dogrultusunda, miR-29b-2-5p’nin HER2+ meme
kanseri tedavisinde terapdtik hedef olarak kullanilmasi
diisiiniilebilir.

68

miR-29b-2-5p regulates the sensitivity of
HER2+ breast cancer cells to trastuzumab

Istar Burcu Dolapgi', Fatma Funda Demirsoy', Hakan
Giirdal?, Bala Giir Dedeoglu'

! Ankara University Biotechnology Institute
“Ankara University Department of Pharmacology

Breast cancer is classified into different molecular
subtypes according to gene expression profiles and an
effective treatment is determined according to these
subtypes. The most commonly used treatment for the
HER?2 overexpressing subtype (HER2+) is human
monoclonal antibody trastuzumab (Herceptin). However,
resistance to the drug frequently occurs after one year in
metastatic tumors. MicroRNAs (miRNAs) are 19-23
nucleotide long small RNAs, which regulate gene
expression in post-transcriptional level. Recent studies
show that they have some key roles in cancer related
pathways. In this study, the aim is explaining the
anticancer activity of miR-29b-2-5p in trastuzumab
sensitive HER2+ breast cancer cells and the role of this
miRNA in trastuzumab effectiveness. SKBR3 is used as a
HER2+ cell line and the effect of miR-29b-2-5p in
proliferation and motility capacities of these cells and in
their sensitivity to trastuzumab is investigated.
Proliferation and motility experiments are performed by
using xCELLigence real-time cell analyzer. Potential
target genes of miR-29b-2-5p were determined
bioinformatically. These target genes were intersected
with the genes that are related to proliferation, motility,
and trastuzumab resistance and pathway enrichment
analyses was performed with the common genes. In miR-
29b-2-5p transfected SKBR3 cells, a significant decrease
in proliferation and cell motility and an increase in
trastuzumab sensitivity were observed. The pathway
enrichment analyses performed with the miR-29b-2-5p
target genes showed that this miRNA could regulate
proliferation and motility through focal adhesion, MAPK
and PI3K-Akt signaling pathways and apoptosis process.
According to these results, miR-29b-2-5p could be
suggested as a therapeutic target in HER2+ breast cancer
treatment.
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GiRis

Meme kanseri, gen ifade profillerine gére molekdler alt tiplere ayrilir ve etkin tedavi yontemleri alt tiplere gore belirlenir. HER2 ifadesinin artis gosterdigi alt tip (HER2+) icin
en sik kullanilan ilag insan monoklonal antikoru trastuzumabdir (Herceptin). Ancak metastatik tiimérlerde birinci yilin sonunda ilag direncine siklikla rastlanir. MikroRNA'lar
(miRNA) 19-23 niikleotid uzunlugunda olup transkripsiyon sonrasinda gen ifadesini diizenleyici olarak gérev yaparlar ve son zamanlarda yapilan galismalarda kanser

yolaklarindaki kilit noktalarda rol oynadiklari ortaya ¢ikmistir.

AMAG

miR-29b-2-5p’nin trastuzumaba duyarli HER2+ meme kanseri hiicrelerindeki antikanser etkinliginin ve trastuzumab etkinligindeki rolintin agiklanmasi hedeflenmistir.

BULGULAR

Laboratuvarimizda yapilan dnceki galismalarda trastuzumab duyarli hiicreler olan
SKBR3 ve BT-474 meme kanseri hicrelerine trastuzumab uygulanmig ve ifade
degisikligi gosteren miRNA’lar mikrodizin yontemi ile belirlenmistir. Deneysel olarak
elde edilen trastuzumab-duyarli miRNA'lar kullanilarak homojen network modelleri
yaratilmis ve miRNA ciftleri arasindaki etkilesim hedef alinan ortak yolaklar
tzerinden agiklanmigtir. miR-29b-2-5p’nin iki grubu birbirine baglayan merkez
noktada oldugu bulunmustur (Sekil 1) [1].
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Sekil 1. miR-29b-2-5p iki grubun merkezinde yer alir. Yesil node’lar ifadesi azalan, kirmizi
node’lar ifadesi artan miRNA'lari géstermektedir.

Bu sonugtan yola ¢ikarak, miR-29b-2-5p’nin HER2+ olan SKBR3 hiicrelerinin
proliferasyon ve motiliteleri Uzerine ve trastuzumab duyarliigina olan etkisi
arastirlmistir. xCELLigence real-time cell analyzer kullanilarak proliferasyon ve
motilite deneyleri yapilmisti. miR-29b-2-5p ile transfekte edilmis SKBR3
hiicrelerinde proliferasyon ve hiicre hareketliliginin anlamli sekilde azaldigi ve
trastuzumab etkinliginin arttigi gozlenmistir (Sekil 2). SKBR3 hiicreleri miR-29b-2-5p
ile transfekte edildikten sonra trastuzumab ile muamele edildiginde hucrelerin
doubling-time’lari  kontrole  gére  uzamigtir.  Doubling-time’in  uzamasi
proliferasyonun yavagladigini gosterir bu nedenle miRNA’nin trastuzumab etkinligini
arttirdigi soylenebilir (Sekil 2a). Hiicrelerin miR-29b-2-5p ile transfeksiyonundan 48
saat sonra kaldiriip CIM plaka kuyularina ekilmesiyle hiicre hareketliligi
olgtlmustar. 40 saat igerisinde alinan olglimlere gore miRNA ile transfekte edilen
hucrelerin hareketliliginde azalma gorulmustr (Sekil 2b).
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Sekil 2. miR-29b-2-5p ile transfekte edilmis SKBR3 hiicrelerinin proliferasyon ve motilite
sonuglari. a) SKBR3 hicreleri miR-29b-2-5p ile transfekte edildikten sonra trastuzumab ile
muamele edildiginde hiicrelerin doubling-time’lari kontrole gore artmistir. b) SKBR3 hiicreleri
miR-29b-2-5p ile transfekte edildiginde hiicre hareketliliginde azalma gorilmustir.

miR-29b-2-5p’nin potansiyel hedef genleri miRWalk [2] veritabani kullanilarak
belirlenmistir. Hedef genler NCBI veritabanindan alinan proliferasyon, motilite ve
trastuzumab direnci ile iliskili gen setleriyle VENNY [3] programi kullanilarak
kesistirilmis ve elde edilen ortak genlerle yolak zenginlestirme analizleri yapilmigtir.
Bu analizler, miR-29b-2-5p’nin proliferasyon ve motiliteyi fokal adezyon, MAPK ve
PI3K-Akt sinyal yolaklarini ve apoptoz siirecini etkileyerek dizenleyebilecegine isaret
etmektedir (Tablo 1). Sonuglar incelendiginde en ¢ok zenginlesen yolagin PI3K/Akt
sinyal yolagi oldugu gorilmustur (Sekil 3).

Tablo 1. inlestirme lizleri ja 6ne cikan yolaklar. Proliferasyon, motilite ve
trastuzumab direnci ile iliskili gen setleri ve miR-29b-2-5p hedefleri ayri ayri kesistirilmis ve elde
edilen farkli yolaklar tek bir tabloda listelenmistir.

GeneSet | Description Size Expect Ratio P value FDR
PI3K-Akt

hsa04151 | signaling 354 52.989 2.9063 0 0
pathway
MAPK

hsa04010 signaling 295 44.157 2.7855 ] 0
pathway

hsa04510 rocsl 199 10524 6.5563 0 4
adhesion

hsa04210 Apoptosis 136 2.3671 46470 0.000022331  0.0072798
VEGF

hsa04370 | signaling 59 1.0269 58428 | 000052416  0.018986
pathway

Sekil 3. PI3K/Akt sinyal yolag. En cok sayida geni barindirarak en ¢ok zenginlegen yolak
PI3K/Akt sinyal yolagidir. Kirmizi ile isaretlenmis olan genler miR-29b-2-5p’nin potansiyel
hedefleridir.

SONUC
miR-29b-2-5p’nin HER2+ meme kanseri tedavisinde terapotik hedef olarak
kullanilmasi dugtindlebilir.

TESEKKUR: Galisma 2175442 numarali TUBITAK projesi tarafindan desteklenmistir.
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