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ONSOz

MikroRNA’lar gen ifadesinin diizenlenmesinde oldukga dnemli bir gérev tstlenmektedirler. Her
genin transkripsiyonu RNA Polimeraz Il tarafindan yapildigindan ve 6karyotik transkripsiyonda
transkripsiyonel faktorlerin 6nemli diizenleyici gérevleri bulundugundan biz bu ¢alismamizda
bir transkripsiyonel olan ve KHDAK hcrelerinde invazyondan sorumlu oldugunu daha dnceki
calismalarimizda gdsterdigimiz NF-kB’nin oOkaryotik miRNA genlerinin transkripsiyonunu
indUkleyerek KHDAK hicre invazyonunu indikledigini géstermis bulunuyoruz. Sagkalim orani
oldukga disuk olan KHDAK’nin tedavisinde hedef molekiller olarak kullanilabilecek yeni

miRNA’lar bu ¢galismamizda tanimlamis bulunmaktayiz.
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OzZET

Akciger kanseri, tim dinyada kanser iligkili élimlerde birinci sirada gelmektedir. Akciger
kanseri hastalarinin 8liim sebebinin yaklasik %901 metastazdan dolayidir. invazyon, kanser
hiicrelerinin metastaz yapmasi igin kritik ve dnemli adimidir. Onceki galismamizda KHDAK de,
AKt/NF-kB yolaginin surekli aktif oldugunu ve hicresel invazyonu uyardigini ve PTEN'’in bu
yolagi inhibe ederek invazyonu baskiladigini géstermistik. Bu ¢alismada TNF-a uyarimli NF-
kB aktivasyonu ile KHDAK invazyonunu indikleyen miRNA’lari belirlemeyi amacladik. TNF-a
tarafindan aktive edilen NF-kB aracili miRNAlarin tespiti icin ChIP kit (Kromozom
immunipresitasyon kiti) kullanildi. H1299, PC14, PC3 hucreleri ChIP yéntemi icin TNF-a
(30ng/ml) muamale edildiler. Kromotin érnekleri 250-500 bp fragment araliginda 3 hicre igin
hazirlandi. ChIP sekans ile okunan kromotin bdlgeleri biyoenformatik araclar kullanilarak
analiz edildi. NF-kB ile iligkili ve KHDAK invazyonunda potensiyel rolleri olan miRNAlarin
bulunmasi igin ayrica bir bioinformatic analiz de yapilmistir. NF-kB tarafindan aktive edilip
KHDAK invazyonu ile iliskili olabilecek 16 miRNA saptandi. ilk olarak H1299, PC14 ve PC3
hicreleri bu 16 mimik miRNA ile transfekte edildi ve onlarin KHDAK invazyonuna etkileri
invazyon chamber yontemi ile arastirildi. Sonuglarimiz agikga géstermektedir ki; miR-548a-3p,
miR-548as-3p, mMiR-8078, miR-1915, miR-6814-3p, miR-548q mimikleri H1299 hiicre
invazyonunu, miR-548v, miR-548h-5p, miR-138-5p, miR-548a-3p, miR-548as-3p ve miR-8078
mimikleri PC14 hicre invazyonunu, miR-138-5p, miR-1203, miR-4651 mimikleri PC3 hucre
invazyonunu indiklemektedirler. Biz bu yukarida saptadigimiz invazyonu indikleyen
miRNAlarin NF-kB tarafindan dizenlendiginden emin olmak i¢in sonuglarimizi RT-PCR ile
dogrulamak istedik.

Sonug¢ olarak, miR-548q, miR-548a-3p, mMiR-584as-3p, mMiR-1915 ve miR-8078 H1299
hicrelerinde, miR-138-5p, miR-548a-3p, miR-548as-3p ve miR-8078 PC14’de, miR-1203 ise
PC3 de hiicre invazyonunu indikledigi ve bu miRNA genlerinin transkripsiyonlarinin NF-kB

tarafindan pozitif ydnde regule edildigini bulmus olduk.

Anahtar Kelimeler: KHDAK, TNF-a, NF-kB, miRNA, ChiP.
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ABSTRACT

Lung Cancer is the leading cause of cancer related deaths in the world and
approximately 90% patients with lung cancer ultimately die from metastatic disease.
Metastasis is the most dangerous step of cancer. In our recently published work showed that
AKt/NF-kB pathway is continuously active and induces cellular invasion and PTEN suppresses
cellular invasion via inhibition of Akt/NF-kB pathway. In this study we aimed to show NF-kB
mediated induction of miRNA expression can responsible for inducing NSCLC invasion. We
used Chromatin Immunoprecipitation (ChIP) Assay Kit for detection of TNF-a induced NF-kB
mediated miRNAs. Therefore, H1299, Pc14 ve PC3 cells treated by TNF-a(30ng/ml) for ChIP
assay. Chromatin samples prepared range from 250-500 bp fragment for three cell lines
performed Chip Sequencing. Chromatin regions, reading with ChlP-Seq, were analyzed using
bioinformatics tools. We performed a bioinformatics search for transcription factor binding sites
in human genomic sequence. We also performed additional bioinformatics search for to find
NF-kB related miRNAs which potentially take a role in NSCLC invasion. We find 16 miRNAs
which potentially induced by NF-kB and NSCLC invasion related. We first transfected H1299,
PC14 and PC3 cells with these 16 miRNA mimics and examined their effects on NSCLC
invasion by invasion chamber method. Our results indicate that miR-548a-3p, miR-548as-3p,
miR-8078, miR-1915, miR-6814-3p, miR-548g mimics can indice cellular invasion on H1299,
miR-548v, miR-548h-5p, miR-138-5p, miR-548a-3p, miR-548as-3p ve miR-8078 mimics can
induce cellular invasion on PC14, miR-138-5p, miR-1203, miR-4651 mimics can induce
cellular invasion on PC3 cells. We also verified our results by RT-PCR because, we want to
sure that there above miRNAs, which can induce invasion, can also transcriptionally regulated
by NF-kB or not.

As a conclusion, we find that miR-548q, miR-548a-3p, miR-584as-3p, miR-1915 and
mMiR-8078 in H1299, miR-138-5p, miR-548a-3p, miR-548as-3p and miR-8078 in PC14 and
miR-1203 in PC3 can induce cellular invasion and their transcription positively regulated by
NF-kB activity.

Keywords: NSCLC, TNF-a, NF-kB, miRNA, ChIP assay.

Vi
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1. GIRIS

Akciger kanseri, kanser iligkili 8limler arasinda 6nde gelmektedir. Diinya genelinde akciger
kanserinde g6ziken sag kalim orani %10-15’tir. Bunun sebebi akciger kanseri timoérine sahip
hastalarda metastazin ve lezyonlarin teshisinin ge¢ olmasidir. Giincel Diinya Saglik Orgiitii
(WHO) siniflandirmasina gore; akciger kanserinin bir alt tlirG olarak kiguk hucreli digi akciger
karsinomu (KHDAK), akciger kanseri vakalarinin yaklagik olarak %70-80’ini olusturdugu
belirtiimektedir. Kanser iligkili dlimlerde akciger kanserinin basta gelmesinin sebebi; akciger
kanseri vakalarinin buyik ¢ogunlugunu olusturan KHDAK’nin yiksek invazyon ve metastaz
yapma potansiyelinden dolayi agresif bir yapiya sahip olmasindandir (Mehlen vd., 2006).

Kanser bilindigi gibi genetik altyapi ve c¢evresel faktorlerinde etkisiyle meydana
gelmektedir. Saglikh bir hiicrenin proto-onkogenlerinde ve/veya timoér baskilayici genlerinde
meydana gelen genetik ve/veya epigenetik anormalliklerin hepsi kanserin olusumunu
tetiklemektedir. Bu degisimler neticesinde hicrede c¢ogalma, invaziv 06zellik kazanma,
programli hicre 6liminden (apoptozis) kacis ve sagkalim 6zellikleri kazanmaktadir. Kanser
iliskili 6limlere bakildiginda, bunun en dnemli sebebinin kanser hiicrelerinin metastaz yaparak
farkl doku ve organlarda yeniden bir timor olusturmasidir. Metastaz oldukga karmasik bir
prosestir. Tumaorun hucrelerinin kdken aldigi bélgeden EMT denilen epitel-mezenkimal gecis
gerceklestirerek invaziv 6zellik kazanip bazal laminayi asip damar icerisine girerek farkli doku
ve organlara yayllmasi metastazin temel basamaklaridir. Bu basamaklar igerisinde anahtar
rolii invazyon olusturmaktadir. invazyon birgok molekiil tarafindan diizenlenen oldukga
kompleks bir mekanizmadir.

miRNA’larin birgok hucresel proseste mRNA’larin 3'UTR lerini hedefleyerek genlerin
negatif dlzenleyicisi olarak rol alan énemli elemanlardir. Bugline kadar kodlanmaya bu ktiglik
RNA parcalarinin bir¢ok hastalik ve hiicresel aktivitenin diizenlenmesinde énemli gorevleri
oldugu tespit edilmis ve edilmeye devam etmektedir. miRNA’larda mRNA’lar gibi c¢esitli
transkripsiyon faktorleri ile dizenlenirler ve transkripsiyonlari RNA Polimeraz Il tarafindan
gerceklestirilir. Bircok kanserde ve Ozellikle akciger kanserinde invazyon, sagkalim,
farklilasma, ilaca direng, apoptozdan kagis gibi birgok hilcresel prosesin uyariimasinda
anahtar role sahip NF-kB transkripsiyon faktérinin hicresel invazyonun indikleme
mekanizmasinda miRNA’larinda oldugunu dusunmekteyiz. Biz de c¢alismamiz da,
KHDAK'’inde TNF-a ile NF-kB’nin aktivasyonuyla invazyonu indukleyen miRNA’lari tespit
etmeyi amacladik. BOylece karmasgik olan invazyon mekanizmasinda oncul dizenleyici olan

miRNA’larla iligkisi aydinlatiimis olacaktir.
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2. LITERATUR OZETi

PI3K(Fosfatidilinositol-3-OH kinaz)/Akt yolagi cogu kanserde siklikla aktif olan bir yolaktir
(Akca, et al. 2011). Bu yolagin aktivasyonu ile STAT3, Ap-1 ve Nukleer Faktdr kappa B (NF-
kB) gibi bazi transkripsiyon faktorleri aktive olmaktadir. Bu transkripsiyon faktorleri arasinda
en onemlilerinde biri kanser gelisimi, invazyon, anjiyogenezis, metastazis, hlicre gogalmasi ve
apoptozisten kacisi aktive edebilen NF-kB’dir (Aggarwal, 2004). NF-kB meme, akciger,
pankreas, prostat gibi bircok kanser tlrinde surekli aktiftir. NF-kB, sitoplazmada DNA
baglanma altiniteleri (p50 ve p52) ve transkripsiyonel aktivite gésteren altliniteleri (p65 (RelA),
RelB ve c-Rel) ile heterodimer olarak inhibitor kappa B (IkB) proteinleri (IkBa, kBB, IkBy, IkBg)
tarafindan tutulur (Gustin vd., 2004). IkB proteinleri, ¢esitli sitokinlerle uyarilarak fosforillenir,
poliubikitinlenir ve 26S proteazomal degredasyona ugrayarak NF-kB heterodimerleri serbest
kalir. IkB proteinleri, bir serin threonin kinaz olan IKKa ve IKKP ve ikisi i¢in iskelet gérevi géren
IKKy (NEMO) tarafindan fosforillenir ve NF-kB’nin IkBlerce maskelenmis olan nukleer
lokalizasyon dizisi agiga cikar ve nikleusa lokalize olur (Anrather vd., 1997). IKKa ve IKKB
cesitli kinazlarlar fosforile edilebilirler. Bunlardan biri PI3K'in alt hedefi olan Akt serin-threonin
kinazdir. Akt cesitli sitokinler ve mitojenlerce aktive edilebilir. TNF-a Aktyi aktive eden
sitokinlerdendir (Ozes vd., 1999). Bdylece Akt aktivasyonu ile IKKa ve IKK fosforillenir ve 1kB
fosforillenerek NF-kB heterodimer proteinleri nikleusa lokalize olur ve hedef DNA baglanma
bdlgelerine baglanarak gesitli genlerin transkripsiyonel dizeyde dizenlenmelerini saglarlar.

Kicuk kodlanmayan RNA’lar sinifina giren MikroRNA’lar (miRNA), mRNA’larin 3’
kodlanmayan bdlgelerine (3’-UTR) komplementer olarak baglanip mRNA’'nin translasyonu
engelleyerek gen ifadesinin dizenlenmesinde kritik bir role sahiptirler. Bir miRNA ylzlerce
MRNA’y1 hedef alarak translasyonunu engelledigi gibi bir mRNA’da yuzlerce miRNA tarafindan
hedef alinarak translasyonu baskilanabilmektedir (Lin vd., 2015). miRNA’lar 21-25 nukleotid
uzunlugunda, i¢ kaynakli kiigik RNA molekdllerinin genis bir sinifini olustururlar.
miRNA’lar ilk olarak C.elegans’in gelisimi Uzerine yapilan ¢alismalarda kesfedilmiglerdir. C.
elegans uzerinde yapilan galismada i¢ kaynakh (endojenik) kiigik bir RNA pargasinin (lin-4);
post-embriyonik gelisme igin gerekli bir proteini kodlayan lin-14’ genin translasyonunu genin 3°
bolgesinde bulunan ve translasyona ugramayan boélgesiyle (3 -UTR) RNA-RNA etkilesimine
girerek translasyonunu duzenledigini gosterilmistir (Lee vd., 2004). Daha sonra bu ¢aligmayi
destekler nitelikte olan ve yine C. elegans izerinde yapilan bir bagka ¢alismada ise let—7 genini
baskilayan kiguk kodlanmayan RNA parcalarinin varhgi gosterilmistir. Endojen kuguk
RNA’larin, haberci RNA’larin  (mRNA) translasyonunu baskiladigi hipotezi yapilan
arastirmalarla desteklenmis ve “miRNA” terimi Science dergisinde yayinlanan bir dizi

makalede onerilmis ve kabul gormuUstir (Lagos-Quintana vd., 2001). Bdylece miRNAlarin
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hicrenin yasam doéngUsu boyunca birgok dizeyde hemostasis’in postranskripsiyonel olarak
duzenleyen oldukc¢a dnemli rolleri oldugu kabul gérmuastir. miRNA genleri Y kromozomu harig
butun kromozomlarda dagiimistir (Kozomara vd., 2011).

miRNA’larda diger mRNA’larda oldugu gibi RNA Polimeraz |l tarafindan transkribe
edilirler. DNA’dan ilk sentezlenen birincil miRNA transkribine primary miRNA (pri-miRNA)
denir. miRNA’larda, RNA polimeraz Il tarafindan transkribe olduklarindan, mRNA gibi 5’cap,
splays ve poliadenilasyon modifikasyonlarina ugrarlar (Lee, et al. 2004). miRNA’larin yaklasik
%30’u protein kodlayan genlerin intronlarindan sentezlenirken diger buyuk kismi ise kendine
ait gen bélgelerine sahiptirler (Lin vd., 2015). ilk sentezlenen bu uzun pri-miRNA &éncelikle
nikleusta iki adet RNaz Il enzim iceren DROSHA ve cift zincir RNA baglayan DiGeorge
syndrome critical region 8 (DGCRS8) denilen bir proteinle kompleks tarafindan kesilir (Gregory
vd., 2004). Sap-ilmik yapisindaki pri-miRNA kirpilinca yaklasik 60-70 nikleotidlik sa¢ tokasi
yapisinda pre-miRNA olusur (Gregory, et al. 2004). Olusan pre-miRNA exportin 5 ile
sitoplazmaya aktarilir (Yi vd., 2003). Sitoplazmada yine iki katalitik RNaz Il akivitesine sahip
DICER1 denilen enzim ile cift zincir pre-miRNA asimetrik olarak kirpilir. Pre-miRNA kirpildiktan
sonra 3’ ucunda 2 nikleotidlik fazlalikh yaklasik 22 nikleotit uzunlugunda c¢ift zincir olgun
miRNA ortaya cikar (Bernstein vd., 2001). Asimetrik olarak kesilmis olan ¢ift zincir olgun
miRNA Argonat denilen (AGO1, AGO2, AGO3 veya AGO4) proteinler tarafindan tek zincir
olarak baglanir ve RNA ile uyarilmis susturma kompleksi (RNA Induced Silencing Complex-
RISC) olusur (Chendrimada vd., 2005). Tek zincir olgun miRNA RISC kompleksine rehberlik
yaprak hedef dizisine kompleksin baglanmasini saglar. Hedef mMRNA 3’ UTR dizisine baglanan
mMiRISC kompleksi translasyonun durmasini veya mRNA’nin par¢alanmasini saglar (Gregory

vd., 2005). Bu islem sitoplazmada P cismi denilen yerde gerceklesir (Sekil 1).
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Sekil 1. miRNA biyogenezi (Lin vd., 2015).

RISC icindeki miRNA’lar hedef mRNA’lar1 3' UTR bolgelerindeki baz eslesmesine goére
belirlerler. Hedef se¢iminde baglanmayi saglayan kisim ise “cekirdek-seed” adi verilen sinirli
bir bélgedir (Saunders vd., 2007). Bunun yani sira, miRNA ya da mRNA’lara baglanan
proteinler de hedef secimini etkiler. miRNA’lar genel olarak posttranskripsiyonel dizenlenmeyi;
translasyonu baskilayarak veya mRNA hedeflerinin yikimini saglayarak yapar. Olgun
mRNA’larda translasyonun basglatiimasinda elF4E (6karyotik baglatim faktéri 4E) ile 7-
metilguanozin dizilimi arasinda dogrudan bir etkilegim gereklidir. miRNA’lar mMRNA’nin 3'-UTR
bolgesine baglandiginda, RISC’teki Ago proteinleri mRNA'nin 7-metilguanozin bdlgesiyle
etkilesime girerek elF4E’'nin mRNA’'ya baglanmasini bloke eder ve boéylece translasyonun
baglamasini engeller. ilgili miRNA'nin baglanmasini takiben mRNA yikimi gergeklestirilerek
MRNA yok olmasiyla sonuclanir (Filipowicz vd., 2008). miR-124’in mRNA hedefleri izerine
yapilan arastirmalar; miRNA’larin hedefi olan mRNA’larin hem translasyonunu hem de
varligini azalttigini, translasyonun baslangi¢ asamasinda sonlandirildigini veya translasyonun
oldugu bodlgede ribozom sayisinin azaltildigini gostermigtir (Hendrickson vd., 2009). Bu
yuzden hedef mRNA’larin ¢cogu ayni anda hem translasyonel olarak baskilanma hem de
yikima maruz kalirlar.

miRNA iglevi mRNA’'nin tek bir belirli bolgesine baglanmaya endeksli degildir.
Galismalarda miRNA-ribonukleoprotein birlesmesinin hedef mMRNA’nin herhangi bir bdlgesine

baglanarak baslamis olan translasyonu mekanik olarak engelleyebildigi gosterilmigtir (Lytle

4
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vd., 2007). Yapilan arastirmalarda miRNA’nin reseptdr etkilesimli protein 140'in 5’-UTR
bolgesine baglanmasiyla ve 3'-UTR bodlgelerinde gosterdigi etkinligiyle kiyaslandiginda daha
az etkin olsa da 37 miRNA’larin mRNA’da kodlanan boélgeleri de hedefleyebildigini ortaya
koyan sonugclar alinmigtir. miRNA’lar ve ilgili RISC bir mRNA hedefine baglandiginda, RISC
kompleksinde bulunan ve mitojen aktive edici bir kinaz olan P38 ile fosforile olan argonat
proteini-2 (Ago2)'nin hedef mRNA'yi iglevsel parcalara ayirdigini gdsteren calismalar
yapiimigtir (Pillai, et al. 2005). Bazi mRNA’larin yikim sonrasi RISC olusumundan ayrildiktan

sonra ribozomlara baglanip translasyona ugradigi da gosterilmistir.

mikroRNA’lar araciligiyla gerceklesen gen regulasyonu cesitli hlicresel slreclerde
homeostasiyi saglama acgisindan énemli bir role sahiptir. MikroRNA’larin en énemli rol ¢esitli
hicresel mMRNA'lari hedef alarak gelisim surecinin deg@isik donemlerinde hiicresel sinyal iletim
yollarinin aktivasyonunu ya da represyonunu saglamaktir (Tsuchiya vd., 2011). MikroRNA
fonksiyon bozukluklarinin sonucu olarak sinyal iletim yollarinda defektler gézlenmekte ve
bunun sonucu olarak hiicresel homeostasi bozulmaktadir (Tsuchiya vd., 2011). Kanser
hicrelerinde mikroRNA fonksiyon bozukluklarinin sonucu olarak timor baskilayici sistemlerin
represyonu, onkogenik yollarin ise aktivasyonu gerceklesmektedir (Tsuchiya vd., 2011).
miRNA’lar kanserde bir¢ok molekuller yolagl onkogen ve timdr supresor genleri hedef alarak
epitel-mezenkimal gecis, invazyon, metastaz ve ilag direngliligi vb. hicresel aktiviteleri
dizenleyebilmektedirler (Ahmad vd., 2013). Bdylelikle kanser iligkili miRNA’lar, metastamir,
onkomir veya timor supresér olarak isimlendirilerek siniflandiriimaktadir (Hurst vd., 2009;
Yanokura vd., 2015).

NF-kB kanser gelisimi ve progresyonunda siki kontrol edilen bir transkripsiyon
faktortudur (Ozes vd., 1999). Cogu kanserde surekli aktif olan NF-kB bir¢ok hiicresel aktivitenin
(inflamasyon, invazyon, metastaz, anjiyogenez, apoptozisten kagis) induklenmesinde rol
oynamaktadir (Aggarwal, 2004; Baldwin, 1996). Bu aktivitelerin gergeklesmesi igin birgok gen
NF-kB tarafindan dlzenlenmektedir (Karin vd., 2002). Son vyillarda yapilan miRNA
calismalarinda kanser hicrelerinde normal hucrelere gore duzenlenmelerinin  degistigi
transkripsiyon seviyelerinin artarak veya azalarak kanserlesmede rol oynadiklari gésterilmistir
(Sun vd., 2016). Bu miRNA’lar kanser hucrelerinde ifadesi degisen cesitli yolak veya bu
yolaklarda goérev alan transkripsiyon faktorleri ile duzenlenmektedirler. Transkripsiyon
faktorleri miRNA’larin promoter bodlgelerine baglanarak ifadelerini diuzenledikleri birgok
calismada gosterilmistir (Jeon vd., 2015; Tsuchiya vd., 2011). NF-kB’nin de ¢ogu kanserde
surekli aktif olmasi ve hicresel birgok aktivitede oynadigi rolden dolayi birgok galisma bu
aktivitelerde NF-kB’nin miRNAlar araciligiyla da rol oynadigini disindirmus ve birgok ¢calisma

yapilmis ve yapilmaya devam etmektedir
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Tdm bilinenler dogrultusunda, insanda bugtine kadar tanimlanmis yaklasik 2800 adet
miRNA'nin bir¢cok hicresel faaliyette rol aldiklari agikardir. Tanimlanan miRNA’larin buayuk
cogunlugunun hedefleri ve biyolojik aktiviteleri bilinmemektedir. Bunun tzerine literatirde bu
boslugu dolduracak birgok ¢alisma yapiimis ve yapilmaya devam etmektedir. Genetik dizeyde
kontrol denildiginde mekanizmada rol alan her elemanin bilinesi 6nem arz etmektedir. Dolayisi
ile NF-kB gibi hiicresel diizeyde migrasyon, invazyon, sagkalim, hiicre gogalmasi, inflamasyon
gibi bircok aktivitede gorev alan transkripsiyon faktorinin hicrede bu aktivitelerin
indiklenmesindeki mekanizmalarda rol oynayan genetik faktérlerin tamaminin aciga
cikariimasi énemlidir. Biz bu calismamizda TNF-a/PI3K/AKT yolagi ile aktiflesen NF-kB’nin
nikleusa gecerek invazyonu aktive eden miRNA genlerinin promotorlarina baglanarak onlarin

transkripsiyonunu indiklemek sureti ile KHDAK invazyonunu arttirdigini gostermeye calistik.
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3. GEREG VE YONTEM

3.1 Hiicre Kiltiira
Proje arastirmasi boyunca H1299, PC3, PC14 KHDAK hicre hatlari kullanildi. Kaltdr
sartlari %10 Fetal Bovine Serum ve % 0,5’lik penisilin/streptomisin iceren RPMI besi

ortaminda, 37°C’de, %5 CO; ve %95 nemli hava ortaminda gergeklestirildi.

3.2 Lusiferaz deneyi

Lusiferaz deneyleri Dual-Luciferase Reporter Assay System (Promega) kiti kullanilarak
gerceklestiriimistir. PC3, PC14 ve H1299 KHDAK hiicreleri tripsin edilerek 6 well plate' lere
aktarildi ve %80 yogdunluga ulastiklarinda hicrelere NF-kB lUsiferaz vektor ve renila lUsiferaz
kontrol vektor, Lipofectamin 2000 (Invitrogen) transfeksiyon ajani kullanilarak transfekte edildi.
Transfeksiyon verimliligi GFP vektor yardimi ile olctlmis ve yeterli verimlilikte oldugu
gorulmustir. 24 saat sonra hicrelerin besi yerleri degistirilerek hiicrelere serum free medium
eklenmis ve 24 saat bu medyumda hicreler inkiibe edilerek NF-kB aktivasyonunun bazal
seviyeye dismesi hedeflenmistir. Ardindan hicreler, NF-kB inhibitorleri ile (Triptolit (20ng/ml),
LY294002 (8 uM), BAY11-7082 (10 pM) ve MG132 (10 uM)) 1 saat muamele edildikten sonra
TNFa (30ng/ml) uygulanarak 8 saat 37°C de %5 CO>’ li ortamda inkuibe edilerek kit i¢eriginde
bulunan pasif liziz tampon ile muamele edilerek lisiferaz aktivitesi luminometrik olarak
belirlenmigtir (Sekil 4-5).

3.3 Western Blot Analizi

H1299, PC3, PC14 huicreleri 6-well plate’lerde kultire edildi. Hlcreler serum igermeyen
besiyeri ile 24 saat inkiibe edildi. 24 saat sonunda BAY11-7082 (10 pM) spesifik NF-kB
inhibitdéri ile 1 saat muamele edilerek ardindan TNF-a (30ng/ml) uygulanmistir. 24 saat
inkiibasyon sonunda hucreler RIPA Lizis Tamponu ile toplanarak protein elde edilmigtir.
Proteinlerin konsantrasyon tayinleri Bradford yontemi ile belirlenmigstir. Her érnek icin 50 pg
protein %10’luk SDS-Page Jel'de 120 V'ta yurutilimustir. SDS-Page ile ayrilan proteinler 1slak
transfer yontemi ile 90 mA’de bir gece PVDF membrana aktariimistir. Membrana aktarilan
proteinler 2 saat %5’lik yagsiz sutte bloklama yapilarak 1’er saat primer (p-AKT, AKT, p53,
PTEN) ve horseradish peroxidase—labeled sekonder antikor ile muamele edildikten sonra ECL
kemiluminesans reagent kullanilarak protein seviyelerine gore gerceklesen i1sima filme

aktariimistir.
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3.4 RNA izolasyonu

H1299, PC3, PC14 hicreleri 6-well'lere ekildi. Ekildikten 24 saat sonra hicreler serum
icermeyen besiyeri ile inklbe edildi. 24 saat sonunda hucreler 6ncelikle 1 saat BAY11-7082
(10 uM) ile muamele edilip ardindan 24 saat igin TNF-a (30ng/ml) uygulandi. 24 saat sonunda
hucreler Trizol (QIAGEN, Almanya) ile toplanarak RNeasy Micro Kit (QIAGEN, Almanya)

kullanilarak miRNA izolasyonu gerceklestirildi.

3.5 Mikroarray Analizi

Prosedure gore affymetrix hibridizasyon firini deneyden 1 saat dnce acilarak 48°C ve
60 rpm' e ayarlanarak 6n isinmasi yapilmis ardindan arraylar oda sicakliginda 15 dakika
bekletilmis ve tablo 1' de verilen hibridizasyon karisimi hazirlandiktan sonra Gzerine 21.5 pL

biotin-isaretlenmis 6érnek ektenmistir.

Component Volume for a 400/169 Format Array  Volume for a 100 Format Array Final
(miRNA 1.0 and 2.0 Arrays) (mIRNA 3.0 Arrays) Concentration

2X Hybridization Mix 50 pL 66 pL 1X

27.5% Formamide (Vial 12) 15 uL 19.2 uL 4%

DMSO 10 pL 12.8 uL 9.7%

20X Hybridization Controls 5upL 6.6 pL 1X

Control Oligo B2, 3nM 1.7 pL 22l 50 pM

Nuclease-free Water N/A 3.7l

Total Volume 81.7 pL 110.5 pL

Tablo 1. Mikroarray hibridizasyon karigimi hazirlanmasi.

Karisim 99°C' de 5 dakika, ardindan 45°C'de 5 dakika inkibe edildikten sonra
karisimdan 100 uL alinarak array’ e enjekte edilmistir. Arrayler hibridizasyon firinina
kaldirilarak 48°C ve 60 rmp de 18 saat hibridizasyon igin inktibe edilmislerdir. Hibridizasyonun
ardindan yikama ve boyama sollsyonlari kullanilarak kit prosediri takip edilmis ve érnekler
Uzerinde hava kabarcigi kalmadigi kontrol edildikten sonra érnekler okutulmus ve data analizi
affimetrix’in énerdigi RMA+DABG kullanilarak analiz edilmistir. Elde edilen tim sonuclar ek
dosya olarak verilmistir. izole edilen miRNA'lar ilk olarak FlashTag Biotin HSR RNA isaretleme
kiti kullanilarak biyotinle isaretlenmislerdir. Ardindan miRNA array, MiRNA array Affymetrix
GeneChip miRNA Array proseduru takip edilerek yapilmistir (Sekil 2).
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Sekil 2. miRNA array protokol semasi.

3.6 Kromozom immunopresipitasyon (ChIP) Sekans

ChIP igin 17-10085 Katalog no’lu NF-kB igin spesifik ChIP kit ve 17-10060 Katalog
No’lu ChIPAb+ NFkB p65 (RelA) - ChIP Validated Antibody and Primer Set (Millipore)
kullanildi. Deney kitin protokolinde belirtildigi sekilde gerceklestirildi. Yaklasik %80-90
yogunluga ulasan H1299, PC3 ve PC14 hicreleri serumsuz besiyerinde normal kiltlr
sartlarinda 24 saat inkibe edildi. 24 saat sonunda TNF-a (30ng/ml) ile 8 saat muamele edildi.
Hicreler %18,5’'lik formaldehit kullanilarak fikse edildi. Petrilerden hicreler toplanarak
¢Oktlraldl. Hucresel pellet lizis tampon ile parcalanarak sonike edildi. Sonikasyon buzun
icerisinde Bandelin marka sonikatér kullanilarak 30 sn agik 15 sn kapali 1 sn donglde %95
glicte yaklasik 7 dk olacak sekil de gergeklestirildi. Orneklerin DNA fragmentasyon
uzunluklarinin 200 - 1000 bp oldugunu tespit etmek amaciyla %0,8’lik Agaroz jel elektroforezi
kullanildi. DNA uzunluklar belirlendikten sonra yaklasik 25 ug ornekler kit ile temin edilen
manyetik boncuklar ve p65 antikoru ile 4°C’de gece boyunca calkalanarak inkibe edildi,
ardindan manyetik ayirici kullanarak ayrildi ve saflastirildi. Saflagtirilan kromozom materyali

standart PCR ve real-time PCR kullanarak kontrol edildi.
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3.7 Biyoenformatik Analiz

TNF-a induklenmesiyle aktif olan NF-kB’nin genom Uzerinde baglandigi bdlgeleri
saptamak amaciyla H1299, PC3, PC14 hiicre hatlarina Kromozom immiinopresipitasyon
(ChIP) yéntemini gergeklestirip ChlP Sekanslama igin drnekler TUBITAK BILGEM ileri Genom
ve Biyoenformatik Arastirma Merkezi'ne génderildi. Sekans sonucunda TUBITAK'tan gelen
sonuglarda sekanslanan bélgeler hg38 (Genome Reference Concortium tarafindan en son
yayinlanan insan genomunun birlestirilmig yeni versiyonu)’e gore alignment edildi. H1299, PC3
ve PC14 kromozom bdlgelerinde tespit edilen pik’lerin fold enrichment degerleri (FE) 210
olacak sekilde degerlendirildi (Xing vd., 2013). Yuksek Fold Enrichment degerleri dizilenen
bdlgenin gavenilirligini arttirdigi icin esik degerini 10 ve Ustld kabul edildi. pre-miRNAlarin
transkripsiyon baslama bolgelerinin 100 kb upstream ve transkripsiyonunun sonlandigi
bolgelerden 100 kb downstream bolgeler gen dlizenlenme bdlgesi kabul edildi (Lim, Yao et al.
2007). Gen bolgelerinde bulunan miRNA'lar degerlendirmeye alindi. Bu analiz IGV (Integrative
Genomics Viewers) programi kullanilarak miRBase de simdiye kadar tespit edilen genom
Uzerinde baglanma boélgesi bilinen miRNAlar ile birlikte ChlIP sekans sonuclarinda genom

Uzerinde baglandigi tespit edilen bolgelerle birlikte goriintllenerek gerceklestirildi (Sekil 3).

S £

12 bes

Sekil 3. ChIP sekans sonuglarinin bilinen miRNA’lar ile ayni anda genom Uzerindeki
baglanma bdlgelerinin Integrative Genomics Viewer (IGV Tools) programinda gdsterimi.

ChlIP  sekans  sonuglari NF-kB’nin  TRANSFAC®  (http://www.biobase-
international.com/product/transcription-factor-binding-sites) database’i kullanilarak gergekten
bu bdlgelerde NF-kB baglanma motifi olup olmadigi tespit edilerek olanlar ayiklandi. TNF-a
uyarisinin ardindan NF-kB’nin aktifleserek nikleusa gb¢ etmesi ve hedef miRNA promotor
bdlgelerine baglanmasini bekledigimizden biyoenformatik analizlerimizde ChlP sekans analizi
sonucunda, kromozomlarda baglandidi tespit edilen bdlgelerin 100 kb 5’ ve 100 kb 3’ yéniine
kadar olan alanin miRNA’larin duzenleyici boélgeleri oldugu varsayilarak bu bdlgede kalan
miRNA’lari  secildi (Tablo 1-2). miRNA’larin duzenlenme bdlgelerinin  upstream ve
downstream’de 100 kb a kadar olabilecegi bir calisma da g0sterilmistir (Lim vd., 2007). Ayrica
miRStart database’i (http://mirstart.mbc.nctu.edu.tw/) kullanilarak miRNA’larin  Tahmini

transkripsiyon baglama bdlgeleri de miRNA’larin segiminde analizlerin gerceklestiriimesinde

10


http://mirstart.mbc.nctu.edu.tw/

@

TUBITAK

kullanildi. Segilen miRNA’larin tahmini hedeflerini belirlemek igin DIANA-microT-CDS

(http://diana.imis.athena-innovation.gr/DianaTools/index.php?r=MicroT CDS/index),

TargetScan (http://www.targetscan.org/) ve miRanda

(http://www.microrna.org/microrna/home.do) databaseleri kullaniliimigtir.

3.8 miRNA Mimik ve inhibitér Transfeksiyonlari

Tespit edilen miRNA’larin invazyon ile iligkilerini tespit etmek igin H1299, PC3 ve PC14
hicre hatlari belirtilen miRNA’larin mimikleri ile transfekte edildi. miRNA mimik (Dharmacon,
Lafayette, CO, USA) 50 nM kullanildi. Transfeksiyon deneyleri 6-well plate’lerde
gerceklestirildi. miRNA mimiklerin transfeksiyon etkinligini tespit etmek icin florokrom boya
konjuge edilmis kontrol miRNA mimik (miRIDIAN microRNA Mimic Transfection Control with
Dy547, Dharmacon, Lafayette, CO, USA) kullanildi. Transfeksiyon deneyleri Lipofectamin
2000 (Invitrogen) ile gerceklestirildi.

3.9 Huicre invazyon deneyi

Tespit edilen miRNA’larin H1299, PC3 ve PC14 KHDAK hcre hatlarinda invazyon
uzerine olan etkilerini belirlemek igin BioCoat Matrigel Invasyon Chamber-invazyon odalari
(BD Biosciences, Clontech) kullanildi. Bunun icin hicreler 6-well platelere ekilerek miRNA
kontrol ve mimikler ile transfekte edildi. Transfeksiyondan 24 saat sonra hiicreler tripsin edilip
saylildi ve 2 saat 6nce 37°C’de serum igermeyen besiyerinde rehidre edilen invazyon odasina
2,5x10* olacak sekilde ekildi. invazyon odalarinda hiicreler serum icermeyen besiyerinde
inkiibe edildi. Odacigin altinda kalan kuyuya ise kemoatraktan olarak %10 FBS igeren
RPMI1640 kullanildi. Hicreler 24 saat kiltir sartlarinda inkiibe edildi. 24 saat sonunda
invazyon odaciginin igindeki besi yeri uzaklastirnildi ve pamuklu ¢ubukla odacigin icerisinde
kalmis olan hiicreler temizlendi. invazyon odaciklari éncelikle soguk metanol igerisinde ile fikse
edilip ardindan Toludine blue (%1) ile boyanarak mikroskop altinda sayilarak invaziv hiicreler

belirlendi.

3.10 Standart PCR ve qRT-PCR Analizleri

ChlIP deneyi sonucunda drneklerin sekansa gonderiimeden énce NF-kB’nin baglandigi
DNA bolgelerinin elde edilip edilmedigini tespit etmek igin standart PCR ve real-time PCR
gercgeklestirildi. Standar PCR, DNA10uL, Taq polimeraz Buffer 5uL, MgCl, 3uL, dNTP 1pL,
Primer 1,5uL, Tag DNA Polimeraz 1L, dH20 28,5uL seklinde reaksiyon karisimi kullanilarak,
94°C 3 dakika (94°C 20 saniye, 59°C 30 saniye, 72°C 30 saniye) 32 dongu, 72°C 2 dakika
olacak sekilde sartlarda gerceklestirildi. Real-time PCR sartlari; DNA 2L, Syber Green Master
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Mix 10pL, Primer Mix 1uL, dH>O 7pL. 94°C 10 dakika, (94°C 20 saniye, 60°C 1 dakika) 50
dongu olacak sekilde gergeklestirildi.

invazyon deneyinde belirlenen miRNA'lar icin primerler dizayn edilerek bu miRNA’larin
transkripsiyonlarinin  NF-kB aktivitesi ile duzenlenip dizenlenmedigi qRT-PCR ile
saptanmistir. Bunun icin mRNA array sonuglarinda bulunan genler igin primerler
tasarlanacaktir. Bu primerler; 60°C baglanma sicakhginda, 18-24 nukleotid, genlerin kodlama
bdlgelerinde 50-150 nikleotidlik bir bdlge c¢ogaltacak sekilde tasarlanacaktir. Primerler
Primer3 (http://bioinfo.ut.ee/primer3-0.4.0/) web tabanh program kullanilarak tasarlanmistir.
Tasarlanan primerler hizmet alimi yolu ile sentez ettirilimiglerdir. 6-well plate’lere ekilen H1299,
PC3 ve PC14 hicreleri miRNA kontrol, mimik ve inhibitort ile transfektre edildikten 24 saat
sonra Total RNA izolasyonu yapildi. Total RNA Easyscript cDNA sentez kiti (abm, Kanada)
kullanilarak cDNA’ya cevrildi. qRT-PCR Kilogreen Syber Green Master Mix (abm, Kanada)

kullanilarak gerceklestirildi. Sonuglar AACt metoduna goére analiz edildi.

12
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4. BULGULAR

4.1 TNF-a indukli NF-kB lusiferaz aktivitesinin belirlenmesi

Calismamizda “TNF-a tarafinda indiklenen NF-kB aktivitesinin KHDAK invazyonunu
mMiRNA transkripsiyonunu duzenleyerek mi induklemektedir?” sorusuna yanit ardigimizdan, ilk
olarak PC14, PC3 ve H1299 hucrelerinde TNF-a’'nin NF-kB yi aktive edip etmedigi ve bu
aktivasyonun spesifik NF-kB inhibitdru ile susturulup susturulamayacagini arastirdik. Bunun
icin PC3, PC14 ve H1299 KHDAK hcreleri tripsin edilerek 6 well plate' lere aktarildi ve %80
yogunluga ulastiklarinda hicrelere NF-kB lUsiferaz vektor ve renila lusiferaz kontrol vektor,
lipofectamin 2000 transfeksiyon ajani kullanilarak transfekte edilmistir. Transfeksiyon
verimliligi GFP vektor yardimi ile élgtlmus ve yeterli verimlilikte oldugu goérulmustir (Sekil 4).
24 saat sonra hicrelerin besi yerleri degistirilerek hlicrelere “serum free medium” eklenmis
(sekronize olmalari icin) ve 24 saat bu medyumda hicreler inkiibe edilerek NF-kB
aktivasyonunun bazal seviyeye dismesi hedeflenmistir. Ardindan hticreler highirsey muamele
edilmemis kontrol grubu; 30 ng/ml TNF-a muame edilmis, NF-kB inhibitorleri ile ( ki
calismamizda Triptolit (20ng/ml), PI3K inhibitért (8 uM), BAY11-7082 (10 uM),ve MG132 (10
MM) test edilmistir) ile 1 saat 6nce muamele edilen hucreler ardindan TNF-a (30ng/ml)
uygulanarak 8 saat 37C de %5 CO2’ li ortamda inkibe edilmigler ve promega lusiferaz dual
assay Kkiti kullanilarak hicreler liziz edilmis ardindan lUsiferaz aktivitesi luminometrik olarak
belirlenmigtir (Sekil 5).

Daha 6nce yayinladigimiz makalelerde ve diger aragtirmacilarin makalelerinde acikga
belirtildigi Uzere NF-kB aktivitesi uyari yapildiktan 8 saat sonra maksimum seviyeye geldigi icin
¢alismamizda diger zamanlari test etmeyip sadece 8. Saat aktiviteleri dlcGimustir. Bunun iki
sebebi vardir birincisi 8. Saat NF-kB aktivitesi dlcimu igin uygun saattir, ikincisi biz proje
onerimizde belirttigimiz gibi sadece 2 inhibitdr degil toplam 5 inhibitéri denedigimiz igin ve NF-
kB aktivite kitimizin optimum kullaniimasi i¢cin sadece bu saat kullanilmisgtir. Ayrica proje
Onerimizde kullanacagimizi belirttigimiz Triptolit ve PI3K inhibitéri NF-kB aktivitesini inhibe
edememis, sadece BAY11-7082 NF-kB aktivitesini inhibe edebilmistir (Sekil 5).

13



3,

TUBITAK

PC 14

PC3

Sekil 4. Transfeksiyon verimliliginin GFP vektor aracihgiyla gosterilmesi.
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Kontrole Oranla Lusiferaz Aktivitesi

TNF-a Bay11-7082 + TNF-a MG132 + TNFa Triptolit + TNF-a PI3K inhibitér + TNF-a

Sekil 5. NF-kB lusiferaz aktivitesi.

Sekil 5' te agikga goruldigu gibi TNF-a uygulamasi tim hicrelerde NF-kB aktivitesini kontrole
oranla arttirmistir. inhibitérlerden ise sadece BAY11-7082'nin TNF-o’nin indiikledigi NF-kB
aktivitesini baskiladigi gorulmekte iken, diger spesifik NF-kB inhibitérlerinin PC3, PC14 ve
H1299 hicrelerinde NF-kB aktivitesini baskilayamadigi saptanmigtir.

Bu verinin ardindan sonraki calismalarimizda NF-kB aktivitesini inhibe etmek icin BAY11-7082
kullaniimasina karar verilmis ve PC3, PC14 ve H1299 hicrelerinde TNF-a tarafindan aktive
edilen NF-kB ile NF-kB inhibitori BAY11-7082’ nin hicre invazyonuna etkisi “invazyon

chamber assay” ile arastiriimigtir.

4.2 Hucre invazyonunun belirlenmesi

Sekil 6' da goruldugl gibi tim huacrelerde TNF-a uygulamasi hicre invazyonunu
arttirirken NF-kB spesifik inhibitérti olan BAY11-7082 hicre invazyonunu inhibe etmistir. Bu
sonu¢ bize acgikga TNF-a aracili NF-kB aktivitesinin KHDAK hicrelerinde invazyonu

indukledigini gdstermektedir.
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® H1299
$PC3
B PCla

Kontrole Oranla% Invazyon

TNF-a Bay11-7082 Bay11-7082 + TNF-a

Sekil 6. H1299, PC3 VE PC14 hiicre hatlarinda kontrole oranla % invazyon.

4.3 TNF-a, NF-kB inhibitori BAY11-7082' nin p53, PTEN, p-AKT ve Akt ekspresyonlari
tzerine etkisi

Western Blot analizi sonucu elde ettigimiz sonuglar; TNF-a uygulamasinin PC3
hicrelerinde p-AKT seviyesini  arttiriken, BAY11-7082 ve BAY11-7082 +TNF-a
uygulamalarinin p-AKT seviyesi Uzerine herhangi bir etki yapmadigi saptanmistir. TNF-q,
BAY11-7082 ve BAY11-7082 +TNF-a uygulamalarinin ise AKT ve p53 seviyesi Uzerinde
herhangi bir degisiklige neden olmazken, p53 ekspresyonu Uzerinde sadece BAY11-7082

uygulamasinin p53 seviyesini digtrdugu saptanmistir (Sekil 7).

PC3 o H1299 o PC14 /\g’

Sekil 7. PC3, PC14, H1299 hicrelerinde TNF-a, BAY11-7082 ve BAY11-7082
uygulamalarinin PTEN, p-AKT ve p53 ekspresyon seviyelerine etkisi.

TNF-a uygulamasi H1299 hicrelerinde p-AKT seviyesini arttiriken, BAY11-7082 ve BAY11-
7082 +TNF-a uygulamalarinin p-AKT seviyesi Uzerine herhangi bir etki yapmadigi
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saptanmistir, bu hiicrelerde p53 ekspresyonu saptanamamistir (Sekil 7), ¢inki bu hiicrelerde
p53 delesyonu vardir (Ferraz da Costa vd., 2012). TNF-a, BAY11-7082 ve BAY11-7082 +
TNF-a uygulamalarinin p-AKT seviyesini arttirirken, p53, AKT ve PTEN ekspresyonunu
azaltig1 saptanmistir. GAPDH de herhangi bir dizensizlik gérilmemesi bu ekspresyonlarin

gercekten dustigune isaret etmektedir (Sekil 7).

4.4 TNF- a, NF-kB inhibitori BAY11-7082’nin miRNA transkripsiyon seviyeleri tizerine
etkileri

PC3, PC14 ve H1299 hicreleri 6 well platelere ekildiler ve hlcreler %80 yogunluga
ulastiklarinda besi yerleri serum free besi yeri ile dedistirilerek hiicreler bu medium da 24 saat
inkUbe edildiler, boylece hlcrelerin senkronize olmasi saglandi. Artindan hucreler hi¢ birsey
muamele edilmemis kontrol grubu, TNF-a (30ng/ml), BAY11-7082 (10 uM), BAY11-7082 +
TNF-a ile 8 saat muamele edildikten sonra. Medium uzaklastirildi ve hicrelerin miRNAlari
Qiagen miRNA izolasyon kiti kullanilarak izole edildi (miRNeasy microKit katolog

num:217084). izole edilen miRNA larin kalitesi tablo 2'de gdriilmektedir.

Tablo 2. izole edilen miRNAlarin kalitesi.

No: Ornek Adi: Kons. A260/A280 A260/A230 Toplam
(ng/ul) Miktar (ug)

1 PC3_KONTROL 852,42 1,97 2,28 17,05

2 PC3_TNF 1160,37 2 2.27 23,21

3 PC3_BAY 2084,27 2 2.27 41,69
4 PC3_TNF_BAY 1426,14 2 2,3 28,52
=y H1299 _KONTROL 1062,09 2,02 2,28 21,24
6 H1299_ TNF 1353,34 2,04 2,19 27,07
7 H1299_ BAY 3233,68 2,02 2,27 64,67
8 H1299_TNF_BAY 1868,04 2,03 2,32 37,36
9 PC14_KONTROL 2663,2 2,02 2,25 53,26
10 PC14_TNF 3003,76 2,02 2,21 60,08
11 PC14_BAY 1409,73 1,99 2,3 28,19
12 PC14_TNF_BAY 1889,86 2,01 2,25 37,8
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H1209_BAY
H1299 TNF_BAY
H1298_TNF
H1299 KONTROL
PC14_BAY
PC14_TNF
PC14_KONTROL
PC14 TNF BAY

Sekil 8. miRNA array analiz sonucunda tiim datalarin Hierarchical clustering analizi.

Hipotezimize gore TNF-a uygulamasinin ardindan NF-kB aktive oldugu icin NF-kB miRNA
genlerinin promotor bolgelerine baglanarak miRNAlarin transkripsiyon seviyesinin artmasini
saglarken, BAY11-7082 +TNF-a uygulamasinin ardindan NF-kB inhibe oldugu igin
transkripsiyon seviyesi disen miRNA' larin tespiti dnemlidir. Bu sebeple miRNA array
sonucunda ¢ikan datalardan bizim igin dnemli olan TNF-a uygulamasinda transkripsiyon
seviyesi artarken BAY11-7082 + TNF-a uygulamasinda transkripsiyon seviyesi dusen
miRNA'lardir. Bunun igin TNF-a transkripsiyon duzey verilerini BAY11-7082+TNF-a
transkripsiyon dizey verileri ile kiyasladigimizda asagidaki grafik transkripsiyonu artan ve
azalan miRNAlari vermistir (Tablo 3). Tablo 3'te goérildigu gibi BAY11-7082 ve TNF-a’nin
birlikte uygulandigi grubun TNF-a uygulanan gruba oranlandiginda transkripsiyon
seviyelerinin azaldigi miRNA’lardir. Bu durumda transkripsiyon seviyeleri azalmig olan
miRNA’larin TNF-a ile indUklendigi, BAY11-7082 ile transkripsiyon seviyelerinin azaldigini

gOstermektedir.
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Tablo 3. H1299, PC 3 ve PC14 hiicre hatlarinda TNF-a uygulamasi sonrasinda ifadesi
artmis iken BAY11-7082+ TNF-a uygulamasi sonrasi ifadesi disen miRNA'larin
transkripsiyon seviyeleri.

H1299 PC3 PC14
) BAY11-7082+ TNF-a / ) BAY11-7082+ TNF-a / ) BAY11-7082+ TNF-a /
miRNA miRNA miRNA
TNF-a TNF-a TNF-a
miR-548a-
miR-8060 -4,835094 3 -2,045891 miR-4521 -3,233214
P
miR-29c-
3 -2,095573 miR-3180 -3,673387 miR-4778-5p -2,209476
p
miR-7847- miR-365a- )
-2,933223 -2,251179 miR-1224-5p -2,519408
3p 5p
miR-4298 -3,576506 miR-451a -3,070895 miR-222-5p -9,123807
miR-4720-
miR-4521 -2,446895 5 -2,100605 miR-1244 -2,213633
P
miR-6775- ) )
5 -2,090983 miR-1294 -2,208191 miR-3152-3p -2,209476
p
miR-6812- ) )
5 -2,773216 mir-7977 -2,599889 miR-4461 -4,957188
p
miR-4459 -2,411278 miR-5100 -5,477699 miR-7852-3p -4,640689
miR-25-5p -2,311753 miR-7975 -3,357997 miR-4310 -4,088966
miR-125b-
miR-3141 -2,617182 13 -2,051572 miR-548ae -2,762478
-5p
miR-7162-
3 -3,444873 miR-378i -2,330215 miR-4797-5p -2,169816
p
miR-7107- miR-3180-
-2,202636 -4,503426 miR-1246 -2,03406
5p 3p
miR-92a- ) )
15 -3,852604 miR-4286 -9,864227 miR-3201 -2,07403
-op
) miR-29b-2- .
miR-1246 -6,890024 5 -4,373823 miR-491-5p -2,07862
P
miR-6831- miR-191- )
-3,168711 -2,065398 miR-8060 -3,36475
5p 3p
miR-4669 -3,568614 miR-34c-5p -2,8002 miR-8084 -2,23391
miR-197- ) )
5 -2,238745 miR-378d -2,406788 miR-2276-3p -2,49744
p
miR-6778- ) )
5 -3,271504 mir-548q -2,199005 miR-1285-3p -2,92365
p
miR-6819- miR-1185-
-2,640112 -2,513011 miR-8085 -2,33386
5p 1-3p
miR-4797-
miR-3911 -3,360102 5 -2,130645 miR-510-5p -2,36056
p
miR-6165 -2,110053 miR-378g -2,444528
) miR-1298-
miR-6127 -2,398316 -3,393053
3p
miR-6086 -4,088135
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miR-6777-
-2,607436
5p
miR-200c-
-3,828627
3p
miR-222-
-3,173769
5p
miR-4732-
-2,373479
5p
miR-4534 -3,221956
miR-629-
-2,104181
3p
miR-2392 -2,873215
miR-4701-
-7,747232
3p
miR-138-
-2,783708
1-3p
miR-4788 -5,143263
miR-6776-
-2,374049
5p
miR-4710 -4,597246
miR-4800-
-2,393651
5p
miR-
-5,171737
6769a-5p
miR-6865-
-5,068578
5p
miR-374b-
-2,88899
5p
miR-4778-
-2,426228
5p
miR-4797-
-2,131911
5p
miR-3910 -2,772468

4.5 ChIP sekans yontemi ile NF-kB tarafindan spesifik olarak transkripsiyonu
indiiklenen miRNA genlerinin tespiti

Materyal ve metod bélimiinde de ayrintili olarak belirtildigi Gzere PC14, PC3 ve H1299
hucreleri bir gece serumsuz besiyeri ile inkibe edildikten sonra 30 ng/ml TNF-a ile 8 saat
muamele edildiler. inkiibasyon siresinin ardindan ChIP icin hiicreler fixe edildi ve Millipore
CHIP assay kit kullanilarak deney gergeklestirildi. Buna gére ilk dnce hiicrelerden elde edilen

genomik DNA ChIP sekans igin istenilen dlgllerde sonikasyon ile fragmente edildi (Sekil 9).
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Sekil 9. Sonikasyon 6ncesi 6rnek (H1299,PC3,PC14) DNAlarinin jel goérintisi (solda),
sonikasyon sonrasi 6rnek (H1299,PC3,PC14) DNA'larinin jel goérintisu (sagda).

ChIP yontemi ile TNF-a uyarisindan sonra NF-kB antikoru ile c¢okturdigimiz DNA
parcaciklarinin, gergcekten NF-kB nin spesifik olarak promotor baglanma bolgesine
baglandigini dogrulamak icin elde edilen 6rneklerin DNA'lari NF-kB'nin baglandigi IKK'nin
promotor bdlgesine spesifik primerler (NF-kB igin spesifik CHIP kit ve 17-10060 Katalog No’lu
ChIPAb+ NF-kB p65 (RelA) - ChlP Validated Antibody and Primer Set Millipordan temin edildi)
kullanilarak standart PCR ve qPCR yontemleriyle gergeklegtirildi.

— PC14

: H1299

5 s ] 15 = 2 = B
Crele
Adst Sesle | fuloSesle| Deloud Scale| Optiss [Pags 1 -

Alolor Gere BO0D Series Soitware 1.7 [Buld 67

Sekil 10. ChIP yontemi ile elde ettigimiz 6rneklerin PCR dogrulamasi sonucu agaroz jel
elektroforezindeki goriintlsi (solda), ayni érneklerin Real-time PCR ile dogrulanmasi
(sagda).

ChIP-Sekans sonuglarini degerlendirmek igin kullanilan programlarla belirledigimiz miRNA
profiline bakildiginda, Toplamda 78 adet miRNA tespit edildi bunlarin bir kismi sadece bir ve
/veya iki hucre hattinda tespit edilenleri de kapsamaktadir. Bu 78 miRNA'nin arasindan DIANA

TOOLS ve miranda databaseleri ile tahmini hedef genleri ve miRStart database’i ile
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transkripsiyon baslama bdlgelerinin tahmini gibi ayrintii biyoenformatik analizleri yapilip
invazyonla iligkili olabilecek miRNA’lar arandi. H1299, PC3, PC14 hucre hatlarinda TNF-a
indUklenmesi ile gergeklesen NF-kB aktivasyonuyla dizenlendigi distnilen ve invazyon ile
iliskisi olma ihtimali olan 16 adet miRNA tespit edildi (Tablo 4). ChlP-Sekans sonuglarinda
ortaya ¢ikan bolgelerin miRNA duzenlenme bdlgeleri igerisinde yer aldigi ve NF-kB baglanma

bdlgesi tasidiklarindan dolayr NF-kB tarafindan dizenleniyor olarak kabul edildi.

Tablo 4. Biyoenformatik analizler sonucunda ChIP Sekans sonugclarinda belirlenen
bdlgelerde NF-kB baglanma bdlgesi ile alakall olabilecek olan miRNA’lar.

MiRNA Pre-miRNA’ya ChiP Sekans sonucu belirlenen Kromozom Boélgelerine ait DNA Baglanma
olan Uzaklik diziler Motifi
miR-548h-5p 3kb GGGATATAAAACATAATCAAGGAAATGACGGCAGAACACTTCC nrGAAAKknmC
miR-548q 10kb TTGAAATGTGGCCTTTCTTCATCCAGAAATTTCCATGATGGCG nGrrATTyCm
miR-4651 21kb TATGACCCAGGCTGGTCTTGAACTCCTGGGCTCAAGCAATCC wnyCCTGGss
miR-6814-3p 1,6kb ATATCATGAGTAGCCCAGAAATGTCTTTAGAGGAAAAGGGAAT rGAGGrAwwk
miR-138-5p 16kb TTTGACCCAGTTAAACCATAAGGGGACAGTCCAATGGTGTTTG nGGAnwkTCC
miR-548a-3p 10kb TGTGTTCAGTTTCAATTCCCCGCTCCCTTTGTAGTCTTCCAGC nCCyyTGTwk
g miR-8078 0,7kb GCCAACATGGTGAAACCCCGTCTCTACTAAAAATCCAAAAATT GkrAAnyCCC
S;' miR-3179 2,5kb GATTATAGGCATGAGTCACCACACCTGGCCAGGGCAGTGCCA ssCCAGGGmw
E. miR-548v 4,5kb TTATTAAGGGAGGTTTTGGGAAAGGGAGTTTCACCAAGCATGT GGrnwTTCmC
% miR-548as-3p 7kb AGCTTGTGCAGGGGAACTCCCATCTATAAAACCATCAGATTG GGkwwnyCCs
miR-1203 9kb GAACTTTGTCCTGGGAACTTCCCACCTAGGTACTATATGAGGT GGrnTTyCs
miR-564 9kb CTTGAATCCCCAAAACCAATGTGTATTGGGCTTTCCTTCCAAA kGGrmTTyCC
miR-769-5p 55kb TAAAAAGTGAGGAGTTGGGCTTTCCTTCCTTGATGGTGCTGTA kGGrmTTyCC
miR-1915 70kb ATGGCGCTCCCCGTCCTGGAAGGGAAGTCCCACAGACTGGG GGrAAnnCCC
miR-3607-5p 70kb GCCATTATTGAAAACAGTATGGAGTTCCCCCCAAAAAACTAAA GGrAAnnCCC
miR-7107-3p 80kb GTAGATGGACCTATTCTGGAAATTCCATTCTGATGGATTTATAC nGGrrAkyCC

Bulunan miRNA’larin projenin nihai hedefi olan invazyon ile alakal olanlarini tespit edebilmek
icin DIANA-microT-CDS

innovation.gr/DianaTools/index.php?r=MicroT_CDS/index),

(http://diana.imis.athena-

miRanda
(http://www.microrna.org/microrna’/home.do) databaseleri kullanilarak miRNA’larin tahmini
hedef genleri tespit edildi. DIANA-microT-CDS database’inde yapilan aramalarda miRNAlarin
hedefleri igin skor esik degerleri 0,9 Usti olan hedef genler dikkate alindi. Elde edilen sonuglar
miRanda datebase’inde degerlendirilerek belirlenen hedeflerin tutarlihgi teyit edildi. Her iki
database karsilastirilarak 6rtisen genler, miRNAlarin hedef genleri olmasi agisindan givenilir
kabul edildi.
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Analizler sonucunda belirledigimiz miRNAlarin KHDAK'de invazyon ile alakali olabilecek
olanlari tespit edebilmek icin kullanidigimiz DIANA-microT-CDS ve miRanda skorlari
degerlendirilerek invazyon ile iligkili olabilecek 16 miRNA belirlendi (Tablo 4).

4.6 Belirlenen miRNA’larin hiicre invazyonuna olan etkileri

Yaptigimiz biyoenformatik analizler dogrultusunda NF-kB ile uyarilip invazyonla iligkili
olabilecek 16 miRNA geni saptanmistir. Bu miRNAlar abm ve dharmacon firmalarinda mimik
olarak sentez ettirilip. Lipofectamin 2000 araciigi ile PC3, PC14 ve H1299 hicrelerine
transfekte edilmis. Transfeksiyondan 24 saat sonra hicreler sayilarak 2,5 x 10%/well olacak
sekilde invazyon odaciklarina ekilmis ve 24 saat sonra invazyon odacigi icerisindeki invaziv
olmayan hucreler uzaklastirilip invazyon metod bélimuinde ayrintili olarak anlatildigi sekilde
belirlenmistir. Dye547 florokrom konjige miRNA ile ilk 6nce transfeksiyon verimliligi

belirlenmistir (Sekil 11), verimlilik yeterli oldugu goérilince ayni sartlarda mimik miRNA

transfeksiyonlari gerceklestirildi.

Sekil 11. miRNA transfeksiyon verimliliginin saptanmasi.

Buna gore kontrol mimik miRNA ile transfekte edilen kontrol grubuna oranladigimizda H1299
hicrelerinde mir-548a-3p ve miR-548as-3p transfekte edilen H1299 hicrelerinde invazyon
kontrole oranla 2.5 kat artarken, miR-8078 ve miR-1915 transfekte edilen H1299 hiicrelerinde
yaklagik 1.8 kat arttigi, miR-6814-3p grubunda 4 kat, miR-548q grubunda yaklasik 5 kat
invazyonun arttigi goérulmustar. miR-3179, miR-548h-5p, miR-138-5p, miR-564, miR-769-5p,
mMiR-1203, miR-4651 ve miR-7107-3p transfekte edilenlerde ise ilging olarak invazyonun

kontrole oranla baskilandigi goérulmektedir (Sekil 12).
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Sekil 12. H1299 huicre hattinda belirlenen miRNA’larin invazyona olan etkileri.

Ayni 16 miRNA mimik ile transfekte edilen PC3 hucrelerinde ise invazyon cevabi H1299
hicrelerinden oldukga farkh olmustur. miR-138-5p transfekte edilenlerde invazyon kontrole
oranla 1.3 kat artarken, miR-1203 2.8 kat ve miR-4651 transfeksiyonu ise yaklasik olarak 4 kat
arttirmistir. miR-548a-3p, miR-548as-3p, MiR-548v, miR-8078, miR-3179, miR-548h-5p, miR-
548, miR-1915, miR-3607-5p miR-6814-3p transfeksiyonu ise ayni hlcrelerde invazyonu
baskiladigi gérulmustur (Sekil 13).

PC3

450 1
400 A
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Sekil 13. PC3 hicre hattinda belirlenen miRNA’larin invazyona olan etkileri.

ayni 16 miRNA ile transfekte edilen PC14 hicrelerinde ise; miR-548a-3p, miR-8078, miR-
548h-5p, miR-138-5p hiicre invazyonunu yaklasik 2 kat arttirirken, miR-548as-3p 4.5 kat miR-
548v 6.2 kat arttirirmistir. miR-3179, miR-548q, miR-3607-5p, miR-6814-3p, miR-564, miR-
769-5p, mMiR-1203 ve mIiR-7107-3p tranfeksiyonu PC14 hicrelerinin invazyonuna etki
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etmezken, miR-1915, miR-4651 transfeksiyonu PC14 hlcrelerinin invazyonunu kontrole gére
azalttig1 gorulmektedir (Sekil 14).

PC14

% invazyon

Sekil 14. PC14 hiicre hattinda belirlenen miRNA'larin invazyona olan etkileri.

Sentezlettigimiz ve invazyona olan etkilerini arastirdigimiz 16 miRNA mimigin PC3, PC14 ve
H1299 KHDAK hucrelerine invazyonlarina etkilerini saptadiktan sonra bu hicrelerde yuksek
derecede invazyonu indikleyen miRNAlarin  NF-kB  tarafindan  dizenlenip
dizenlenmediklerini gqRT-PCR yoéntemi ile analiz etmeyi uygun bulduk. miRNA mikroarray
analizinin 24. saatte yapilmasindan ¢ikan tutarsiz sonuclardan dolayi, her ¢ hicrede de ChIP
ve biyoenformatik analizler sonucunda belirledigimiz miRNA'lardan olan miR-8078 kullanilarak
dogru zamanin bulunmasi igin PC14 hucresini TNF-a (30ng/mL) ile 1., 2., 4., 8., ve 24.
Saatlerde muamele ederek miRNA izole edilmis ve qRT-PCR igin uygun zaman araligi 4.saat
olarak belirlenmigtir (Sekil 15).

miR-8078
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Sekil 15. TNF-a muamele edilen PC14 hicrelerinde 1., 2., 4., 8., ve 24. saatlerde miR-8078'in
transkripsiyon seviyeleri.
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TNF-a ile uyarilan hicrelerdeki miRNA transkripsiyon seviyesinin arttigi optimum saati
belirledikten sonra PC3, PC14 ve H1299 hicrelerinde invazyonu arttirdigi tespit edilen
miRNA’larin NF-kB ile iligkisini saptamak igin hiicreler 6 well plate lere %70 yogunlukta ekilerek
1 gun serum olmayan besiyerinde inkiibe edildiler. Ardindan TNF-a 30 ng/ml, BAY11-7082 (10
pMM), 6nce 1 saat BAY11-7082 ve ardindan TNF-a uygulanarak 4 saat inkibe edildiler.
inkiibasyon siiresinin ardindan besi yeri uzaklastirilip, metod bélimiinde bahsedildigi sekilde
miRNA izolasyonlar gerceklestirildi.

Buna gore sekil 16’te goruldiglu tzere H1299 hicrelerinde invazyonu arttiran mir-548q, mir-
548a-3p, mir-584as-3p, mir-1915 ve mir-8078'’in transkripsiyon seviyeleri TNF-a uyarimi ile
artmakta spesifik NF-kB inhibitoéri BAY11-7082 ise TNF-a in bu etkisini baskilamaktadir.
invazyonu arttiran miR-6814-3p’de bdyle bir artis gériilmedi. Bu sonuglar bize gergekten mir-
548q, mir-548a-3p, mir-584as-3p, mMir-1915 ve mir-8078 miRNAlarin transkripsiyonunun NF-

kB aktivitesi ile dizenlendigini gostermektedir (Sekil 16).

H1299

12 -

10
g
o hsa-miR-548
< 8 B hsa-miR-548q
Tg M hsa-miR-548as-3p
(]
g 6 - hsa-miR-1915
2 hsa-miR-548a-3p
(@]
Z’ 4 4 W hsa-miR-8078
_@ B hsa-miR-6814
w

2 1 T

TNFa BAY11-7082 + TNFa

Sekil 16. H1299 hiicre hattinda invazyonda etkili olan miRNA’larin qRT-PCR ile TNF-a,
BAY11-7082, TNF-a ve BAY11-7082’nin beraber uygulandigindaki transkripsiyon seviyeleri
degisimleri

PC3 hucrelerinde ise hucrelerinde invazyonu arttiran mir-138-5p, mir-1203 ve mir-4651
miRNA’larindan yanlizca miR-1203’Un transkripsiyon seviyesi TNF-a uyarimi ile artmakta
spesifik NF-kB inhibitori BAY11-7082 ise TNF-a in bu etkisini baskilamaktadir. miR-138-5p ve
mMiR-4651’de bodyle bir sonu¢ alinamadi. Bu sonuglar bize gergekten miR-1203’ln

transkripsiyonunun NF-kB aktivitesi ile dizenlendigini gdstermektedir (Sekil 17).
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Sekil 17. PC3 hucre hattinda invazyonda etkili olan miRNA’larin gRT-PCR ile TNF-q,
BAY11-7082, TNF-a ve BAY11-7082'nin beraber uygulandigindaki transkripsiyon seviyesi
degisimleri

PC14 hicrelerinde invazyonu arttiran mir-548v, mir-548h-5p, mir-138-5p, mir-548a-3p, mir-
548as-3p ve mir-8078 miRNA’larinin icinden miR-548a-3p, miR-548as-3p, miR-8078 ve miR-
138-5p’nin transkripsiyon dizeyleri TNF-a uyarimi ile artmakta spesifik NF-kB inhibitori
BAY11-7082 ise TNF-a nin bu etkisini baskilamaktadir. miR-548v ve miR-548h-5p’de bdyle bir
durum goézlenmedi. Bu sonuclar bize gercekten miR-548a-3p, miR-548as-3p, miR-8078 ve
miR-138-5p’nin transkripsiyonunun NF-kB aktivitesi ile duzenlendigini gostermektedir (Sekil
18).
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Sekil 18. PC14 hicre hattinda invazyonda etkili olan miRNA’larin gRT-PCR ile TNF-q,
BAY11-7082, TNF-a ve BAY11-7082'nin beraber uygulandigindaki transkripsiyon seviyesi

degisimleri
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5. TARTISMA

KHDAK hicrelerinde TNF-a indiklenen NF-kB aktivasyonu ile upregile olan ve
invazyondan sorumlu miRNA’larin tespit edilmesi amacgh yaptigimiz ¢galismamizda H1299,
PC14 ve PC3 hilcrelerinde 8 adet miRNA tespit edildi (miR-548a-3p, miR-548as-3p, miR-
8078, miR-138-5p, miR-1915, miR-548q, miR-1203, miR-6814-3p). Bu miRNA’lardan miR-
548a-3p, miR-548as-3p ve miR-8078, H1299 ve PC14 KHDAK hicrelerinde invazyonu arttiran
ortak miRNA'lar olarak tespit edilmislerdir. Bu miRNA’lar daha az invaziv 6zellikte olan PC3
hicrelerinde saptanamamistir. Buda beklenen bir sonuctur. Clnki, PC3 hicreleri, H1299 ve
PC14 hicrelerine goére daha az invaziv karakterdedir. Belirledigimiz miRNA'larin NF-kB
tarafindan duzenlenip diizenlenmedigini tespit edebilmek icin gRT-PCR deneyi gerceklestirdik.
TNF-a ile 4 saat muamele ettigimiz hiicrelerde artan, spesifik NF-kB inhibitori BAY11-7082 +
TNF-a ile muamele edildiginde transkripsiyon seviyelerinin azaldiginin gérilmesi miRNA’larin
NF-kB tarafindan dizenleniyor oldugu géstermektedir. Yapilan literatir taramalarinda da
asagida bahsedilecegi gibi, bu miRNA’larin NF-kB ile dizenlendiginin gosterildigi herhangi bir
galismaya rastlaniimamigtir. Dolayisiyla literatlr i¢in yeni bir bulgudur. 3 tane iki hlicrede
(H1299 ve PC14) ortak olarak tespit ettigimiz miRNA'lar ile ilgili literatir taramalari sonucunda
miR548a-3p’nin, yumurtalik kanserinde yapilmis bir galismada kontrol grubuna gdére upreglle
oldugu gosterilmistir (Ayaz vd., 2014). Bir diger Huh-7 karaciger kanser hlcrelerinde yapilmis
olan bir galismada miR-548a’nin migrasyonu arttirdig1 gosterilmistir (Li vd., 2015). miR-548a-
3p’nin akciger kanserinde ve NF-kB ile iligkisinin oldugunun gosterildigi ¢alismaya
rastlanmamigtir. Bu sonuglar bizim bulgularimizi destekler niteliktedir. Caligmamizda da miR-
548a-3p’nin invazyonu arttirici bir etki gdstermesi ve DIANA TOOLS ve miRanda gibi
databaselerde tahmini hedef genleri arasinda PTEN gibi invazyonu baskilayici genlerin
bulunmasi, miR-548a-3p’nin KHDAK’de invazyondan sorumlu yeni bir onkomir oldugunu
gOstermektedir. miR-548as-3p hakkinda yapilan literatir taramalarinda, meme kanseri
hastalarinda yapilmis ¢calismada saglikli hastalara oranla yuksek seviyede eksprese oldugu
gOsterilmistir (Matamala vd., 2015). miR-548as-3p hakkinda akciger kanseri ve NF-kB ile iligkili
herhangi bir ¢alismaya yaptigimiz literatlir taramasinda rastlanmamigtir. miR-548as-3p’nin
tahmini hedef genlerine bakildiginda yine miR-548a-3p gibi timor supresér gen PTEN’i hedef
aldig1 tespit edilmistir. Bu durumda bulgularimizi destekler niteliktedir. TNF-a induklt NF-kB
tarafindan duzenlenerek H1299 ve PC14 hicrelerinde invazyonu arttirdigi tespit edilen miR-
8078 ile ilgili literatirde herhangi bir bilgiye rastlanilmamigtir. Tahimini hedef genleri tespiti
calismalarimizda da kayda deger bir veriye rastlamadik. miR-8078'de miR-548a-3p ve miR-
548as-3p gibi KHDAK’de invazyonu indukleyen yeni bir miRNA olarak gézikmektedir.
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Yanlizca H1299 hicresinde tespit edilen miR-548q, miR-1915 ve miR-6814-3p’nin hem
invazyonu arttirdigr  hem de transkripsiyonlarinin  NF-kB tarafindan induklendigi
sonuglarimizda agikga gorulmektedir (Sekil 12,16). Literatlre bakildiginda miR-548q ile ilgili
KHDAK’ta herhangi bir c¢alismaya rastlanmamigtir. Yanlizca bdbrek ve nazofarenks
kanserinde potensiyel biyomarkir olabilecegine dair bilgi bulunmaktadir (Ferraz da Costa vd.,
2012; Tan vd., 2014). miR-1915’in A549 KHDAK hcrelerinde yapilmis olan bir galismada p53
tarafindan induklenerek antiapoptotik gen olan Bcl-2’yi hedefleyerek apoptozisin induklendigi
gosterilmistir (Nakazawa vd., 2014). Yine A549 KDAK hicresinin kullanildigi bagka bir calisma
da miR-1915’in timor dokularinda diisuk seviye de eksprese oldugu tespit edilmistir (Pan vd.,
2015). Bobrek kanser hiicrelerinde yapilmis bir arastirma da metastatik kanser tiriinde miR-
1915’in upreglle oldugunu goéstermislerdir (White vd., 2011). miR-1915’in farkh kanser
cesitlerinde gdstermis oldugu zit rolin hicre gesidine goére farklilik gosterebildigi, yapilan
bircok literatlir calismalarinda ortaya konmustur. Biz bu ¢calismamiz ile ilk defa miR-1915’in
KHDAK invazyonunu arttirdii ve bunu NF-kB tarafindan transkripsiyonunun uyarilarak
gerceklestirdigini gosteriyoruz. Calismamizda kullanilan H1299 hiicresi icin invazyonu arttiran
onkomir olarak géziikmektedir. H1299'da invazyonu arttiran miR-6814-3p ile ilgili herhangi bir
literatur bilgisine rastlanmadi.

Yalnizca PC3 hicrelerinde tespit edilen miR-1203’Un KHDAK ile iligkili oldugu bir
¢alisma bulunmamakla birlikte, prostat kanserinde biyomarkir olarak kullanilabilecegi Haldrup
ve arkadaslar tarafindan gdsterilmistir (Haldrup vd., 2013). Hela hucreleriyle yapilan bir
calismada miR-1203’in EGFR mRNA’sini hedef aldigini belirtmisler (Yamaguchi vd., 2012).
KlagUk Hucreli Akciger kanseri hastalarinda yapilmis bir ¢calismada miR-1203’Gn tUma&rin
tekrar niksettigi hastalarda upregtile oldugu tespit edilmistir (Okumura vd., 2015).

PC14 hicrelerinde NF-kB tarafindan dizenlenerek invazyonu indikleyen miR-138-
5p’nin, H1975 KHDAK hicrelerinde G-coupled reseptér 124’0 hedef alarak gefitinibe olan
direnci azalttigi tespit edilmistir (Gao vd., 2014). Yu ve arkadaslarinin pankreas kanserinde
yapmis olduklari ¢alismada miR-138-5p’nin FOXC1 genini hedefleyerek hicre déngusunu
dizenledigini ve miR-138-5p’nin asiri ifadesinin pankreas kanseri igin yepyeni bir tedavi
yaklagimi olabilecegini ifade etmiglerdir (Yu vd., 2015). miR-548yv ile ilgili yapilan literatur
calismalarinda endometeryum kanseri ile ilgili yapilan bir calisma da upregule oldugu tespit
edilmigtir (Widodo vd., 2016). invazyon ve NF-kB ile ilgili herhangi bir literatiir bilgisine
rastlanmamistir. DIANA TOOLS ve miRanda database’lerinde hedef gen tespiti analizlerinde
timor supresoér olan PTEN mRNA’sini hedef aldigi gézikmektedir. Bu durum PC14
hucrelerinde miR-548v’'nin invazyonu arttirmasini agiklayabilir niteliktedir. Elde ettigimiz
bulgularda bazi miRNA’larin invazyon Uzerine farkli etkiler gstermistir. Ornegin, miR-1915,
miR-138-5p ve miR-548h-5p’nin invaziv karakteri sahip H1299 ve PC14 hucrelerinde
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invazyonda farkli etkilere sahiptir. Bu durum literatiirde, miRNA’larin kanser g¢esidinde hatta
ayni kanser cesidinde farkli hucre hatlarinda dahi zit etki gosterebilecegi seklinde
aciklanmaktadir.

Tespit edilen 8 adet miRNA (miR-548a-3p, miR-548as-3p, miR-8078, miR-138-5p,
miR-1915, miR-548q, miR-1203, miR-6814-3p) hakkinda literatiirde KHDAK’inde NF-kB ve
invazyon ile iligkisinin gosterildigi bir arastirma bulunmamaktadir. Bu ¢caligma ile bu miRNA’lar
litertlre kazandiriimis olacaktir. 8 miRNA’'dan 3 tanesinin (miR-548a-3p, miR-548as-3p ve
mMiR-8078) invaziv karakterli olan KHDAK hicrelerine (H1299, PC14) 6zgu oldugu
gorilmektedir.

Yaptigimiz miRNA mikroarray analizlerindeki sonuclari gRT-PCR ile yapilan analiz
sonuglari ile karsilastirdigimizda herhangi bir tutarliia rastlamadik. Bunun nedeni, miRNA
mikroarray c¢alismalari icin TNF-a ve BAY11-7082 uygulamalari i¢in tek bir saati deneyecek
bltceye sahip olmamizdan dolayidir. miRNA mikroarray i¢cin TNF-a uygulamasinin suresi igin
literatir taramalari sonucunda belirledigimiz 24 saatin galismamiz igin uygun olmadigini daha
sonra yapmis oldugumuz gRT-PCR calismalarinda tespit etmis olduk. gRT-PCR
galismalarinda gergeklestirdigimiz zaman egrisi ¢calismalarinda TNF-a ile induklendidi bilinen
bazi miRNA’lar ile yaptigimiz analizlerde en uygun zamanin 4.saat oldugunu tespit ettik. Bu
durum, NF-kB tarafindan induklendigini distindugumiz miRNA’lari belirlemek icin miRNA
mikroarray analiz sonuglarini degerlendirme digi birakmamiza neden oldu.

Sonuglarimiz agik¢a géstermektedir ki, KHDAK hicrelerinde TNF-a ile indiklenen NF-
kB aktivitesi hicre invazyonunu bazi miRNA gen transkripsiyon seviyelerini arttirarak
induklemektedir. Literatur icin bu yeni bir bulgudur. Bu miRNA’larin NF-kB tarafindan bagka
transkripsiyon faktorlerinin induklenmesi aracihgi ile dolayl olarak mi yoksa direk olarak mi
dizenlendiginin tespit edilebilmesi icin ve hangi genleri hedefleyerek invazyonu induklediginin
arastirilmasi mekanizmanin tam ¢6zimu igin zorunludur. Bizim projemiz miRNAlarin
saptanmasina yonelik ¢calismalari kapsamaktadir. Hedef genlerinin bulunmasi, miRNA/hedef
genleri ile spesifik iliskisinin gosterilmesi gerekmektedir. Bu konuda bir proje dnerisi yazilmasi

planlanmaktadir.
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Akciger kanseri, tim dlinyada kanser iligkili 6limlerde birinci sirada gelmektedir. Akciger
kanseri hastalarinin élim sebebinin yaklasik %90?1 metastazdan dolayidir. invazyon, kanser
hiicrelerinin metastaz yapmasi igin kritik ve énemli adimidir. Onceki calismamizda
KHDAK?de, Akt/NF-kB yolaginin surekli aktif oldugunu ve hicresel invazyonu uyardigini ve
PTEN?in bu yolagi inhibe ederek invazyonu baskiladigini géstermistik. Bu ¢alismada TNF-?
uyarimli NF-kB aktivasyonu ile KHDAK invazyonunu indukleyen miRNA?lari belirlemeyi
amagladik. TNF-? tarafindan aktive edilen NF-kB aracili miRNAlarin tespiti igin ChIP kit
(Kromozom immunipresitasyon kiti) kullanildi. H1299, PC14, PC3 huicreleri ChIP ydntemi icin
TNF-? (30ng/ml) muamale edildiler. Kromotin érnekleri 250-500 bp fragment araliginda 3
hicre icin hazirlandi. ChIP sekans ile okunan kromotin boélgeleri biyoenformatik araglar
kullanilarak analiz edildi. NF-kB ile iligkili ve KHDAK invazyonunda potensiyel rolleri olan
miRNAlarin bulunmasi icin ayrica bir bioinformatic analiz de yapiimistir. NF-kB tarafindan
aktive edilip KHDAK invazyonu ile iligkili olabilecek 16 miRNA saptandi. ilk olarak H1299,
PC14 ve PC3 hiicreleri bu 16 mimik miRNA ile transfekte edildi ve onlarin KHDAK
invazyonuna etkileri invazyon chamber yontemi ile arastirildi. Sonuglarimiz agikca
gostermektedir ki; miR-548a-3p, miR-548as-3p, miR-8078, miR-1915, miR-6814-3p, miR-
548q mimikleri H1299 hiicre invazyonunu, miR-548v, miR-548h-5p, miR-138-5p, miR-548a-
3p, miR-548as-3p ve miR-8078 mimikleri PC14 hiicre invazyonunu, miR-138-5p, miR-1203,
miR-4651 mimikleri PC3 hiicre invazyonunu indliklemektedirler. Biz bu yukarida saptadigimiz
invazyonu indikleyen miRNAlarin NF-kB tarafindan dizenlendiginden emin olmak icin
sonuglarimizi RT-PCR ile dogrulamak istedik.

Sonug olarak, miR-548q, miR-548a-3p, miR-584as-3p, miR-1915 ve miR-8078 H1299
hicrelerinde, miR-138-5p, miR-548a-3p, miR-548as-3p ve miR-8078 PC147?de, miR-1203 ise
PC3 de hiicre invazyonunu indukledigi ve bu miRNA genlerinin transkripsiyonlarinin NF-kB
tarafindan pozitif ydnde regile edildigini bulmus olduk.
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