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Bas ve boyun skuamoz hiicreli karsinoma (BBSHK), yilda yaklasik 600.000 yeni vaka ile diinya
capinda goriilen en yaygin altinci kanserdir. Son yillarda BBSHK ’nin tani ve tedavisinde 6nemli gelismeler
olmasina ragmen hala kanser nedenli 6liimlerin dikkate deger sebeplerinden biridir ve ileri BBSHK
vakalarina kars1 yeni tedavi yaklasgimlarinin gelistirilmesi ve onkogenlerin karakterize edilmesi acil bir
gerekliliktir. Bu tez ¢alismasinda, miR-1825'in BBSHK patogenezindeki in vitro ve in vivo rollerinin
anlasilmasi, olast yeni hedef genlerinin belirlenmesi ve BBSHK hiicrelerinden tiiretilen eksozomlarin
hipoksik kosullar altinda anjiyojenez olusumu iizerine etkilerinin in vitro testlerle arastirilmasi
amaglanmigtir. Bu dogrultuda BBSHK hiicrelerinde miR-1825 deregiilasyonunun hiicre canlihigi, gocii,
invazyonu, apapotozu gibi kanser iligkili fenotipler ile hiicrelerin kok hiicre potansiyelleri tizerine etkileri
bir kisim in vitro testlerle incelenerek ortaya ¢ikarildi. MiR-1825’in ifadesinin ektopik olarak arttirildigt
veya azaltildigt BBSHK hiicrelerinde miR-1825’in potansiyel hedeflerini belirlemek i¢in gen mikrodizin
analizi yapildi ve ifadesi anlamli olarak degisen olasi aday hedef genler tespit edildi. Ayrica ektopik miR-
1825 agir1 ifadesinin BBSHK hiicrelerinin tiimor olusturma kapasitesini artirict yonde etki ettigi in vivo
NUDE fare modelinde gosterildi. Ek olarak, miR-1825’in BBSHK olusumunda mikrogevre {izerindeki
etkilerini ortaya koymak amaciyla hipoksik kosullara maruz kalan BBSHKli hiicrelerde ve bu kosullarda
hiicrelerden salinan eksozomlarda miR-1825 seviyesinin arttigi gosterildi. Hipoksik kosularda salinimi
artan eksozomlarin ve eksozomlarca tasimnan miR-1825’in damar endotel hiicrelerinin (HUVEC)
anjiyojenik potansiyelini artirdig1 bir kisim in silico analizlerle ve in vitro ¢alismalarla ortaya ¢ikarildi. Elde
ettigimiz bulgularla BBSHK gelisiminde miR-1825/FREM1 aksisinin rol aldigi ve BBSHK olusumuna
bagli olarak olusabilecek hipoksik kosullarda eksozomal miR-1825in TSC2/mTOR aksisini hedefleyerek
anjiyojenez olusumunu uyardigi ortaya konuldu.

2023, 121 sayfa

Anahtar Kelimeler: Bas ve Boyun Kanserleri, miR-1825, Eksozom, Anjiyojenez, Hipoksi



ABSTRACT

Ph.D

IDENTIFICATION OF THE ROLES OF MiR-1825 IN HUMAN HEAD AND
NECK SQUAMOUS CELL CARCINOMAS

Ozel CAPIK

Erzurum Technical University
Graduate School of Natural and Applied Sciences

Department of Molecular Biology and Genetics

Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Omer Faruk KARATAS

Head and neck squamous cell carcinomas (HNSCCs) are the sixth most common malignant cancer
worldwide. Although the therapeutic modalities currently used for patients with HNSCC improved in recent
decades, it is an urgent necessity to understand the pathogenesis of HNSCC, to develop novel treatment
strategies and to characterize the oncogenes that are responsible for aggressive HNSCC phenotype. In this
thesis study, it was aimed to understand the roles of miR-1825 in the pathogenesis of HNSCC, to identify
possible new target genes and investigating the potential roles of HNSCC-derived exosomes on
angiogenesis under hypoxic conditions by in vitro and in vivo tests. We examined the impacts of miR-1825
deregulation on the cancer associated phenotypes using in vitro tests evaluating cell viability, clonogenicity,
cell migration, invasion, apoptosis and stem cell characteristics. Gene microarray analysis was performed
to identify potential targets of miR-1825 in HNSCC cells. It has also been shown using NUDE mice in vivo
that ectopic miR-1825 overexpression has a stimulating potential on the tumorigenic capacity of HNSCC
cells. In addition, in order to reveal the effects of miR-1825 on the microenvironment in the formation of
HNSCC, we showed that the level of miR-1825 increased in cells with HNSCC exposed to hypoxic
conditions and in exosomes released from these cells. Our findings, it has been revealed that miR-
1825/FREM1 axis plays a mediator role in the development of HNSCC and that exosomal miR-1825
stimulates the formation of angiogenesis by targeting the TSC2/mTOR axis in hypoxic conditions that may
occur due to HNSCC formation.

2023, 121 page
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1. GIRIS

1. GIRIS

1.1. Kanser Nedir?

Kanser, viicudun herhangi bir boliimiinii etkileyebilen ¢ok asamali bir siirec¢
neticesinde normal hiicrelerin tiimor hiicrelerine doniismesi ile mevcut smirlarinin
Otesinde kontrolsiiz bir sekilde biiyliyerek diger organlara yayilabilen bir neoplazma
olarak tanimlanmaktadir (Sung et al. 2021). Kanser, hiicre boliinmesi, biliyliimesi ve
metabolizmasini diizenleyen onkogen ve tiimor siipresor genlerde meydana gelen
mutasyonlarin, genetik ve epigenetik degisikliklerin birikmesi sonucu olusan bir

hastaliktir (Hanahan and Weinberg 2011; Duarte et al. 2012) (Sekil 1.1).

ot
‘v‘!
e

1. mutasyon IS

2. mutasyon

3. mutasyon

4. mutasyon

Malign hiicreler
tiimor geligimi

Sekil 1.1. Kanser olugsum siireci (Leja D 2023)’den degistirilerek alinmistir

Kanser, tarih boyunca insan ve hayvanlarda goriilebilen bir hastalik olmustur.
Edinilen ilk yazili kayitlara gore kanser i¢in milattan once 460-370 yillar1 arasinda
yasayan tibbin babasi olarak bilinen Hipokrat tarafindan ilk defa iilser olusturmayan
tiimor i¢in “carcinos” ve iilser olusturan tiimor i¢in “carcinoma” terimleri kullanilmistir.
Kanser hiicrelerinin parmak benzeri uzantilarinin yengecleri (cancer) andirmasi
dolayisiyla MO 25-MS 50 yillar1 arasinda Roma’li hekim Celcus tarafindan da bu hastalik
igin “cancer” ifadesi kullanilmaya baslanmistir. Yunan doktor Galen (MS 130-200) ise
timorleri tanimlamak i¢in Yunanca’da siglik anlamima gelen oncos kelimesini

kullanmistir (Anonymous 2023).
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Hiicre biyolojisinin 1900’li yillarda aydinlatilmasi igin gergeklestirilen ¢ok
sayida calisma, kanser patogenezinin de anlasilmasina yardimci olmustur. Onkogen ve
tiumor siipresor genlerin 197011 yillardaki kesfiyle birlikte de kanserin molekiiler tanimi
yapilmaya baglanmistir. Giinlimiize kadar bulunduklar1 organa ve koken aldiklar1 hiicre
tiriine gore 200°den fazla kanser tiirii ve 100°den fazla kanser cesidinin oldugu tahmin
edilmistir (Committee 2022; Williams et al. 2022). Hiicre biyolojisinin anlagilmasi, insan
genom projesinin sonuglandirilmasi1 ve mikroarray teknolojileri ile yeni nesil dizileme
teknolojisinin gelistirilmesi adina gergeklestirilen ¢ok sayida 6nemli ¢alisma ile kanserin,
popiilasyonlardan bireylere, molekiiler diizeyden genetik materyaldeki degisikliklere
kadar bir ¢ok diizeyde farkliliklar gosteren olduk¢a kompleks bir hastalik oldugu ortaya
cikarilmistir ( Stratton et al. 2009; Arnedos et al. 2014; Zhao et al. 2019).

Kanser, kardiyovaskiiler hastaliklardan sonra diinya ¢apinda en yayin goriilen
ikinci hastalik olarak rapor edilmistir. Uluslararas1 Kanser Arastirmalar1 Ajansinin
(IARC) paylastig1 en son kiiresel kanser verilerine gore 2020'de diinya ¢apinda yaklagik
19,3 milyon kisiye kanser teshisi konmustur ve kanser iliskili 6liim sayis1 10 milyon
olarak bildirilmistir (Anonymous 2020; Siegel et al. 2022). Ulkemizde ise 2020 kanser
istatistiklerine gore yeni kanser vaka sayisi yaklasik 234 bin kisi olarak belirlenmis ve
kansere bagli 6liim sayisi ise yaklasik 127 bin kisi olarak bildirilmistir (Sung et al. 2021).
Diinya’da her 8 erkekten ve her 11 kadindan 1'i kanser nedeniyle yasamini yitirirken,
tilkemizde ise kanser, her 5 6liimden birinin sebebi olarak rapor edilmistir (Sung et al.
2021; Siegel et al. 2022). Gelecek 20 yil igerisinde de kanser igin beklenen tahmini vaka
sayisinin %47°lik bir artigla yaklasik 30 milyon olmasi beklenmektedir (Anonymous
2020; Sung et al. 2021). Biitiin bu bilgiler 1s18inda, kanserin molekiiler patolojisinin
aydinlatilmasi, kanser tanist ve tedavisine yonelik kullanilabilecek yeni yontem,

uygulama ve arastirmalarin gelistirilmesi biiyiik 5nem arz etmektedir.

1.2. Bas ve Boyun Kanserleri

Bas ve boyun kanseri (BBK), iist solunum ve sindirim yollar1 (dudaklar, agiz
boslugu, burun boslugu, orofarinks, nazofarenks, hipofarinks ve girtlak/iist trakea),
tilkiiriik bezlerinde tutulumu olan ve bu bolgelerle iliskili lenfadenopatiyi igeren epitelyal

malignitelerdir (Owens et al. 2022). Bas ve boyun kanseri, yilda yaklasik 600.000 yeni
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vaka ile diinya capinda goriilen en yaygin altinci kanserdir ve bu tiimdrlerin %901
mukozal bag ve boyun skuaméz hiicreli karsinomlardir (BBSHK) ( Leemans et al. 2018;
Moskovitz et al. 2018; Alsahafi et al. 2019; Johnson et al. 2020) (Sekil 1.2).

Nazofarenks. }

Kiiciik dil )
On dil
Bademcik
Dudak
Orofarenks
Dil k&kii Agiz tab
Posterior farenks duvarr | Dis et
) Tikrik by
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Hipofarenks { Epiglottis
Subraglottis
Larenk:

Krikoid kikirdak Glottis

Subglottis

Sekil 1.2. Bas ve boyunda olasi kanser bolgelerinin gosterimi (Johnson et al. 2023) den
degistirilerek alinmustir.

BBSHK i¢in uzun siireli tiitiin kullanimi, alkol tiiketimi, yliksek riskli insan
papilloma viriis (HPV) tiirleri ve Epstein-Barr viriisii (EBV) ile enfeksiyon, ana onkojenik
etkenler olarak kabul edilmektedir (Alsahafi et al. 2019). BBSHK’li hastalarin
tedavisinde genellikle radyo-terapi (RT), kemo-terapi (KT), immiin terapi, kombine
tedavi ya da cerrahi yontemler uygulanmaktadir (Moskovitz et al. 2018). BBSHK’da son
derece yaygin goriilen lenf nodu metastazi ve lokal niiks orani, yliksek 6liim ve diisiik sag
kalim (%40-50) oraninin temel sebebi olarak belirlenmistir ve bu etmenler erken tanidaki
basarisizlik ile birlikte hastalarin tedavi silirecinin zorlasmasina ve yasam kalitesinin
olumsuz yonde etkilenmesine sebep olmustur (Magnes et al. 2021; Wang et al. 2021).
Gilinlimiizde yapilan bir¢ok calismada daha etkili tedavilere yonelik bir kisim erken tani
biyobelirteglerinin  tanimlanmas1 ile yeni tedavi yaklasimlarinin gelistirilmesi

hedeflenmektedir.
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Sekil 1.3. Diinya genelinde GLOBOCAN 2020 verilerine gore elde edilen BBSHK
insidansi ve 6liim oranlar1 (Anonymous 2020)’den degistirilerek alinmistir.

1.2.1. Larenks kanseri

Larenks (girtlak), boynun 6n tarafinda trakea iistiinde, yemek borusuna paralel
olarak bulunan, stromal ve epitelyal dokulardan olusmus kikirdak yapida bir organdir
(Marur and Forastiere 2016). Larenks, konusma, yutma, solunum ve alt solunum
yollarinin korunmasi gibi birgok 6nemli fonksiyona sahiptir (Nocini et al. 2020). Larenks,
anatomik olarak supraglottik, glottik ve subglottik olmak {izere 3 bolgeden olusmaktadir.
Glottik bolge, ses tellerinin bulundugu orta kisimdir. Subraglottik bélge, damar yoniinden
zengin olup lenfatik yayilimin en fazla oldugu, glottik bélgenin tizerinde kalan kisimdir.
Subglottik bolge ise glottik bolgenin altinda kalan trakea olarak devam eden kisimdir.
Larenks kanseri (LKa) nin yerlesimi baz1 iilkelere gore farklilik gostersede genel olarak
vakalarm biiyiik bir kisminin (%55-60) glottik bolgelerde meydana geldigi gosterilmistir
(Hoffman et al. 2006). Larenks’in her ii¢ bolgesinde de meydana gelen tiimorlerin %696°s1
yiizey epitelinden koken alan skuamdoz hiicreli karsinomdan (SHK) olusmaktadir (Steuer

et al. 2017).

Larenks skuamoz hiicreli karsinom (LSHK), diinya g¢apinda goriilen yeni
vakalarin yaklasik %2-5’ini, bas boyun kanserlerinin ortalama %25’ini olusturmaktadir
ve bas boyun tliimorleri arasinda goriilme sikligi en yiiksek olan kanser tiiriidiir.

GLOBOCAN 2020 verilerine gore diinya genelinde yeni larenks kanser vaka sayisi



1. GIRIS

yaklagik 185.000, kansere bagli 6lim sayisi ise yaklasik 100.000 olarak bildirilmistir
(Anonymous 2020; Sung et al. 2021).

LSHK’nin insidanst ve mortalitesi hastalarin cinsiyetine, yasina, beslenme
sekline, sigara ve alkol tiikketim oranlarina ve bir kisim genetik ve ¢evresel faktorlere bagl
olarak degigsmektedir. GLOBOCAN 2020 verilerine gore hem diinya genelinde hem de
tilkemizde LSHK’nin insidans1 ve mortalitesi, kadinlara oranla erkeklerde daha fazladir
ve yasa bagl olarak artmaktadir. Bu hastalarda medyan tani yasi 55-65 araliginda iken
oliim yas1 ortalama 68 olarak rapor edilmistir (Sung et al. 2021). LSHK’nin bilinen en
onemli nedenleri arasinda sigara ve alkol tiiketimi bulunmaktadir. Ayrica yas, cinsiyet,
insan papilloma virlisii (HPV), Epstein-Barr viriisi (EBV), Larengofarengeal refli
(Larenksin kronik tahrisi), radrasyon maruziyeti, hava kirliligi, besin yetersizligi
(6rnegin, vitamin A, C ve demir eksikligi) ve is kaynakli kanserojen maruziyeti larenks
kanserine yakalanma riskini arttiran faktorler arasinda yer aldigi kabul gormektedir

(Marur and Forastiere 2016; Steuer et al. 2017; Nocini et al. 2020).

LSHK’nin nedenleri hakkinda yeterli bilgiye sahip olsak da hastaligin teshis ve
tedavisi halen basaril bir sekilde gergeklestirilememektedir. LSHK tanisi, temelde klinik
muayene ve larengoskopi, ince igne aspirasyon biyopsisi, manyetik rezonans
goriintileme (MRI), bilgisayarli tomografi (BT), pozitron emisyon tomografisi (PET)
taramasi gibi goriintiileme sistemleri ile yapilmaktadir ( Han and Sumer 2021; Biau et al.
2022; Huynh et al. 2022). LSHK’nin teshis edilmesindeki zorlu siireg, hastaligi erken
teshis eden yeni yontemlerin gelistirilmesiyle giderilmeye c¢alisiimaktadir. Bu baglamda,
LSHK’nin erken teshisi, yeni tedavi yaklasimlarinin gelistirilmesi gerekliligi, hastalarin
sagliklarint yeniden geri kazanmalar1 ve LSHK patogenezinin aydinlatilmas1 énemli bir

stire¢ olarak goriilmektedir.

1.2.2. Farenks kanseri

Farenks (yutak), burun ve agiz boslugunun arkasinda yer alan, sindirim sisteminin
yemek borusu tizerinde kalan kismidir. Farenks, kas ve mukoza yapili 5 cm uzunlugunda
tiip biciminde, yogun lenfatik dolasima sahip bir organdir ve agizda bulunan besinin

yemek borusuna gegmesini saglamaktadir (Mendenhall et al. 2019). Farenks anatomik
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olarak nazofarenks, orofarenks ve hipofarenks olmak iizere ii¢ bélgeden olusmaktadir. Bu

bolgelerde meydana gelen kanserlerin %90°1 skuamdz hiicrelerden kaynaklanmaktadir

(Kang et al. 2020).

Farenks skuamoz hiicreli karsinomun (FSHK) bilinen en 6nemli nedenleri
arasinda larenks kanserinde oldugu gibi yas, cinsiyet, insan papilloma viriisii (HPV),
Epstein-Barr viriisii (EBV), radrasyon maruziyeti, hava kirliligi ve is kaynakli kanserojen
maruziyeti yer almaktadir (Lam and Chan 2018). FSHK’nin nedenleri hakkinda yeterli
bilgiye sahip olsak da teshis ve tedavisiyle ilgili siire¢ler hala basarili bir sekilde
yapilmamaktadir. FSHK tanis1 temelde klinik muayene, ince igne aspirasyon biyopsisi,
manyetik rezonans goriintiileme (MRI), bilgisayarli tomografi (BT), pozitron emisyon
tomografisi (PET) taramasi gibi goriintiileme sistemleri ile yapilmaktadir (Petkar et al.
2017; Pointreau et al. 2022). FSHK’nin teshis edilmesindeki zorlu siireg, hastalig1 erken
teshis eden yeni yontemlerin gelistirilmesiyle giderilmeye c¢alisilmaktadir. Dolayisiyla,
FSHK’nin erken teshisi, yeni tedavi yontemlerinin gelistirilmesi gerekliligi, hastalarin
sagliklarini yeniden geri kazanmalar1 ve FSHK patogenezinin aydinlatilmasi LSHK da

oldugu gibi 6nemli bir siire¢ olarak goriilmektedir.

Nazofarenks (geniz), bogazin burunla birlesen boliimiidiir. Nazofarenks kanser
insidanst yiiksek olamamasina ragmen uzak metastaz yapma ihtimalinin yiiksek
olmasindan dolayr mortalitesi oldukg¢a yiiksektir (Y. Chen et al. 2019). Nazofarenks
kanserlerinin erkeklerdeki insidans ve mortalitesi kadinlara oranla daha yiiksektir.
GLOBOCAN 2020 verilerine gore diinya genelinde yeni orofarenks kanser vaka sayisi
yaklasik 135.000, kansere bagli 6liim sayisi ise yaklasik 80.000 olarak bildirilmistir
(Anonymous 2020; Sung et al. 2021).

Orofarenks, solunum ve sindirim sistemlerinin ortak alanidir ve agiz boslugunun
arkasinda kalan kisimdir. Bu bélgede, dilin iicte birlik arka kismi1, yumusak damak, yogun
lenfatik dolasima sahip bademcikler, yan ve arka farengeal duvarlar bulunmaktadir.
Farenksin orofarenks bolgesinin yogun lenfatik dolasima sahip olmasi dolayisiyla
orofarenks kanserli hastalarin 6lim oranmi olduk¢a yiiksektir (Burtness and Contessa

2021). GLOBOCAN 2020 verilerine gore diinya genelinde yeni orofarenks kanser vaka
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sayist yaklagik 100.000, kansere bagli 6liim sayis1 ise yaklagik 50.000 olarak bildirilmistir
(Anonymous 2020; Sung et al. 2021).

Hipofarenks, girtlagin arkasinda ve yemek borusunun hemen iizerinde yer
almaktadir ve sag ve sol piriform sintsler, hipofaringeal duvarlar ve postkrikoid olmak
tizere 3 boliimden olusmaktadir (Echanique et al. 2021). Bu bolgelerde meydana gelen
kanserler ¢ok yaygin olmamasina ragmen erken evrelerde tiimoriin belirgin bir
semptomunun olmamasindan dolay1 oldukca agresiftir ve kotii prognoza sahiptir ve %95
oraninda yassi epitel hiicreli karsinom gelismektedir (Pointreau et al. 2022). Hipofarenks
kanseri, bas boyun kanserleri arasinda %30-35 ile en diisiik 5 yillik sag kalim oranina
sahiptir (Garneau et al. 2018). GLOBOCAN 2020 verilerine gore diinya genelinde yeni
orofarenks kanser vaka sayisi yaklasik 85.000, kansere bagli 6liim sayisi ise yaklasik

39.000 olarak bildirilmistir (Anonymous 2020; Sung et al. 2021).

1.2.3. Dil kanseri

Dil, yass1 epitele sahip miitkoz membran ile gevrili ¢izgili kas yapisindadir. Dil,
cigneme, tatma, konusma ve yutkunma gibi fonksiyonlari olan kompleks bir yapidadir ve
kok, govde, apeks, dorsum ve 6n yiiz olmak iizere anatomik olarak 5 boliimden
olusmaktadir. Bu bolgelerde meydana gelen kanser, bas boyun maligniteleri arasinda yer
alan oral kavite kanserlerinin onemli bir kismini olusturmaktadir. Dil kanserlerinin

%95’inden fazlasin1t SHKlar olusturur (Chang et al. 2022).

Dil skuamoz hiicreli karsinoma (DSHK), genellikle dilin yan tarafinda ya da
tabaninda meydana gelmektedir ve metastaz ve invazyon yapma kabiliyeti oldukca
yiiksektir (Mannelli et al. 2018; Best et al. 202). DSHK ’nin goriilme siklig1, yas, kiiltiir,
yasam tarzi ve lilkelerin gelismisliklerine gore farklilik gostermektedir (De Berardinis et
al. 2022). Ayrica, sigara ve alkol tiiketimi, genetik yatkinlik, agiz hijyeni, dental travma,
diyet, HPV, EBV, Hepatit C ve HIV gibi etkenlerin agiz kanserlerinin geligimi iizerindeki
etkileri gosterilmistir ve kadinlara oranla erkek popiilasyonlarda goriilme sikligr daha

yiiksektir (Ansarin et al. 2019; Nasman et al. 2020; X. Wang et al. 2021).



1. GIRIS

Son caligmalarda HPV-16 ve HPV-18’in gen¢ bireylerde goriilen DSHK’ nin
onemli sebepleri arasinda yer aldig1 gosterilmistir ve dolayisiyla hastaligin insidansinin
arttig1 tespit edilmistir (Bzhalava et al. 2020; Lehtinen et al. 2021). DSHK’nin nedenleri
hakkinda yeterli bilgiye sahip olsak da hastaligin tedavisi hala basarili bir sekilde

gerceklestirilememektedir.

DSHK tanist temelde klinik muayene, ince igne aspirasyon biyopsisi, manyetik
rezonans goriintiilleme (MRI), bilgisayarli tomografi (BT), pozitron emisyon tomografisi
(PET) taramasi gibi goriintiileme sistemleri ile yapilmaktadir (Hara and Juloori 2022;
Nilsson et al. 2022). DSHK’nin tedavisindeki zorlu siireg, hastaligi1 erken tedavi eden yeni
yontemlerin gelistirilmesiyle giderilmeye calisilmaktadir. Dolayisiyla, DSHK nin erken
teshisi, yeni tedavi yOntemlerinin gelistirilmesi, olusum siirecinin molekiiler
mekanizmalarmin ve patogenezinin aydinlatilmast LSHK ve FSHK’da oldugu gibi
onemli bir siire¢ olarak goriilmektedir. GLOBOCAN 2020 verilerine gore diinya
genelinde yeni oral kavite kanser vaka sayis1 yaklagik 380.000, kansere bagli 61im sayisi

ise yaklasik 180.000 olarak bildirilmistir (Anonymous 2020; Sung et al. 2021).

1.3. MikroRNA’lar

MikroRNA’lar endojen olarak sentezlenen, tek zincirli, yaklasik 19-25 niikleotit
uzunlugunda, protein kodlamayan ve gen ifadesini negatif olarak diizenleyen kisa
ribontikleik asitlerdir (RNA) (Saliminejad et al. 2019; Barlak et al. 2020). MikroRNA’lar,
ilk olarak Lee ve arkadaslari tarafindan 1993 yilinda Caenorhabditis elegans (C. Elegans)
larvasinda Lin-4 olarak isimlendirilen genin protein kodlamamasma ragmen lin-14
proteininin ifadesini baskilayarak larva gelisiminde rol aldiginin ortaya ¢ikarilmasiyla

kesfedilmistir (Lee et al. 1993; lorio and Croce 2012) (Sekil 1.4).
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5 C. elegans lin-4 miRNA
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Sekil 1.4. MikroRNA’lar yaklasik 18-24 niikleotit uzunlugunda, tek zincirli RNA’lardir

Sonraki yillarda ise Reinhart ve arkadaslari C.elegans’ta yaklasik 22 niikleotit
uzunlugunda, let-7 olarak adlandirilan, canlinin gelisim zamanlamasini diizenlemekte rol
alan farkli bir mikroRNA kesfetmislerdir (Reinhart et al. 2000). Let-7’nin insanlar dahil
birgok organizmada tiirler arasinda da korunmus oldugunun kesfedilmesi let-7°nin 6nemli
bir biyolojik fonksiyona sahip oldugunu géstermistir (Pasquinelli et al. 2000). ilerleyen
caligmalarda, let-4 ve let-7"ye benzeyen yaklasik 19-25 niikleotid uzunlugunda kiigiik
RNA molekiilllerinin birgok farkli tiirde oldugunun kesfedilmesiyle birlikte 2001
yilindan itibaren mikroRNA olarak adlandirilmiglardir (Lagos-Quintana et al. 2001; lorio
and Croce 2012).

MikroRNA'lar, genom tizerinde protein kodlayan ekzon veya intron bolgeleri ya
da protein kodlamayan 3’ ve 5’ untranslated region (UTR) bolgelerindeki RNA
genlerinden  transkripsiyonu  saglanmasmna ragmen  proteine  translasyonu
gerceklesmeyen, fonksiyonel RNA molekiilleridir. Kesiflerinden simdiye kadar,
mikroRNA’larin fonksiyonlar: ve yeni mikroRNA’larin tanimlanmalari ile ilgili 6nemli

gelismeler kaydedilmistir.

Su ana kadar yapilan ¢alismalarla binlerce mikroRNA ve bu mikroRNA’larin her
birinin yiizlerce hedeflerinin bulunmasi, mikroRNA’larin hiicre gelisimi, farklilagsmasi,
proliferasyonu ve apoptozis yolaklarinda diizenleyici roller iistlendikleri ortaya

konulmustur.
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1.4. MikroRNA Biyogenezi

MikroRNA’larin sentezi kanonikal ve kanonikal olmayan 2 farkli yolak ile ii¢
adimlik siiregte gerceklesmektedir. ilk adimda, mikroRNA genlerinden primer
mikroRNA (pri-miRNA)'larin transkripsiyonu gerceklesmektedir (Kristensen et al.
2019). Ardindan, niikleus iginde pri-miRNA'lar prekiirsor mikroRNA (pre-miRNA)
molekiillerine  dondstiirilmektedir. Son adimda ise sitoplazma iginde olgun
mikroRNA'lar olusturulmaktadir. Kanonikal mikroRNA biyogenezi, genomik DNA’dan
RNA polimeraz Il enzimi tarafindan yaklagik 500-3.000 baz uzunlugundaki primer
transkript (pri-miRNA) lerin sentezi ile baslamaktadir. Pri-miRNA’lar, genel olarak
5’cap ve 3’poli A kuyruguna sahip stem-loop yapisindadirlar (Bhaskaran and Mohan
2014; Matsuyama and Suzuki 2019).

Cekirdekte pri-miRNA’lar, RNAaz Ill enzim ailesinin bir endoniikleazi olan
Drosha ve kofaktorii DiGeorge kritik sendrom bolgesi 8 (DGCRS8) (Pasha) tarafindan
yaklagik olarak 70 niikleotit uzunlugunda olan stem-loop yapisinda prekiirsor
mikroRNA’ya (pre-miRNA) doniistiiriilir (Bhaskaran and Mohan 2014).

Bir niikleaz olan Drosha ile ¢ift iplikli RNA baglayici bir protein olan Pasha’nin
olusturdugu komplekse mikroislemci kompleks (Microprocessor complex) adi verilir.
Pre-miRNA molekiilii daha sonra bir niiklear tasima reseptorii olan Exportin-5 (XPO5)
ve niiklear bir protein olan Ras related nuclear protein (RAN) araciligi ile GTP’ye bagimli
sekilde sitoplazmaya tasinir (Matsuyama and Suzuki 2019). Ardindan, pre-miRNA’lar
sitoplazmada RNAaz Il enzim ailesinden ve transactivation-responsive RNA-binding
protein TAR-RNA (TRBP) ile iliskili Dicer adli endoniikleaz ile kesilerek 19-25
nikkleotid uzunlugunda cift zincirli olgun miRNA dubleksine c¢evrilir. Dicer, ayni
zamanda RNA ile tetiklenmis susturma kompleksi (RNA-induced silencing complex;
RISC) olusumunu baslatir. MikroRNA/mikroRNA dubleks yapili miRNA RISC’in
yapisinda bulunan Argonaute (AGO) proteinine yiiklenir (Tafrihi and Hasheminasab
2019). Daha sonra RISC kompleksinde yer alan bir RNAz olan Argonaute proteini, 5’ucu
daha kararli olan miRNA dubleksinden sadece birini se¢erek RISC kompleksine dahil
eder. Bu iplik kilavuz iplik (guide strand) olarak adlandirilirken diger iplik antiklavuz

olarak adlandirilir.
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Antiklavuz ipligin baslangigta pargalandigi diistiniiliirken yeni nesil sekanslama
yontemleri ile yapilan caligmalara gore bu zincirin de fonksiyonel oldugu ve farkl
biyolojik siireglerde rol aldigi bulunmustur (Matsuyama and Suzuki 2019; Tafrihi and
Hasheminasab 2019). Kanonikal olmayan mikroRNA  biyogenezinde ise
Drosha/DGCRS8'den bagimsiz bir sekilde mikroRNA’larin sentezi siirecinde kisa intron
dizilerinden transkribe edilen ve splice mekanizmasi araciligi olusan mirtron’dan pre-
miRNA benzeri yapilar olusur. Pre-miRNA benzeri yapilar, XPOS5 araciligiyla
sitoplazmaya tasmarak kanonikal yolak ile ayni sekilde olgun mikroRNA sentezi
gerceklesir (Westholm and Lai 2011) (Sekil 1.5).

Intergenik miRNA miRNA kimeleri Mirtron Exon
_ —_ = i ——

— - -
Pol Il Pol Il Pol Il

Kanolikal yolak
Non-koding transkript

Pri-miRNAs
scap = 1
AAAN3G

Non-kanolikal yolak

Pri-miRNA
=) (Pre-mRNA)
AAANZ s = AAANS

3
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L AAANZ 5— - ~m— AAANT
Mikroislemci l
— N
Cekirdek =
Pre-miRNA Mirtron lariat
LR
& e
£
o
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ﬁ PIC cgp
s mRNA
5 L3 ) ) w A Sl
o~ 3
L— SR [
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3 5 PABPC  :
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‘complex
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Sekil 1.5. MikroRNA’larin biyogenezi (O’Carroll et al. 2012)’den degistirilerek
alimmastir.

MikroRNA molekiillerinin olgunlagmasimin ardindan tek zincirli miRNA’y1
iceren aktif RISC kompleksi spesifik baz eslesme 6zelligi ile mRNA’ya baglanarak,
MRNA’nin taninmasinda o6nemli bir rol oynar ve mRNA’nin deadenilasyonuna,
degredasyonuna ya da translasyonel inhibisyonuna neden olarak hedef genlerin

baskilanmasina yol acar (Westholm and Lai 2011).
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Bir mikroRNA baz ciftlesme 6zelligi ile mMRNA’ya baglanir. MikroRNA’larin
cogu, hedef mMRNA’nin 3* ucundaki UTR bdlgesine baglanir. Bu baglanma kusurlu,
miikemmel olmayan ve eksik komplementerligi igerir ve translasyonun baskilanmasi ile
sonuglanir. MikroRNA’larin diger bir baglanma bolgesi ise hedef MRNA’nin agik okuma
cergevesi (open reading frame, ORF) bolgesidir. Bu baglanma ise kusursuz, tam
komplementerligi gosterir ve Argonaute2 (Ago2) tarafindan mRNA’nin yikimi ile
sonuglanir. MikroRNA’larin kendi niikleotit dizilerine komplementer olan hedef genleri
tanima Ozellikleri vardir. MikroRNA’larin her biri birden fazla mMRNA’nin ifadesini
diizenleyebilir ve  mRNA’larin her biri de birden fazla mikroRNA tarafindan
hedeflenebilir. Simdiye kadar toplamda 38589 mikroRNA tanimlanmistir. Bu
mikroRNA’lardan hem omurgali hem de omurgasiz hayvanlarda yiiksek oranda
korunmus dizilere sahip 2.656 tane olgun mikroRNA’nin insan genomu tarafindan

kodlandigi tespit edilmistir (miRBase: Release 22.1)

Bu mikroRNA’larin insan genlerinin %70’inden fazlasini hedefleyerek genlerin
ifadesini diizenledigi disiiniilmektedir. Bu da mikroRNA’larla gergeklestirilen gen
regiilasyonunun, post-transkripsiyonel gen regiilasyon modelleri arasinda son derece

onemli oldugunu gostermektedir

1.5. MikroRNA ve Kanser

MikroRNA’larin ilk kesfedildikleri glinden itibaren normal ve kanserli hiicre ya
da dokudaki roliinii anlamak i¢in aragtirmalar yapilmis ve bunun neticesinde onemli
gelismeler kaydedilmistir. Yapilan ¢alismalar sonucunda bu molekiillerin hematopoez,
farklilagsma, ¢ogalma, hiicre gogii, hiicre sikliisti ve apoptoz (programli hiicre 6liimii) gibi
¢ok onemli hiicresel olaylarda kritik 6neme sahip oldugu gosterilmistir (Calin et al. 2002;
Lee and Dutta 2009; Di Leva et al. 2014).

Protein kodlayan (onkogen/tiimor siipresor) genlerde meydana gelen fonksiyonel
bozukluklarin kansere neden oldugu bilinmektedir. Son yillarda tiimér olusumunda
mikroRNA’larin da etkili oldugunun gosterilmesiyle kanserin genetik nedenlerinin daha

karmasik oldugu bildirilmistir.
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Yapilan c¢aligmalarla mikroRNA’larin normal ve kanserli dokular arasinda ifade
farkliliklarinin -~ belirlenmesi, mikroRNA’larin  kanser progrezyonundaki rollerini
giclendirmistir (Zhang et al. 2007; Di Leva et al. 2014). Kanserle iliski genomik alanlarin
ya da frajil bolgelerin %50’den fazlasinin mikroRNA’lar kodlayan genlerden olugmasi
mikroRNA’larin kanser patogenezindeki dnemini ortaya koymustur (Calin et al. 2004).
MikroRNA’larin karsinogenezde etkili olabileceginin anlagilmasiyla birlikte farkli kanser
tirlerinde spesifik hiicre tiplerinde mikroRNA’larin ifade seviyelerindeki degisimler
incelenmistir. MikroRNA’larin  hedefledikleri mRNA’larm  molekiiler sinyal
yolaklarindaki rollerine goére timor baskilayici veya onkogenik 6zellik kazanabildigi
gosterilmistir (Fabbri et al. 2008).

Normal dokularda, bazi mikroRNA’larin proto-onkogenlerin translasyonunu
inhibe ettigi rapor edilmistir. Bu mikroRNA’larin, onkogenlerin ifadesini kontrol ettikleri
ve “timor siipresor miRNA’lar” (TS-miR) olarak rol aldiklari gosterilmistir. Dolayisiyla
timor baskilayict mikroRNA’larin ifadelerinin azalmasi, onkogenlerin ifadelerinin
artmasina ve timor olusumuna sebep olur (Zhang et al. 2007; Kalinowski et al. 2014).
Bunun aksine, ¢esitli kanserlerde ifadeleri artan, timor siipresor genlerin baskilanmasini
saglayan “onko-miR” olarak adlandirilan bir kisim onkogenik mikroRNA’lar da tespit
edilmistir. Bu mikroRNA’lar, kontrolsiiz biiylimeyi tetikleyerek anti-apoptotik yonde
fonksiyon gosterirler (Esquela-Kerscher and Slack 2006; Svoronos et al. 2016). Sonug
olarak, mikroRNA’lar tiimor siipresor ve onkogen mRNA’lar1 potansiyel hedef olarak
gormektedirler. Bu yiizden, bir mikroRNA’nin ger¢ek fonksiyonu ya TS-miR’in veya
onko-miR’in hiicresel fonksiyonuna baglidir ve bazi mikroRNA’lar da bulunduklar
kosullara bagli olarak hem tiimor siipresor hem de onkogen karakter gosterirler (Sekil
1.6).
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Sekil 1.6. Onkogen ve timor siipresor mikroRNA’larin karsinogenez siireglerindeki
fonksiyonlar1  (Esquela-Kerscher and Slack 2006)’dan degistirilerek
alimmustir.

MikroRNA’larin, kanserin erken tani, tedavi ve prognozunun belirlenmesinde,
kanserli dokulardaki ifadelerinin, ifade paternlerindeki degisikliklerin ve hedefledikleri
MRNA’larin ortaya ¢ikarilmasinda onemli katkilar saglayacagi disiiniilmektedir
(Kabzinski et al. 2021; Uzuner et al. 2022).

1.6. MiR-1825 ve Hedef Genler

MiR-1825, POFUTL1 (Protein O-Fukosiltransferaz 1) geninin 7. ekzonunda yer
almakla birlikte insan embriyonik kok hiicrelerinde ve uyarilmig pluripotent kok
hiicrelerde rekiiren fonksiyon kazanimi goriilen 20g11.21 kromozomal bdélgesinde
bulunan onkogenik bir mikroRNA’dir (Martins-Taylor et al. 2011).

20g11.21 kromozomal bolgesinde meydana gelen amplifikasyonun insan
embriyonik kok hiicrelerinin, koloni olusturabilme potansiyelini arttirdigi ve hiicre

apoptozunu azalttig1 gosterilmistir (Nguyen et al. 2014).
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Ilging bir sekilde, 20g11.21 amplifikasyonunun, insan embriyonik kok
hiicrelerinde kanserle ilintili ¢ok sayida genin zenginlesmesine neden oldugu
bulunmustur (Werbowetski-Ogilvie et al. 2009; Karatas et al. 2016). Nguyen ve ark
tarafindan in vitro kiiltiir ortaminda 20g11.21 kromozomal bélgesinde amplifikasyonun
meydana getirildigi mutant insan embriyonik kok hiicre (hESC) hatlarinda gen ifade
degisimleri incelenmis ve miR-1825’in ifade seviyesinin arttig1 tespit edilmistir (Nguyen
et al. 2014). Bu bulgularin yani sira, CD133+ ve CD133- LSHK o6rneklerinin mikroRNA
profil karsilastirmasi yapilmis, miR-1825’in CD133+ larenks kanseri kok hiicrelerinde
onemli ol¢tide artan ifadeye sahip oldugu rapor edilmistir (Karatas et al. 2016). MiR-
1825’in, kok hiicrelerle iliskili 6zelliklerin kazanilmasi ve siirdiiriilmesinde oldugu kadar
timor gelisimi, progresyonu Ve metastazinda da rol aldig1 6ne siiriilmiistiir (Khan et al.
2019). MiR-1825’in prostat kanseri dokularinda ifadesinin arttig1 ve prostat kanseri igin
bir biyobelirteg olarak islev gdrebilecegi gosterilmistir (Guo et al. 2018). Ilging bir sekilde
bazi glioblastoma hiicrelerinde (U138, Inz308) miR-1825 ifade seviyesinin yiiksek
oldugu tespit edilmesine ragmen bazi glioblastoma hiicrelerinde (U251, U373) ve
glioblastoma hasta serumlarinda ifade seviyesinin diisiik oldugu gosterilmistir ( Xing and
Zeng 2017; Xi et al. 2021). Hepatoselliiler karsinomlu hastalarinin serumlarinda ise
miRNome profilleme ¢alismasi yapilmistir. Tanimlanan 274 mikroRNA arasindan miR-
1825’in normal serum Orneklerine kiyasla ifade seviyesinin anlamli olarak arttig: tespit

edilmistir (Pascut et al. 2019).

Kolorektal kanser hasta doku ve serum orneklerinde miR-1825 seviyesinin yliksek
olmasi1 kolorektal kanser gelisiminde miR-1825’in 6nemli bir role sahip olabilecegini
gostermistir. Ayrica KEGG patway analizi ile miR-1825"in hedef genlerinin genellikle
hiicrenin biyolojik siiregleri ve molekiiler fonksiyonlart ile iliskili oldugu tespit edilmistir
(Pruseth et al. 2021). Bu bulgularin yani sira servikal, hepatoselliiler, akciger ve pankreas
gibi gesitli karsinomlarda miR-1825 ifade seviyesinin 6nemli derecede arttig1 ve kanser
progresyonu ile iliskili oldugu rapor edilmistir (Li et al. 2013; Kang et al. 2022; Kwon et
al. 2022; Hassan et al. 2023).
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Bunlara ek olarak, miR-1825'in varsayilan hedefi olarak mikroarray analizi
sonucunda tarafimizca tespit edilen FREM1 (FRAS1-related extracellular matrix gene 1)
hiicre dis1 matrisle iliskili bir transmembran proteindir (Smyth et al. 2004; Yu et al. 2018).
Embriyonik gelisim sirasinda epidermal yeniden sekillenme ve epitelyal mezenkimal
etkilesim bolgelerinde 6nemli dlgiide ifade edilmektedir (Smyth et al. 2004; Li et al.
2020). Ayrica FREM1 bazi dokularda immiin hiicre infiltrasyonu ve kanser hiicre
progrezyonu ile iliskilidir (Jiang and Jiang 2022). Son zamanlarda yapilan ¢alismalara
gore FREMI1 ifadesinin kanserlerin ilerlemesi ve timor evreleri ile negatif korelasyon
gosterdigi bildirilmistir (Luo et al. 2020). Ancak bu konuda heniiz detayli fonksiyonel
calismalar yapilmamistir. Bu bilgiler, miR-1825/FREM1 aksisinde, miR-1825'in bir
onko-miR adayr olarak BBSHK gelisiminin 6nemli bir aracisi olarak hizmet

edebilecegini gdstermektedir.

Bir kisim in siliko araglar kullanarak tarafimizca miR-1825in olas1 hedefi olarak
belirlenen TSC2 (Tuberous Sclerosis Complex 2) ise hiicre biiyiimesini kontrol eden
tuberin proteinini kodlayan timor baskilayict bir gendir (Alesi et al. 2021). TSC2, hiicre
biiylimesinin ana diizenleyicisi olan mTOR (mammalian target of rapamycin)
aktivitesinin negatif diizenleyicisi olarak rol alir ve hiicre proliferasyonu, anjiyojenez gibi
birgok hayati siirece aracilik eder. TSC2’nin downstream hedefi olan mTOR'un, Akt
sinyal yolu aracilig1 ile hipoksik kosullarda endotel hiicre proliferasyonunu indiikledigi
gosterilmistir (Huang et al. 2022). Kanser hiicrelerinde TSC2 genindeki mutasyonlarin
PI3K yolaginca hiicre biiyiimesinin asirt uyarilmasi ve protein sentezinin asiri
aktivasyonuna sebep oldugu gosterilmistir. Ancak TSC2’nin 6zellikle BBSHK’da
mikrogevre ve anjiyojenez ile iligkisinin altinda yatan molekiiler mekanizmalar heniiz

aydinlatilmamistir.

Bu dogrultuda, hipoksik kosullar altinda kanser kaynakli anjiyojenez olusumunda
eksozomal miR-1825’in rollerinin arastirilmasi1 amaglandi ve yeni bir aksis 6nerildi. Son
yillarda, mikroRNA'larin islevlerinin ve hedeflerinin anlasilmasina ve ayrica karsinojenik
stiregler sirasinda timdr baskilayict veya onkogenlerle etkilesimlerinin belirlenmesine

odaklanan ¢ok fazla arastirma yapilmstir.
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Ancak miR-1825'in 6zellikle BBSHK'daki hiicre patogenezi, olasi yeni hedef
genlerinin belirlenmesi, o&zellikle de mikrogevre, anjiyojenez, kanser kok hiicre
Ozelliklerine katkis1 gibi islevleri hala aydinlatilamamistir ve fonksiyonel caligsmalar

yapilmamustir.

1.7. Eksozom

Canlilarin yasami boyunca devam eden hiicreler arasi iletisim, ¢ok hiicreli
organizmalarda milyarlarca hiicrenin islevlerini es zamanli olarak gerceklestirebilmeleri
icin hayati bir 6neme sahiptir (Kalluri and LeBleu 2020). Hiicreler bu iletisimi, hiicresel
homeostazi korumak, hiicre dis1 ortamdaki patojenlere cevap vermek, hiicre gogii,
proliferasyon, farklilasma, apoptoz ve hatta karsinogenez gibi mekanizmalar1 kontrol
etmek ve salgilanan molekiillerin transferi gibi biyolojik olaylar i¢in gergeklestiriler

(Doyle and Wang 2019; Kalluri and LeBleu 2020).

Bilim insanlar1 uzun yillar boyunca hiicresel iletisimin, sadece hormonlar,
sitokinler veya norotransmitterler araciligiyla gerceklestigini diistiindiiler (Camussi et al.
2010). Ancak son yillarda yapilan caligmalarla, hiicre disi vezikiiller (“Exracellular
vesicle”, EV) araciligiyla da hiicrelerin iletisim kurabildigi gosterilmistir (Ratajczak et al.
2006).

EV’ler plazma zarindan dogrudan veya dolayli olarak olusan, lipit bir tabaka ile
cevrili, kiigiik kiiresel yapilardir. Bu vesikiiller, kargo igerigi, biuyikligi, plazma
membran olusumu ve sekresyonuna gore siniflandirilmaktadir (Cordonnier et al. 2017).
EV’ler, endositik yoldan yonlendirilen ve hiicre disi ortamimna ekzositozla salinan
eksozomlar (Trams et al. 1981), dogrudan plazma zarindan tomurcuklanarak hiicre disina
salgilanan mikrovezikiiller (Borges et al. 2013) ve apoptoz sirasinda hiicreler tarafindan
salinan apoptotik cisimler (Théry et al. 2002; Ratajczak et al. 2006) olarak
siiflandirilmaktadirlar (Sekil 1.7).
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Sekil 1.7. Ekstraselliiler vezikiillerin yapisi (Lai et al. 2022)’den degistirilerek
alinmustir.

EV’lere kiyasla daha fazla fizyolojik ve patolojik siiregte rol oynayan, en kiigiik
EV alt grubunu olusturan eksozomlar, bilinen biitiin hiicreler tarafindan hiicre dis1 ortama
salinan, biitlin biyolojik sivilarda bulunan ve boyutlar1 30-300 nanometre arasinda
degisen, herhangi bir hiicresel organel igermeyen, membran kaynakli ¢ift zarl
keseciklerdir (Zhang et al. 2015; Hessvik and Llorente 2018; Jung and Mun 2018).
Eksozomlar ilk olarak 1983 yilinda, retikiilosit olgunlagmasiyla ilgili bir ¢alismada,
transferrin reseptoriiniin hiicre disina 50 nm’lik vezikiillerle tasindiginin bulunmasiyla

kesfedilmistir.

Kesfedildikleri ilk zamanlarda hiicre homeostazinin yan iriinlerinden veya hiicre
hasarindan dolay1 salgilandigi diistiniilen bu keseciklerin, son yillarda yapilan
caligmalarla 6nemli fizyolojik gorevleri oldugu ortaya cikarilmigtir (Trams et al. 1981;
Simpson et al. 2009; Rauf et al. 2022). Eksozomlar1 diger EV’den daha 6nemli hale
getiren nokta, eksozomlarin iceriklerinde tagidiklar1 biyoaktif molekiillerin kargolaridir.
Bu sayede hiicre-hiicre etkilesiminde rol oynayarak alici hiicrelere transfer olduklarinda

tasidiklar biyoaktif molekiil kargolari ile hiicrenin fonksiyonunu degistirebilirler.
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Hiicre-hiicre iletisiminin en o6nemli elemanlarindan biri olan eksozomlar
salgilandiklar1 hiicreden diger hiicrelere igerisinde bulundurduklart mRNA, mikroRNA,
INcCRNA, tek zincirli (ssDNA) ve ¢ift zincirli DNA (dsDNA), genomik DNA fragmentleri,
niikleik asit, protein ve lipid gibi biyoaktif bilesenlerin aktarimini saglamaktadirlar
(Raposo and Stoorvogel 2013) (Sekil 1.8).
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Sekil 1.8. Eksozomlarin yapisi ve igerigi (Calvo and Izquierdo 2022)’den degistirilerek
alimmastir.

1.8. Eksozom Biyogenezi

Eksozomlar endositik yollarla {i¢ farkli asamada meydana gelirler (i) plazma
membrant hiicre membranindan ige dogru kivrilarak erken endozom ile endositik vezikiil
olusturur; (ii) ikinci asamada ge¢ endozom ile endozomal membranin igce dogru
tomurcuklanmasi ile multivezikiiler (MVB) cisimcikler olusur; (iii) son asamada, geg
endozomlarin olgunlagmasi ile, MVB’lerin plasma membrani ile birlesmesi sonucu
eksozom olusur ve vezikiil igerisindekiler hiicre disina eksozom olarak salgilanir (Gurung
et al. 2021). Ancak olusan biitin MVB’ler, iceriklerini eksozom olarak disar1

salgilamamaktadirlar.
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MVB’lerin bazilar1 lizozomlarla birleserek yapilarmin pargalanmasi sonucu
iceriklerini hiicreye geri kazandirirken bazilar1 ise melanozomlar, azurofilik graniilleri

gibi lizozom benzeri organellerin olusumuna katki saglarlar (Gurung et al. 2021).

Yapilan son c¢alismalar MVB’lerin olustuktan sonra sahip olduklar1 kolesterol
seviyesine bagl olarak izleyecegi metabolik yollar1 belirledigini gostermistir. Kolesterol
seviyesi yiikksek olmayan MVB’ler lizozoma dogru yonelirken, kolesterol seviyesi yiiksek
olan MVB’ler ise plazma membrani ile birleserek igeriklerini eksozom olarak disari
salgilamaktadir. Eksozomlardaki kolesterol seviyesi hem eksozom stabilitesinin
korunmasinda hem de hiicre tarafindan eksozomun salinmasinda kolaylik saglar (Subra
et al. 2007). Tiim bu siirecler hiicre i¢indeki sinyalizasyon molekiilleri ile sik1 bir sekilde
kontrol edilir. Ancak bu yollardan hangisinin, hangi kosullarda devreye girecegi hentiiz
bilinmemektedir. Dolayisiyla, eksozom salinimi ve MVB igerisindeki keseciklerin
lizozoma gonderilmesi arasindaki dengeyi diizenleyen mekanizmanin nasil iglendigi hala
arastirtlmakta olan bir konu olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Eksozom igerisine
biyomolekiillerin alinmasi spesifik bir segilimle 3 farkli mekanizma ile gergeklesmektedir
(Bozkurt 2018; Vietri et al. 2020).

Ik mekanizmada ESCRT (Endosomal Sorting Complexes Required for
Transport)’ye bagli mekanizma araciligi ile birbiriyle es zamanl olarak ¢alisan pek ¢ok
protein alt grubu, eksozomlara biyotinlenmis protein alimini saglar. ESCRT-0
biyotinlenmis proteinlerin taninmasinda ve bu proteinlerin endozomal membrana
toplanmasinda rol alir. ESCRT-0, ESCRT-1’i bu da ESCRT-2’yi bolgeye ¢eker ve bu
yolla toplanan ESCRT-1 ve 2 membran tomurcuklanmasini1 harekete gegirir ve Alix
proteini yapiyr sabitler. ESCRT-3 ise tomurcuk yapidaki vezikiilin membrandan

ayrilmasini saglar (Henne et al. 2011; Larios et al. 2020).

Ikinci mekanizmada Tetraspanin ve lipid bagimli mekanizma ile sitozolde yer alan
kargonun, spesifik bir se¢ilim ile eksozom igerisine alinmasi seklindedir. Ornegin bir
sfingolipid olan seramidler (sfingomiyelinaz (nSMase), asit sfingomiyelinaz (aSMase) ya
da novo sentezi etkisi) endozomal membranin kendiliginden hiicre i¢ine dogru ¢okmesine
sebep olurken, Fosfolipaz D (PLD) eksozom saliniminda rol alir (Ghossoub et al. 2020;
Larios et al. 2020).
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Son mekanizma olan hipotetik modelde ise, eksozomlarca tasinan mikroRNA
miktart ve eksozom igeriginin kokenlendikleri hiicreye gore degismesi, mikroRNA’larin
eksozomlar icine secilerek alindigim diisiindiirmektedir. Ornegin T hiicrelerinden salinan
eksozomlarda bir grup mikroRNA’nin 6zellikli bir baz dizisine sahip oldugu (GGAG) ve
bu dizinin A2B1 riboniikleoprotein tarafindan tanindigi tespit edilmistir. MikroRNA’lar
disinda mRNA’larin ve kodlama yapmayan diger RNA molekillerinin de (ncRNA gibi)
alimirken secildigi disiinilmektedir. Ancak mekanizmalari heniiz aydinlatilmamistir
(Bozkurt 2018). Eksozomlarin hiicre disina salinmasinda Rab GTPazlar, molekiiler motor
proteinleri, hiicre iskelet sistemi proteinleri ve SNARE proteinleri rol almaktadirlar.
Hiicre ici Ca®* seviyesi, hiicre ici ve dis1 pH gradienti, hipoksi gibi faktorler eksozom

salmimin1 6nemli derecede etkilemektedir (Kahlert and Kalluri 2013).

Eksozomlarin hedef hiicreleri se¢gme mekanizmalart ve secilen hiicrelere
igeriklerini nasil aktarabildigi hala arastirilmaktadir. Bu asamada eksozomlarin hedef
doku ve organlara ulastiktan sonra hiicre igine alinma mekanizmalarinin anlasilmasi
oldukga onemlidir (Kahlert and Kalluri 2013). Eksozomlar hedef hiicrelere 3 farkli yoldan
alinabilirler (Liu et al. 2021) (Sekil 1.9).

Birinci yol ile eksozomlarin zar yilizeyinde bulunan ligandlar, hedef hiicre
yiizeyindeki reseptorlere baglanabilir. ikinci yol ile eksozomlar yiizeylerinde bulunan
adezyon molekiilleri aracilig1 ile hedef hiicre membranina fiizyon yapabilir. Ugiincii yol

ile ise eksozomlar, hedef hiicre aracilig1 ile fagosite edilebilir.
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Sekil 1.9. Eksozomlarin igerikleri, biyogenezi ve hedef hiicrelere alinma yollar: (Liu et
al. 2021)’den degistirilerek alinmstir.

Eksozomlar, bir¢ok kosulda hem saglikli hiicrelerden hem de kanser hiicreleri ve
tiimdr mikrogevresiyle iliskili mezenkimal kok hiicreler, stromal ve endotelyal hiicreler
tarafindan salgilanir ve timor progresyonuna katkida bulunan sinyal yolaklarini
(MAPK/ERK, PI3K/AKT, Wnt/b-katenin, STAT3, reseptor tirozin kinazlar ve TGF-
beta) dogrudan ya da dolayli olarak etkilerler (Jia et al. 2017; Sun et al. 2018).

Kanser hiicreleri arasinda eksozomlar araciligiyla otokrin, parakrin ve endokrin
etkilesim saglanmakta, yogun iletisim ag1 kurulmakta ve bu ag iginde endotel
hiicrelerinden immin sistem hiicrelerine kadar c¢ok sayida aktor rol almaktadir.
Eksozomlarin, yiizeylerinde veya vezikil iginde tasidiklari kargo igerikleri (onkojenik
sinyal proteinleri, ligandlar, enzimler, nRNA ve mikroRNA) aracilig1 ile kanser hiicreleri
immiin sistemden kagabilmekte, tiimor mikrogevresinde hiposik bir ortam olusturarak
anjiyojenezi artirmakta, ilag direnci kazanmakta, invazyon ve metastaz yapma yetenekleri
elde etmektedirler (Kalluri and LeBleu 2020; Paskeh et al. 2022).
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Eksozomlarin kargo igeriklerinin (6zellikle mRNA ve mikroRNA igerigi)
hastaliklarin tanisinda 6nemli bir avantaj saglayacagi diisiiniilmektedir. Eksozomlar,
salgilandiklar1 hiicrelerin membran ve sitoplazmik o6zelliklerini karakteristik olarak
tagirlar. Eksozomlarin viicuttaki biitiin sivilardan elde edilebilir olmasi, bir¢ok hastalik
igin tan1 asamasini kolaylastirici, belirte¢ eksenli ¢aligmalarin yapilmasina olanak

saglamistir (Kalluri and LeBleu 2020).

Eksozomal kargo biyomolekiillerinden mikroRNA'lar, tiirler arasinda yiiksek
diizeyde korunmalar1 ve gen ifadesindeki diizenleyici rolleri nedeniyle oldukca dikkat
¢ekicidir. Eksozomal mikroRNA'larin kesfi ile mikroRNA'larin dogrudan eksozomlar
yoluyla hedef hiicrelere iletilerek mRNA hedeflerinin fonksiyonel modiilasyonuyla
sonuglanabildigi ve eksozomal mikroRNA’larin bir kisim reseptorlere baglanarak
bagisiklik hiicrelerini aktive eden ligandlar olarak hareket etme kapasitesine sahip
olduklar1 gosterilmistir (Zhang et al. 2015; Yue et al. 2020). Eksozomal mikroRNA'lar,
hastalarin kaninda, idrarinda ve diger viicut sivilarinda stabil bir sekilde bulunabilir ve
eksozomlar, spesifik yiizey proteinlerinin mevcudiyetiyle orjinlendikleri dokularin veya
hiicrelerin igerigini yansitabilirler. Ayrica, ekzozomal mikroRNA'larin miktari ve
bilesimi, hastalar ve saglikli bireyler arasinda farklilik gosterir. Bu nedenle, eksozomal
mikroRNA'lar, hastalik durumlarini belirtmek i¢in invaziv olmayan biyobelirtegler olarak
kullanim potansiyeli gostermektedirler. Ayrica, yapilan ¢aligmalarda, eksozomal
mikroRNA'larin klinik taniya yardimei olabilecegi, kanserde prognostik belirteg olarak
kullanilabilecegi gosterilmistir (Zhang et al. 2015).

Eksozomal mikroRNA’lar hem tiimor baskilayicilar olarak hem de hiicre
proliferasyonu, hiicre go¢iinii, epitelyal-mezenkimal gecisi (EMT), anjiyojenezi, vaskiiler
permeabilite (damar gecirgenligi) ve metastazi diizenleyen promotorler olarak kanser
mikrogevresi ve hiicre dig1 matriks {izerinde de 6nemli etkilere sahiptir (Sun et al. 2018).
Eksozomal mikroRNA’larn, bir kisim sinyal yollarin1 aktive ederek anjiyojenez,
Metastaz, epitel hiicrelerin malign transformasyonu ve ilag direnci gibi 6nemli siireclere

dahil oldugu yapilan ¢aligmalarla gosterilmistir (Meng et al. 2019).
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Eksozomlar, doku onarimi ve rejenerasyonu veya sinir sisteminin gelisimi gibi
fizyolojik siireglerin yani sira patolojik siireclerde de (kanser anjiyojenezi ve ilerlemesi,
enfeksiyonda bagisiklik sistemi diizenlemesi, ateroskleroz ve Parkinson, Alzheimer ve

amyotrofik lateral skleroz gibi nérodejeneratif hastaliklar) rol alir (Olejarz et al. 2020).

1.9. Anjiyojenez, Hipoksi ve Kanser Mikrocevre Iliskisi

Anjiyojenez ya da vaskiilogenez, endotel hiicrelerin aracilik ettigi ve mevcut
damarlardan yeni kan damarlarinin olusum siireci olarak tanimlanmaktadir (Meng et al.
2019). Anjiyojenez, embriyonik gelisim, morfogenez, doku rejenerasyonu, yara
iyilesmesi, dokulara besin maddelerinin saglanmasi gibi fizyolojik siireglerde ve timor
biiylimesi, timor uzak metastazi, 6zellikle timor mikrogevresi igin besin ve oksijen alimi
(oksijenasyon) gibi patolojik siireglerde rol oynar (Cui et al. 2020; Kretschmer et al.
2021).

Timor hiicreleri, karsinojenik etkiyle malign bir potansiyel kazanip kontrolsiiz
cogalmaya baslayincaya kadar oldukc¢a uzun ve sessiz bir donem gegcirirler. Bu asamadan
sonra Ozellikle damar olusumu ile birlikte tiimdrlerde hizli bir progresyon donemi baglar.
Tiimdr hiicrelerinin bir kism1 kapiller damarlar etrafinda oksijenin diffiizyon mesafesi
olan 200-300 mikron mesafeye kadar dizilerek bulunduklari dokuda yeni damar
olusumuna gerek duymadan 2-3 mm’lik biiyiikliige kadar ulasabilirler ve asemptomatik
lezyonlar olarak kalirlar (Liu and Deisseroth 2006). Ancak diger bir kismi ise daha fazla
biiyliyebilmek i¢in yeni damar olusumuna (anjiyojenez) gereksinim duyar, yeterli oksijen
ve besin alamadiklar1 igin Ozellikle mikrogevre iizerinde anjiyojenik faktorler
salgilayarak endotel hiicreler iizerindeki reseptorlerine baglanirlar ve anjiyojenezi

hizlandirirlar (Kretschmer et al. 2021).

Tiim6r mikrogevresi (TME), kanser hiicrelerinin yan1 sira, stromal hiicreler (6rn.
bagisiklik hiicreleri, fibroblastlar, endotel hiicreler ve mezenkimal kok hiicreler), hiicre
dis1 matriks (ECM), kan damarlari, sitokinler ve biiyiime faktorlerinin bir arada oldugu
ve bunlarin birbirleriyle devamli etkilesim halinde oldugu hiicresel ve biyokimyasal bir

ortamdir (Meng et al. 2019).
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TME’de cogunlukla dokudaki oksijen seviyesinin azalmasina bagli olusan
hipoksiye yanit olarak anjiyojenezin meydana geldigi ve hipoksinin anjiyojenez icin
tetikleyici bir gii¢ oldugu yapilan ¢alismalarla gosterilmistir (Majidpoor and Mortezaee
2021).

Hipoksik durumda (pO2<10-15 mmHg), yeterli oksijene ulasabilmek ya da
hipoksik duruma adapte olabilmek i¢in oksijensiz kalan hiicrelerde ve tiimor
mikrogevresinde, oksijene bagli transkripsiyonel bir aktivator ve timor mikrogevresinde
“hipoksi sensorii” olarak rol oynayan hipoksi ile indiiklenebilir faktérlerin (HIF-1),
osteopontin (OPN) ve karbonik anhidraz-9’un (CA-9) ifadesi artar ve hiicreler anjiyojenik
faktorler salarak kilcal damarlarin gelisimini destekler (Thairu et al. 2011; Viallard and
Larrivée 2017). Kilcal damar olusumu devam ederken endotel hiicreler bir kisim biiyiime
faktorleri salgilarlar (VEGF, FGF, PDGF ve Heparin Binding-EGF gibi) ve damar
olusumunu desteklerler (kan basincina dayanikli esnek damar olusumu) (Viallard and
Larrivée 2017; Paredes et al. 2021). Hipoksik TME kanser hiicrelerinde, anjiyojenez,
genomik instabilite, invazyon, metastaz, radyo/kemoterapi tedavi direnci, enerji
metabolizmasinin yeniden diizenlenmesi, immiin yanittan ve apoptozdan kagis gibi

prognostik faktorlerle iligkilendirilmektedir (Meng et al. 2019) (Sekil 1.10).
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Sekil 1.10. Normoksik ve hipoksik kosullarda HIF1ow aktivitesi (Lin et al. 2014)’den
alinmustir.

25



1. GIRIS

Hipoksi, kotii prognoz ve diisiik sag kalim ile karakterize tiimorlerin temel
ozelligidir (Kumar and Deep 2020). Dolayisiyla, TME’deki hipoksi varligi ve diizeyinin
saptanmasi giderek onem kazanmaktadir. Yapilan son ¢alismalarda, kanser dokularinda
tespit edilen prognostik degisimlerin ya da patolojik durumlarin, TME’de artan timor
kaynakli hipoksik eksozomlar araciligi ile meydana geldigi gosterilmistir. Eksozomlar,
kanser hiicreleri ve mikrogevredeki farkl: hiicreler arasinda bir kisim sinyal iletimleri ile
hipoksik adaptasyon saglamanin yani sira hayatta kalmalari, biiyliimeleri, anjiyojenik
yapilar olusturmalar1 ve metastatik yayilmalar1 i¢in uygun kosullar1 olusturmak iizere
mikrogevreleriyle yogun bir sekilde iletisim kurarlar (Meng et al. 2019; Kumar and Deep
2020).

Hipoksik kosullarda eksozomal kargo igerikleri dnemli 6l¢iide degisir ve hipoksik
eksozomlar, yiizeylerinde veya vezikiil iginde tasidiklari onkojenik sinyal proteinleri,
ligandlar, enzimler ve mikroRNA’lar yoluyla timér progresyonuna, anjiyojenezine ve
metastazina olanak saglamaktadirlar. Eksozomal mikroRNA’larin meme kanseri ve
kolorektal kanser dahil birgok hipoksik tiimdrlerde potansiyel biyobelirte¢ oldugu ileri
stiriilmiistiir (Qu et al. 2014; Jung et al. 2017; Wang et al. 2017). Yumurtalik kanserinde
HIF'lerin, miR-21-3p, miR-125b-5p ve miR-181d-5p dahil olmak iizere gesitli onkogenik
mikroRNA'larca zenginlesmis eksozomlarin salinimini indiikledigi gosterilmistir
(Ramteke et al. 2015; Kulkarni et al. 2019; Kumar and Deep 2020). Prostat kanser
hiicreleri tarafindan salgilanan hipoksik eksozomlarda kanserle iliskili fibroblast (CAF)
fenotipinin bilinen indiikleyicileri olan IL6, TNFla ve TGF-B2'min daha yiiksek

ekspresyonuna sahip oldugu tespit edilmistir.

Prostat stromal hiicrelerin hipoksik eksozomlar ile muamelesi sonucunda, a-
SMA'nin (CAF fenotipi igin bir biyobelirteg) ifadesinin arttigi ileri stiriilmiistiir (Kumar
and Deep 2020). Agiz skuamo6z hiicreli karsinomda eksozomal miR-210-3p’nin tiimor
anjiyojenezini, progresyonunu ve timor evresini artirdigi tespit edilmistir (Paskeh et al.
2022). Ancak 6zellikle BBSHK ’da hipoksik sartlarda salinan eksozomal mikroRNA’larin

timor anjiyojenezine etkisini gosteren fonksiyonel ¢alismalar yapilmamustir.
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Son yillarda BBSHK ’nin tan1 ve tedavisinde 6nemli gelismeler olmasina ragmen
BBSHK hala kanser nedenli 6liimlerin dikkate deger sebeplerinden biridir ve ileri
BBSHK vakalarina kars1 yeni tedavi yaklasimlarinin gelistirilmesi ve yeni onkogenlerin
tanmimlanmas1 ve karakterize edilmesi acil bir gerekliliktir. Ttim bu bilgiler kapsaminda,
bu tez ¢alismasinda, miR-1825'in BBSHK patogenezindeki rollerinin anlagilmasi, kanser
kok hiicre ozelliklerine katkisi, olasi yeni hedef genlerinin belirlenmesi ve BBSHK
hiicrelerinden tiiretilen eksozomal miR1825%in hipoksik kosullar altinda anjiyojenez
olusumu {iizerine fonksiyonel etkilerinin in vitro ve/veya in vivo testlerle arastirilmasi

amaclanmugtir.
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2. KAYNAK OZETLERI

Lu et al. (2008); Bourguignon et al. (2012); Yu et al. (2014), MikroRNA'larin
%50’den fazlasinin kanserle iliskili genomik bolgelerde veya kirilgan bolgelerde yer
aldigin1 ve onko-miR’ler veya TS-miR’ler olarak hareket ettiklerini belirtmislerdir. Bu
da mikroRNA'larin BBSHK dahil olmak {izere insan kanserlerinin patogenezi ile

yakindan iliskili olabilecegini diistindiirmistiir.

Lu et al. (2008); Shen et al. (2019); Wang et al. (2019); Pan et al. (2021)
MikroRNA larin hiicrelere kanser kok hiicre 6zelliginin kazandirilmast, tiimor baslangici
ve ilerlemesi, anjiyojenez, tiimor mikrogevresinin yeniden sekillendirilmesi, epitelyal
mezenkimal gegis, invazyon, hiicrelerin asiri gogalmasi Ve ilag direnci gibi bir¢ok kanser

olusum siireci ile iliskili olduklarini ortaya ¢ikarmislardir.

Voutsadakis et al. (2021) 20q11.21 lokusunun potansiyel onkojenik 6zelliklere
sahip kanser ile iligkili genleri i¢erdigini ve kolorektal kanserde bu bolgede saptanan
amplifikasyonun genomik instabiliteye ve tekrarlayan genetik anormalliklere yol agarak

kanser patogenezine katkida bulundugunu gostermistir.

Joe et al. (2020) 20q11.21 bolgesindeki kopya sayisi degisiminin, birgok kanser
tiirlinde ve insan pluripotent kok hiicrelerde artan go¢ kapasitelerine, metastatik
potansiyele, anormal farklilasma egilimlerine, hiicre c¢ogalmasina ve apoptoza

duyarliligin azalmasina yol a¢tiin1 tespit etmistir.

Nguyen et al. (2013); Martins-Taylor et al. (2011) MiR-1825'in de igerisinde yer
aldigr 20q11.21 kromozomal bdolgesinin insan embriyonik ve indiiklenmis pluripotent

kok hiicrelerde tekrarlayan bir fonksiyon kazanimi bolgesi oldugunu gostermislerdir.

Ponsuksili et al. (2014) MiR-1825'in hepatoseliiler karsinomlu hastalarin kaninda
ve serumunda yiiksek oranda ifade edilen mikroRNA'lardan biri oldugunu

gostermiglerdir.
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Li et al. (2013) Pankreas kanserli hastalarin serum Orneklerini kullanarak
yaptiklar1 mikroarray analizi sonucunda ifadeleri anlamli olarak degisen 735 mikroRNA
arasindan miR-1825"in kanserli hastalarin serum Orneklerinde oldukca yliksek ifade

diizeyine sahip oldugunu saptamiglardir.

Karatas et al. (2016) CD133 pozitif ve CD133 negatif olarak ayristirilan LSHK
orneklerinde mikroRNA profil karsilagtirmast neticesinde, miR-1825'in CD133 pozitif
larenks kanseri kok hiicrelerinde anlamli olarak yiiksek diizeyde ifade edildigini ortaya

cikarmiglardir.

Xu et al. (2020); Zeng et al. 2020 FREM1 ifadesinin meme kanseri prognozu ve
immiin hiicre infiltrasyonu ile iliskili oldugunu ve FREMI1'in meme kanseri i¢in

potansiyel bir prognostik biyobelirteg¢ oldugunu gostermiglerdir.

Min et al. (2015) Geg tani, lenf nodu ve uzak metastazin BBSHK'da kétii prognoz

ve diisiik sagkalima yol acan kritik nedenler oldugunu belirtmislerdir.

Jansen et al. (2010) Endotelyal hiicrelerin proliferasyonu, migrasyonu ve timor
kiitlesi i¢cinde yeni kan damarlarinin olusumunu iceren karmasik bir silire¢ olan
anjiyojenezin, BBSHK dahil birgok kanser tiiriinde tiimor bilylimesine ve metastazina

katkida bulunan gelismis bir vaskiiler ag sagladigini1 géstermislerdir.

Sato et al. (2019) Tiimor kaynakli eksozomal mikroRNA’larin, kanser olmayan
hiicrelerde pre-metastatik nis olusumuna zemin hazirlayarak, parakrin sinyal iletimi
aracilig1 ile hiicrelere ait mikrogevreyi degistirerek timdriin ilerlemesine biiyiik dl¢iide

katk1 sagladiklarini géstermislerdir.

Li et al. (2020) Hipoksi ile indiiklenen glioblastoma tarafindan salgilanan
eksozomlardaki miR-182-5p'nin, HUVEC'lere tasiarak anjiyojeneze ve dolayisiyla
glioma progresyonuna yol agtigin1 bulmuslardir.

Zeng et al. (2018) Eksozomdan tiiretilen miR-25-3p'nin endotel hiicrelere
tasindigini, Kriippel benzeri faktor 2 (KLF2) ve KLF4'i hedefleyerek anjiyojenezi ve
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vaskiiler gecirgenligi indiikledigini ve pre-metastatik nis olusumunu sagladigini ortaya

koymuslardir.

Li et al. (2020) Tumor kaynakli mikroRNA'larin, kanser hiicreleri ve bunlarin
stromal hiicreleri arasinda taginabildigini ve her iki hiicre tipinde de hedeflerinin ifadesini

etkili bir sekilde inhibe edebildigini gostermislerdir.

Kalkuni et al. (2019); Kumar and Deep (2020) Yumurtalik kanserinde HIF'lerin,
miR-21-3p, miR-125b-5p ve mIiR-181d-5p dahil olmak {izere g¢esitli onkogenik

miRNA'larca zenginlesmis eksozomlarin salinimini indiikledigi gosterilmistir.

Qu et al. (2014); Wang et al. (2017) Hipoksik kosullarda eksozomal kargo
igeriklerinin 6nemli Ol¢lide degistigini ve hipoksik eksozomlarin yiizeylerinde veya
vezikiil iginde tasidiklar1 onkojenik sinyal proteinleri, ligandlar, enzimler ve
mikroRNA’lar yoluyla timoér progresyonuna, anjiyojenezine ve metastazina olanak
sagladiklarmni ileri stirmiislerdir. Ayrica eksozomal mikroRNA’larin meme kanseri ve
kolorektal kanser dahil bir¢cok hipoksik tiimorlerde potansiyel biyobelirte¢ oldugunu

gostermislerdir.

Kumar and Deep (2020) Prostat kanser hiicreleri tarafindan salgilanan hipoksik
eksozomlarda CAF fenotipinin bilinen indiikleyicileri olan IL6, TNF1a ve TGF-B2'nin
daha yiiksek ifadeye sahip oldugunu tespit etmislerdir ve prostat stromal hiicrelerin
hipoksik eksozomlar ile muamelesi sonucunda, a-SMA'nin (CAF fenotipi igin bir

biyobelirteg) ifadesinin arttigini ileri siirmiiglerdir.
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Bu tez calismasmin in vitro kismi, 118Z767 nolu TUBITAK 1001 projesi
kapsaminda Erzurum Teknik Universitesi, Yiiksek Teknoloji Uygulama ve Arastirma
Merkezi (YUTAM) laboratuvarlarinda yapilmistir. Calismanin in vivo kismi 1212004
nolu TUBITAK 1002 projesi kapsaminda ANKARA, KOBAY Deney Hayvanlari

Laboratuvari’nda yapilmistir.

3.1. Materyal

Calismada kullanilan cihazlar Cizelge 3.1°de, kullanilan sarf malzemeler ise

Cizelge 3.2°de gosterilmistir.

Cizelge 3.1. Calismada kullanilan cihazlar

Materyal Marka Kullanim amaci
Derin Dondurucu (- Biobase -20°C korunmasi gereken
20°C) malzemeler i¢in kullanildi.
+4%C’de saklanmasi gereken
Buzdolabi (4°C) Biobase malzemeler i¢in kullanildi.
Derin Dondurucu (- : -80°C korunmasi gereken
80°C) ESCO Lexicon® malzemeler icin kullanildi.

Epoch Spektrofotometre

Laminar air-flow (Class
Il Safety Cabinet)

Ultra santrifiij

Gergek zamanli qPZR
(QRT-PCR) cihazi

Invert Mikroskop

LSM 710 Konfokal
lazer taramali
mikroskop

BioTek EPOCH

ESCO NordicSafe™

HITACHI
Qiagen Rotor-Gene

Leica

Zeiss

Hiicre canlilik testlerinde, RNA,
protein ve eksozom

konsantrasyonunun 6l¢timiinde
kullanildi.

Tiim hiicre kiiltiirii ¢alismalarinda
steril bir ortam saglanmasi igin
kullanildi.

Eksozomlarin izolasyonunda
kullanildi.

Hedef genlerin ifade seviyelerinin
analizi i¢in kullanildi.

Hiicrelerin goriintiilenmesinde
kullanildi.

Eksozomlarin endotel hiicrelere
tasindigini dogrulamak amaciyla
kullanildi.
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Cizelge 3.1. (Devam)

TEM (Taramali

Elektron Mikroskobu)

Zetasizer Nano ZSP90

TC20™ Automated Cell

Counter

Mikropipet

Su Banyosu

Sogutmal1 Santrifiij

Mini Santrifiij

Vorteks

Otoklav

Isitici-sogutucu Kuru

Blok

Jel Gortintiileme Cihazi

Blotlama Cihazi

SDS-PAGE elektroforez

Yatay elektroforez

Hitachi HighTech
HT7700

Malvern Panalytical

BioRad

Axygen

Wisd WiseBath

Hettich Zentrifugen

WiseSpin

Wisd Wisemix VM-
10

Tomy SX-500E

Bioer, ch 202

Bio-RadChemiDoc

Bio-Rad Trans-Blot®

Turbo™

Bio-Rad

Bio-Rad

Eksozomlarin sekil ve

boyutlarinin banalizi i¢in
kullanildi.

Eksozomlarin boyut larinin analizi
icin kullanildt.

Hiicrelerin sayilmasi i¢in
kullanildi.

Calismalardakullanilacak sivi
malzemelerin miktarlarini
hacimsel olarak dogru sekilde elde
etmek amactyla kullanildi.

Hiicre kiiltiiriinde kullanilacak
materyallerin uygun sicaklik
derecesine getirilmesinde
kullanildi.

Eksozom ve protein
izolasyonunun bellirli agamasinda
kullanildi.

Calismalarda, ayristirma
islemlerinin ger¢eklesmesi i¢in
kullanildi.

Kati-S1vi karisimlari
homojenize etmek i¢in
kullanild.

Calismalarda kullanilan tiim
materyali sterilize etme igleminde
kullanildi.

Belirli sicakliklarda inkiibasyon
gerektiren calismalarda kullanildi.

Jel ve membran goriintiilemede
kullanilda.

Western blot deneyinde
proteinlerin jelden membrana
transferi i¢in kullanildi.

Proteinlerin ayristirilmasinda
kullanildz.

Plazmid, genomik DNA ve PCR
tiriinlerinin ayrigtirtlmasinda
kullanildi.
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Cizelge 3.2. Calismada kullanilan sarf malzemeler

Kullanim Amaci

Materyal Marka
2 1. v
175 cm? hiicre biiyiitme SPL
kaplar1
2 1. R
75 cm? hiicre biiyiitme SPL
kaplar1
2 1. R
25 cm* hiicre biiyiitme SPL
kaplar1
96 kuyucuklu plate SPL
24 kuyucuklu plate SPL
6 kuyucuklu plate SPL

NutriCulture RPMI 1640  EcoTech Biotechnology

DMEM F12 Gibco®

NutriCulture DMEM High EcoTech Biotechnology

Glucose
Fetal Bovine Serum (FBS) BioSera
Penisilin-Streptomisin Gibco®
L-Glutamin Gibco®

Hiicrelerin ¢ogaltilmalari
icin kullanildz.

Hiicrelerin ¢ogaltilmalari
icin kullanildz.

Hiicrelerin ¢ogaltilmalari
icin kullanildt.

Hiicre canlilk testlerinde
hiicrelerin ¢cogaltildig1 ortam
olarak kullanildu.

RNA ve Protein izolasyonu
icin hiicrelerin ¢ogaltildig1
ortam olarak kullanildi.

RNA/Protein izolasyonu ve
transfeksiyon i¢in hiicrelerin
cogaltildig1 ortam olarak
kullanildi.

FaDu, Detroit-562 ve Hep-2
hiicrelerinin ¢ogaltildig:
besiyeri ortami1 olarak
kullanild.

SCC-9 hucrelerinin
cogaltildig1 besiyeri ortami
olarak kullanildu.

HGF-1 ve HUVEC
hiicrelerinin ¢ogaltildig1
besiyeri ortami olarak
kullanildi.

Hiicrelerin biliyiimesi ve
cogalmasi icin gerekli
bliytime faktorlerini igeren
serum olarak kullanildi.

Hiicrelerin ¢ogaltildig1
besyeri ortamini bakteri,
mantar gibi
kontaminasyonlara kars1
korumak i¢in kullanildi.

Hiicrelerin ¢ogalmasini
destekleyici olarak
kullanildi.
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Cizelge 3.2. (Devam)

Tripsin

Hydrocortisone

Phosphate Buffered Saline
(PBS)1x

ClearBand Nitroseliiloz
Membran

Whatman Kagidi

ClearBand RIPA Lizis
Buffer

ClearBand Laemmli
Sample Buffer 10x

Cell Viability Detection
Kit-8

ClearBand ECL Western
Blot Substrat

Primer antikor (B-aktin,
FREM1, CD63, Hifla,
mTOR, TSC2)

Anti-Mouse ve Anti-
Rabbit SekonderAntikor

Gibco®

Sigma

EcoTech Biotechnology

EcoTech Biotechnology

Thermo Fisher Scientific

EcoTech Biotechnology

EcoTech Biotechnology

EcoTech Biotechnology

EcoTech Biotechnology

Santa Cruz
Biotechnology®

Santa Cruz
Biotechnology®

Hiicrelerin pasajlama
asamasinda tutunduklar1
yiizeyle baglantisin1 kesmek
i¢in kullanildi.

DMEMF12 besiyerini
hazirlamak icin kullanildi.

Izotonik tampon ¢dzelti
olarak hiicre kiiltiirti
calismalarinda hiicreleri
yikama amagli kullanilda.

Proteinlerin jelden transferi
i¢in kullanildi.

Western Blot yonteminde
sandvi¢c modeli olusturmak
ve tamponun akisini
saglamak i¢in kullanildi.

Protein izolasyonunda

hiicreleri par¢alamak i¢in
kullanilda.

Protein 6rneklerinin

hazirlanmasi i¢in
kullanildi.

Hiicre canliligini belirlemek
i¢in kullanildi.

Antijen-antikor iliskisinin ve
miktariin belirlenmesi ve
goriintiilenmesinde
kullanildi.

Membrandaki protein
havuzundan arastirmaya
konu olan proteini saptamak
ve 6lgmek amaciyla belirli
bir proteine spesifik olarak
baglanmay1 saglamasi
amaciyla kullanildi.

Membrandaki protein
havuzundan arastirmaya
konu olan proteini saptamak
ve 0lgmek amaciyla belirli
bir proteine spesifik olarak
baglanmay1 saglamasi
amaciyla kullanildi.

34



3. MATERYAL ve YONTEM

Cizelge 3.2. (Devam)

Ki-67 Rabbit Monoclonal
antibody

RNA Invitrogen™
mirVana™ miRNA
Isolation Kit

bEGF, FGF ve rhIGF-I

Matrigel® Growth Factor
Reduced (GFR)

Corning® Matrigel®
Basement Membrane
Matrix High
Concentration

PKHG67 Green Fluorescent
Cell Linker Mini Kit

Lipofectamine RNAIMAX

TagMan MicroRNA
Reverse Transcription Kit

High Capacity cDNA
Reverse Transcription Kit

TagMan Universal Master
Mix

RNU43, RNU6B ve miR-
1825 Spesifik Prob

Non-targeting mimic
control, miR-1825 mimic,
miR 1825 inhibitor

Non-targeting mimic
control

5x HOT FIREPoI®
EvaGreen®gPCR
Supermix

Ventana

Invitrogen™

Protech Human

Corning®

Corning®

Sigma-Aldrich

Invitrogen™

Applied Biosystems

Applied Biosystems

Applied Biosystems

Applied Biosystems

Sigma-Aldrich

Sigma-Aldrich

Solis BioDyne

Fare ksenograft timor
orneklerinin analizi i¢in
kullanild.

Eksozomlardan mikroRNA
izolasyonu yapmak icin
kullanildi.

Kiire olugturma ve 3D
anjiyojenez testinde biiylime
faktorii olarak kullanildi.

Hiicre invazyon testi, tiip
olusumu testi, 3D
anjiyojenez testi i¢in
kullanildi.

Farelerde ksenograft timor
modeli olusturmak i¢in
kullanildi.

Eksozomlarin etiketlenmesi
icin kullanildz.

Hedef genlerin hiicrelere
tarnsfeksiyonu i¢in
transfeksiyon ajani olarak
kullanildi.

MikroRNA’lardan cDNA
sentezi i¢in kullanildi.

RNA’lardan cDNA sentezi
icin kullanildi.

Hedef genlerin ifade
seviyelerini incelemek i¢in
kullanildi.

Hedef genlerin ifade
seviyelerini incelemek i¢in
kullanildu.

Hiicrelere transfekte etmek
i¢in kullanildi.

Hedef genlerin ifade
seviyelerini incelemek i¢in
kullanilda.

Hedef genlerin ifade
seviyelerini incelemek i¢in
kullanilda.
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Cizelge 3.2. (Devam)
Affimetrix, Gene Level

Mikroarray analizi yapmak

M .
Array Clariom™ D Assay, Thermo Fisher icin kullanild,
human
pLightSwitch-3’UTR . . FREMI1 3’UTR primerlerini
plasmid Active Motif klonlamak i¢in kullanildi.
LichtSwitch™ Lucif: Hiicrelerden lusiferaz testi
1ght w:isay Kil;CI crase Active Motif yapmak i¢in kullanildu.
TSC2 3°’UTR plazmidi MiR-1825’in hedef genin
(pMir Target vector 7.9 Origene TSC2 oldugunu dogrulamak
kb) icin kullanildi.
MiR-1825’in hedef genin
QuikChange 11 XL Site- Agilent FREM1 ve TSC2 oldugunu

Directed Mutagenesis Kit dogrulamak i¢in kullanildi.

Hiicre ve dokulardan RNA
EcoPURE Total RNA Kit  EcoTech Biotechnology ~ izolayonu i¢in kullanild1.

Hiicrelerden plazmit

EcoSpin Plazmid Isolation EcoTech Biotechnology 1zolasyonu i¢in kullanildi.

Kit
PCR ile ¢ogaltilan DNA
ECOPURE P CR/.GeI EcoTech Biotechnology  6rneginin saflastirilmasi igin
Purification Kit
kullanildi.

3.2. Yontem

3.2.1. In siliko araclarla miR-1825’in onkogenik potansiyellerinin belirlenmesi

MiR-1825’in onkogenik potansiyelini ortaya koymak adina Gen Expression
Omnibus (GEO) veri tabaninda herkese agik olarak bulunan 4 adet mikrodizin verisi
analiz edildi. Bu kapsamda, renal hiicreli karsinom (GSE41282) ve kolanjiyokarsinomlu
(GSE53992) hastalarin tiimor-normal doku ciftlerinde miR-1825 ifade seviyelerindeki
degisim incelendi. Ayrica hepatoseliller karsinomlarda (GSE47841) histolojik
farklilasma derecesine ve over kanserlerde (GSE31164) ise rekiiren-nonrekiiren
durumlarina gére miR-1825 ifade seviyelerindeki farkliliklar arastirildi. Ayrica, miR-
1825'in varsayilan hedefi olarak tespit edilen FREML1'in BBSHK hastalarinin timor-
normal doku ciftlerinde ekspresyon seviyelerindeki degisiklik, UALCAN web araci
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kullanilarak arastirildi (Chandrashekar et al. 2017). Bunlara ek olarak The Cancer
Genome Atlas (TCGA) veritabanindaki veriler kullanilarak Kaplan Meier Plotter online
uygulamasi yardimiyla miR-1825 ve FREMI ifade seviyesinin sag kalima etkisini

incelemek icin bas ve boyun kanseri hastalarina ait veriler kullanilarak sagkalim analizi

yapildi (Li et al. 2018).

Diger yandan, Gene Expression Omnibus (GEO) veri tabaninda herkese agik
olarak bulunan GSE12546 veri seti GEO2R in silico araci kullanilarak mimik hipoksik
kosullar altinda HUVEC hiicrelerinde deregiile olmus genler (DEGs) analiz edildi.
Gruplar arasinda farkli ifadeye sahip genlerin nokta grafigi, GEOZ2R in silico araciyla
olusturuldu. Ayrica, cBioPortal veri tabanindaki PathwayMapper veri araci ile the Cancer
Genome Atlas Program (TCGA) veri tabanindan elde edilen veriler kullanilarak TSC2 ile
iliskili yolaklar ortaya ¢ikarildi (Cerami et al. 2012).

3.2.2. Normal ve tiimorlii bas boyun kanseri doku orneklerinin temini ve

arsivlenmesi

Tez kapsaminda incelenmis olan bas boyun skuamoéz karsinomlu hastalara ait
doku &rnekleri Atatiirk Universitesi Tip Fakiiltesi Kulak-Burun Bogaz Anabilim Dali’nda
rutin patolojik inceleme icin alman ve Atatiirk Universitesi Tibbi Patoloji Anabilim
Dali’nda histopatolojik incelemesi yapilan 6rneklerden temin edildi. Biyopsi sonucu
skuamoz hiicreli karsinoma sahip hastalar ¢alismaya dahil edildi ve bu hastalardan
ameliyat sonrasinda normal ve tiimoérlii bag boyun kanser dokusu alindi, sivi nitrojen
igerisinde hizlica dondurularak, RNA ve protein izolasyonuna kadar -80°C derin
dondurucuda saklandi. En az %70 oraninda tiimor dokusu igerdigi patolojik inceleme ile
dogrulanan ornekler ¢alismaya dahil edildi. Ayrica, her bir hastadan temin edilen

orneklerden bir kism1 immiinohistokimya analizleri i¢in kullanildi.

Calismanm etigi, Atatiirk Universitesi Tip Fakiiltesi Etik Komitesi (Erzurum,
Tiirkiye) tarafindan degerlendirildi ve ¢aligmanin gergeklestirilmesinde bilimsel ve etik

acidan bir sakinca olmadigina karar verildi (Kurul Karar No: B.30.2.ATA.0.01.00/34).
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Hastalardaki ~ timdrlerin =~ TNM  siniflandirilmalar,  tiimér  histolojik
derecelendirmeleri, maksimum tiimor ¢api, tiimoriin yerlesimi bilgileri ile hasta yasi,
cinsiyeti, alkol ve sigara kulanim aliskanliklar1 kaydedildi. Hastalarin HIV, otoimmiin
hastaliklar ve hepatit i¢in negatif olmalarina dikkat edildi. Tez ¢alismas1 kapsaminda
gerceklestirilecek gergek zamanli polimeraz zincir reaksiyonu (QRT-PCR) deneyleri igin
calismaya dahil edilecek hasta sayisini belirlemek adina gercgeklestirilen gilic analizi

asagidaki gibidir;

Orneklerin ifade diizeyleri arasindaki farkin 10 birim, anlamlilik sinirinin 0,001
olarak belirlendiginde %80 gii¢ diizeyine gore SD degerinin biiylik oldugu grupta 12,
kiigiik oldugu grupta 8 olacag: diistintildiigiinde her gruba yaklasik 30 kisi (28 kisi)
diistiigii hesaplandi (Anonymous 2018).

3.2.3. Hiicre hatlarimin temini ve kiiltiire edilmesi

Tez kapsaminda kullanilan larenks kanseri hiicre hatti Hep-2 hiicreleri Sap
Enstitiisii kiiltir koleksiyonundan, Detroit-562 nazofarenks kanseri hiicre hatti Adana
Alparslan Tiirkes Universitesi Biyomiihendislik Béliimii’nden Dr. Ogr. Uyesi Sibel
Oztas’tan, FaDu hipofarenks kanseri hiicre hatt;, SCC-9 dil kanseri hiicre hatt1 ve kontrol
hiicreleri olarak HGF-1 immortalize insan agiz i¢i fibroblast hiicreleri ATCC® hiicre
kiiltiir koleksiyonundan, HUVEC insan gobek kordonu damar endotel hiicre hatti Istanbul
Yeditepe Universitesi Tibbi Genetik Boliimiinden Prof. Dr. Omer Faruk Bayrak’tan temin
edildi.

Hep-2, Detroit-562 ve FaDu hiicre hatlar1 %10 fetal bovine serum (FBS), %1
penisilin/streptomisin ve %1 L-Glutamin eklenerek hazirlanan RPMI-1640 besiyeri
igerisinde ¢ogaltildi. SCC-9 Hiicre hattt %10 FBS, %1 penisilin/streptomisin, %1 L-
Glutamin ve 400 ng/ml konsantrasyonda hidrokortizon eklenerek hazirlanan DMEM F12
besiyeri igerisinde c¢ogaltildi. HGF-1 ve HUVEC hiicre hatti %10 FBS, %1
penisilin/streptomisin, %1 L-Glutamin eklenerek hazirlanan Dulbecco’s Modified Eagle
Medium (DMEM) besi yeri igerisinde ¢ogaltildi. Hiicreler, deney siiresi boyunca 37°C’de
%5 CO’li nemlendirilmis inkiibatdrde 25cm? ve 175cm?’lik flasklar igerisinde kiiltiire

edildi. Hiicreler her 2-3 giinde bir, hiicrelerin ¢ogalma hizlarina ve yapilacak deneylerin
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amacina bagli olarak pasajlandi. Deneyler Termal dongii cihazi (PCR) ile rutin olarak test

edilen mikoplazma icermeyen hiicrelerle yapildi.

3.2.4. Dokulardan TRIzol ile RNA izolasyonu

Bas ve boyun kanseri hastalarindan tiimoér ve normal dokularin temin ve
arsivlenmesine paralel olarak RNA izolasyonu gergeklestirildi. -80°C’de saklanan doku
ornekleri esit miktarda kullanilarak sivi nitrojen igerisinde toz haline getirildi. Sonrasinda
toz haline getirilen 6rnekler 500 pl TRIzol soliisyonu ile iyice pipetlenerek homojenize
edildi.

Homojenize dokular TRIzol igerisinde oda sicakliginda 5 dakika bekletilerek
dokularin iyice par¢alanmasi ve niikleik asitlere baglanan proteinlerin niikleik asitlerden
tamamen ayrigsmasi Saglandi. Ardindan 200 pl kloroform eklenerek o6rnekler iyice
karistirildi ve oda sicakliginda 2-3 dakika bekletildikten sonra 4°C’de 12.000g’de 15
dakika santrifijlendi. Faz ayrismasi gergeklesen soliisyonlarin iistteki RNA igeren
organik fazlari yeni mikrosantrifiij tiiplerine aktarildi. Sonrasinda 500 pl izopropanol
eklenerek iyice karistirilan Ornekler oda sicakliginda 10 dakika bekletildikten sonra
4°C’de 12.000g’de 10 dakika santrifiijlendi. Bu adim sonrasinda beyaz renkte ya da
renksiz ¢okelti seklinde goriilebilen RNA’lar %75 etil alkolle yikanarak 4°C’de
7.500g’de 5 dakika santrifiijjlendi. Son olarak kurumaya birakilan RNA’lar iyice
kuruduktan sonra niikleazlardan arindirilmis molekiiler diizey su igerisinde ¢oziildii. RNA

konsantrasyon ve safliklari Epoch Microplate Spectrophotometer kullanilarak belirlendi.

3.2.5. Hiicrelerden RNA izolasyonu

Hiicreler 6 ve 24 kuyucuklu platelere ekilmis ve bir giin boyunca inkiibasyona
birakildi. MiR-1825 mimik, miR-1825 inhibitorii ya da kontrol mimik mikroRNA ile
transfekte edilen hiicreler 24 saat inkiibe edildi. Inkiibasyon siiresi sonrasinda her
kuyudaki besi yeri uzaklastirildi ve hiicreler 1x PBS ile yikandi. Hiicrelerden RNA
izolasyonu scraper yardimiyla iiretici firmanin protokolii takip edilerek gergeklestirildi.
RNA konsantrasyon ve safliklar1 Epoch Microplate Spectrophotometer kullanilarak
belirlendi.
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3.2.6. cDNA/mIiRNA cDNA sentezi ve gRT-PCR

Hiicrelerden ve hasta doku orneklerinden RNA izolasyonu gergeklestirildikten
sonra ilk olarak miR-1825’in bas ve boyun kanseri hastalarina ait normal ve timaor doku
orneklerindeki ifade diizeyleri mMRNA seviyesinde gRT-PCR ile degerlendirildi. MiR-
1825 ifade seviyelerini belirlemek adina 6ncelikle hiicrelerden ve hasta dokularindan elde
edilen total RNA ornekleri konsantrasyonlar1 15 ng/ul olacak sekilde seyreltildi ve her
ornek i¢in 2 pl RNA kullanildi. Sonrasinda, miR-1825 ve internal kontrol olarak
kullanilan RNU43 igin cDNA sentezi, mikroRNA spesifik primerler (Applied
Biosystems) ve ‘TagMan MicroRNA Reverse Transcription Kit” (Applied Biosystems)
kullanilarak {iretici firmanin protokollerine gore gergeklestirildi. MiR-1825’in ifade
analizi mikroRNA spesifik prob (Applied Biosystems) ve ‘TagMan Universal Master
Mix’ (Applied Biosystems) ile hazirlanan reaksiyonlar ile 2 ya da 3 tekrarli olacak sekilde
Rotor-Gene gRT-PCR cihaz1 kullanilarak gergeklestirildi. Kantitatif analiz delta-delta-Ct
yontemi kullanilarak yapildi. MicroRNA ifade bilgisi kiigiik niikleer RNA’lardan RNU43

ile normalize edildi.

Gene ifade analizlerini gergeklestirmek igin elde edilen total RNA’dan ¢cDNA
sentezi High Capacity cDNA Reverse Transcription Kit’ (Thermo, ABD) kullanilarak
tiretici firmanin protokolii takip edilerek gergeklestirildi. Kisaca, kitin igerigindeki
bilesenler kullanilarak 2X RT Master Mix hazirlandi ve 20 pL reaksiyon i¢in 1000 ng
RNA kullanilarak cDNA sentezi yapildi. cDNA sentez islemleri SensQuest Labcycler
PCR iizerinde sirasiyla 25°C’de 10 dakika, 37°C’de 120 dakika ve 85°C’de 5 dakika
basamaklar takip edilerek gergeklestirildi. MikroRNA hedef genlerin hiicrelerde ifadesi,
SYBR Green PCR Master Mix (Applied Biosystems) ile iiretici firmanin protokolii takip
edilerek Rotor-Gene QRT-PCR cihaz1 kullanilarak gergeklestirildi. Primerlerin
Ozglinliigii, erime egrisi analizi ile dogrulandi. Gen ifadelerinin normalizasyonu igin
GAPDH internal kontrol olarak kullanildi. Deneyler 3 tekrarli olacak sekilde
gerceklestirildi ve rolatif kantitasyon analizi delta-delta-CT metodu kullanilarak yapildi.

Calisma kapsaminda kullanilan primer dizileri Cizelge 3.3 ve Cizelge 3.4’de verilmistir.
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Cizelge 3.3. Kok hiicre ve EMG belirte¢ genlerinin ifadelerinin belirlenmesinde
kullanilan primer dizileri.

Gen Dizi
CD133-F 5-CGGCACCATTGGTCTCTGG-3’
CD133-R 5’-CAGCACACTCCACACATGGC-3’
SOX2-F 5-CTCCGGGACATGATCAGC-3’
SOX2-R 5-GGTAGTGCTGGGACATGTG-3’
KLF4-F 5’-CCCAATTACCCATCCTTCCTG-3’
KLF4-R 5-GTCTTCCCCTCTTTGGCTTG-3’
OCT4-F 5’-CTGGAGAAGGAGAAGCTGGA-3’
OCT4-R 5-CAAATTGCTCGAGTTCTTTCTG-3’
CD44-F 5’-AGCAGCAGGTCAGAGTGTGG-3’
CD44-R 5-GATCGATGCCCTGCTTTACC-3’
E-Cad-F 5-TGCCCAGAAAATGAAAAAGG-3’
E-Cad-R 5-GTGTATGTGGCAATGCGTTC-3’
N-Cad-F 5’-ACAGTGGCCACCTACAAAGG-3’
N-Cad-R 5-CCGAGATGGGGTTGATAATG-3’
SNAIL1-F 5-AAGATGCACATCCGAAGCC-3’
SNAIL1-R 5-CGCAGGTTGGAGCGGTCAGC-3’
SNAIL2-F 5’- ATACCACAACCAGAGATCCTCA-3’
SNAIL2-R 5’-GACTCACTCGCCCCAAAGATG-3’
ZEB1-F 5’- GATGATGAATGCGAGTCAGATGC-3"
ZEB1-R 5-ACAGCAGTGTCTTGTTGTTGTAG-3’
ZEB2-F 5°- AACAACGAGATTCTACAAGCCTC-3’
ZEB2-R 5-TCGCGTTCCTCCAGTTTTCTT-3’
Vimentin-F 5’- GAGAACTTTGCCGTTGAAGC-3’
Vimentin-R 5-GCTTCCTGTAGGTGGCAATC-3
GAPDH-F 5’-CCATCTTCCAGGAGCGAGATC-3’
GAPDH-R 5-GGCATTGCTGATGATCTTGAGG-3’
NOTCH-1-F 5’-AGCAGCAGGTCAGAGTGTGG-3’
NOTCH-1-R 5-GATCGATGCCCTGCTTTACC-3’
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Cizelge 3.4. MiR-1825 hedef genlerinin ifadelerinin belirlenmesinde kullanilan primer

dizileri.
Gen Dizi

STK4-AS1-F 5-CACTCAGAGCTCCGGCTT -3
STK4-AS1-R 5-AAGGGTGGGTGCTCAGGT-3’
FAM107B-F 5-CAGAATTGCAGAAGGTGATGGA -3’
FAM107B-R 5-TTCACCTTCACAAACTCGGG-3”
CDHR1-F 5-TGTTGAAGTGAACACCCCAGA-3’
CDHR1-R 5-TTTCACTTCGCCCCAGGG-3’
FREM1-F 5-AAAGGAGTGCACCTATGACAGTC-3’
FREM1-R 5’-AGGCCACCAACGGTGACT-3’
KCNMA-F 5-GGTTCACACCTCCAGGAATGG -3°
KCNMA-R 5-CATTAGAATGTGCGTCCCACTG -3°

ISPD (CRPPA)-F 5-AGTCACATCTGAGGCTCTGG-3’

ISPD (CRPPA)-R 5-CTACTCTCTTCAAGCATGCTCAG 3’

OVOL2 -F 5-ATGCCCAAAGTCTTCCTGGT-3’
OVOL2 -R 5-CGTCGCTGCGGCAGTCCT-3’
TSC-2-F 5’-AAAGGAGTGCACCTATGACAGTC-3’
TSC2-R 5-AGGCCACCAACGGTGACT-3’

3.2.7. Hiicre sayimi

Kiiltiire edilen hiicreler %65-70 oraninda yogunluga ulastiktan sonra PBS ile
yikandi ve tripsin ile muamele edilerek kaldirilan hiicreler santrifiij ile ¢oktiirtildii.
Santrifiij sonras1 hiicre pelletleri belirlenen oranda taze besiyeri eklenerek ¢ozdiiriildii ve
iyice homojen hale gelmesi saglandi. Hiicre sayimi i¢in BioRad TC20™ Automated Cell
Counter cihazi kullanildi. Tripan mavisi boyamasi i¢in eppendorf tiip icerisine Tripan

mavisi soliisyonundan 10 pl ve sayimi yapilacak hiicre soliisyonundan 10 pl eklendi.
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Hazirlanan karisimdan hiicre sayim cihazinin slaytlarina 10 pl yiiklendi ve cihazda sayim

gerceklestirildi.

3.2.8. Hiicrelerin 6-kuyucuklu, 24 kuyucuklu ve 96-kuyucuklu platelere ekilmesi

Hiicre sayimindan sonra 6 kuyucuklu platelerin her bir kuyucuguna 2 ml besiyeri

icerisinde 1,2x10°-1,5x10° sayida hiicre ekimi yapildi.

24 kuyucuklu platenin her bir kuyucuguna 500 ul besiyeri icerisinde 2-3x10*
hiicre olacak sekilde hiicre ekimi yapildi. 96 kuyucuklu platenin her bir kuyucuguna 100
ul besiyeri icerisinde 2-3x102 hiicre olacak sekilde hiicre ekimi yapildi. Ekim yapildiktan
sonra hiicreler deneylerde kullanilincaya kadar 37°C’de %5’°lik CO2 igeren inkiibator

icerisinde biiyiitildii.

3.2.9. MikroRNA transfeksiyonu

MikroRNA transfeksiyon islemi miR-1825 mimik ve miR-1825 inhibitor
molekiillerinin hiicre igerisine etkili bir sekilde taginmasini saglayan Lipofectamine®
RNAiIMAX Reagent (Thermo, Rockford, USA) kullanilarak iiretici firmanin protokoliine
gore yapildi. Kontrol olarak herhangi bir geni hedeflemeyen bir oligoniikleotid dizisi
(non-targeting kontrol mikroRNA) kullanildi. Hiicreler 6-, 24-, veya 96-kuyucuklu
platelere uygun sayilarda ekilerek 1 giin boyunca inkiibe edildikten sonra Karatas ve ark.
tarafindan tarif edildigi sekilde transfeksiyon islemine tabi tutuldu ( Karatas et al. 2016).
Sonrasinda hiicreler 37°C’de inkiibasyona birakilarak ve 24, 48 veya 72 saat sonunda

fonksiyonel ¢alismalarda kullanildi.

3.2.10. MiR-1825’in HGF-1, Hep-2, FaDu ve SCC-9 hiicrelerinin canlihig iizerindeki

etkilerinin arastirilmasi

MiR-1825 mimik, miR-1825 inhibitérii ya da kontrol mimik mikroRNA ile
transfekte edilen hiicrelerin canliligin1 degerlendirmek ig¢in hiicreler 96 kuyucuklu

platenin kuyusuna ekildi ve 24 saat sonra hiicreler Lipofectamine RNAIMAX
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Transfection Reagent (Invitrogen) kullanilarak, miR-1825 mimik, miR-1825 inhibitorii
ya da kontrol mimik mikroRNA ile transfekte edildi. Hiicre canlilig1 li¢ giin boyunca 24
saatte bir ol¢iildii. Hiicre canliligi, CVDK-8 (EcoTech Biotechnology) kiti ile iiretici
firmanin protokoliine gére Epoch Microplate Spectrophotometer (BioTek Instruments,

Winooski, VT, USA) yardimiyla 450 nm’de absorbans 6l¢iimii yapilarak degerlendirildi.

3.2.11. MiR-1825’in HGF-1, Hep-2, FaDu ve SCC-9 hiicrelerinin gogii iizerindeki

etkilerinin arastirilmasi

MiR-1825 mimik, miR-1825 inhibitérii ya da kontrol mimik mikroRNA ile
transfekte edilen hiicrelerin gogiinii degerlendirmek igin hiicreler 6 kuyucuklu platenin
herbir kuyusuna ekildi ve 24 saat sonra hiicreler Lipofectamine RNAIMAX Transfection
Reagent (Invitrogen) kullanilarak miR-1825 mimik, miR-1825 inhibitorii ya da kontrol
mimik mikroRNA ile transfekte edildi. Hiicre gogii testi Transwell® Permeable Supports
(Corning) kullanilarak gergeklestirildi. MiR-1825 mimik, miR-1825 inhibitorii ya da
kontrol mikroRNA ile transfekte edilen hiicreler, Transwell® Permeable Supports’a, iki
tekrarl1 olarak her chamber’da 5x10° hiicre olacak sekilde ekildi. 24 saat sonra gog
etmeyen hiicreler pamuk swap yardimiyla chamber’larin st tarafindan kazind,
membranin alt yiizeyinde go¢ eden hiicreler %100 metanol ile sabitlendi ve 20 dakika
boyunca %?2’lik etanol ve %0,3’liikk kristal viyole igeren soliisyon igerisinde boyandi.

Membranlar slaytlarin tizerine sabitlendikten sonra hiicre sayimi yapildi.

3.2.12. MiR-1825’in HGF-1, Hep-2, FaDu ve SCC-9 hiicrelerinin invazyonu

iizerindeki etkilerinin arastirilmasi

MiR-1825 mimik, miR-1825 inhibitérii ya da kontrol mimik mikroRNA ile
transfekte edilen hiicrelerin invazyonunu degerlendirmek i¢in hiicreler 6 kuyucuklu
platenin herbir kuyusuna ekildi ve 24 saat sonra hiicreler Lipofectamine RNAIMAX
Transfection Reagent (Invitrogen) kullanilarak miR-1825 mimik, miR-1825 inhibitorii ya
da kontrol mimik mikroRNA ile transfekte edildi. Hiicrelerin invaziv potansiyeli BD
BioCoat Matrigel invasion chambers (Becton Dickinson) kullanilarak degerlendirildi.
MiR-1825 mimik, miR-1825 inhibitorii ya da kontrol mikroRNA ile transfekte edilen
hiicreler, BD BioCoat Matrigel invasion chambers’a iki tekrarli olarak her chamber’da
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5x10° hiicre olacak sekilde ekildi. 24 saat sonra go¢ etmeyen hiicreler pamuk swap
yardimiyla chamber’larin st tarafindan kazindi, membranlarin alt yiizeyine go¢ eden
hiicreler %100 metanol ile sabitlendi ve 20 dakika boyunca %?2’lik etanol ve %0,3’lik
kristal viyole iceren soliisyon igerisinde boyandi. Membranlar slaytlarin {izerine

sabitlendikten sonra hiicre sayimi yapildi.

3.2.13. MiR-1825’in HGF-1, Hep-2, FaDu ve SCC-9 hiicrelerinin koloni olusumu

iizerindeki etkilerinin arastirilmasi

MiR-1825 mimik, miR-1825 inhibitorii ya da kontrol mimik mikroRNA ile
transfekte edilen hiicreler 48 saat sonra tripsinle kaldirillarak 6 kuyucuklu platenin her bir
kuyusuna 3-4x10° hiicre diisecek seklide ii¢ tekrarl olarak ekildi. 3 giinde bir besiyerleri
taze besiyeri ile degistirildi. Ortalama 10-12 giin sonunda koloniler ¢iplak géz ile
goriilecek biiyiikliige ulastiginda kuyulardaki besiyeri uzaklastirildi ve kuyular PBS ile
yikandi. Daha sonra hiicreler metanol ile fikse edildi. Fikse edilen koloniler %0,1 kristal
viyole ile 20 dakika boyuncaboyandi. Daha sonra invert mikroskop kullanilarak koloniler

sayild1 ve klon gesitlerine (holoklon, meroklon ve paraklon) gore siniflandirildi.

3.2.14. MiR-1825’in HGF-1, Hep-2, FaDu ve SCC-9 hiicrelerinin Kiirecik olusumu

iizerindeki etkilerinin arastirilmasi

MiR-1825’in bas ve boyun kanser olusumunda kok hiicre karakteristigi ile
iliskisinin belirlenmesi igin kiire olusturma testi yapildi. MiR-1825 mimik, miR-1825
inhibitorii ya da kontrol mimik mikroRNA ile transfekte edilmis olan hiicreler 96
kuyucuklu ultra-low attachment plateler de her kuyuya 1000 hiicre gelecek sekilde ii¢
tekrarli olarak ekildi. Hiicreler epidermal biiyiime faktorii (EGF, 20 ng/mL), insulin
biiylime faktorii (IGF, 5 pg/mL) ve fibroblast biiyiime faktorii (bFGF, 20 ng/mL) iceren
serumsuz RPMI besi yeri (Gibco-BRL, Bethesda, MA) ile kiiltiire edildi ve hiicrelerin
besiyeri ortami1 her 2 giinde bir degistirildi. 4. giiniin sonunda her bir kuyucuktaki kiirecik
sayist rastgele ti¢ ayr1 bolgedeki kiirecikler invert mikroskop (Leica, Wetzlar, Germany)

yardimiyla sayilarak hesaplandi.
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3.2.15. MiR-1825’in HGF-1, Hep-2, FaDu ve SCC-9 hiicrelerinin hiicre apoptozu

iizerindeki etkilerinin arastirilmasi

MiR-1825’in HGF-1, Hep-2, FaDu ve SCC-9 hiicrelerinde apoptotik aktivite
tizerindeki etkisinin arastirilmasi i¢in Kaspaz testi kullanildi. MiR-1825 mimik, miR-
1825 inhibitérii ya da kontrol mimik mikroRNA ile transfekte edilen hiicrelerde
transfeksiyondan 48 saat sonra Kaspaz-3 aktivitesi “CaspACE™ Assay System,
Colorimetric (Biovision)” kiti kullanilarak iiretici firmanin protokolii takip edilerek
olgtildii. Optikal yogunluk degerleri Epoch Microplate Spectrophotometer (BioTek

Instruments, Winooski, VT, USA) ile absorbans 6l¢iimii yapilarak belirlendi.

3.2.16. Aldehid dehidrojenaz aktivite testi

Fadu, SCC-9, Hep-2 ve HGF-1 hiicreleri 6 kuyucuklu platelerin her bir kuyusuna
8x10* hiicre olacak sekilde ekildi ve hiicreler %50 konfluensiye ulastiktan sonra miR-
1825 mimik, miR-1825 inhibitorii ya da kontrol mimik mikroRNA ile transfekte edildi.
Transfeksiyondan 48 saat sonra hiicreler tripsinle kaldirilarak toplandi ve hiicrelerin
aldehid dehidrojenaz (ALDH) aktiviteleri “Aldehyde Dehydrogenase Activity
Colorimetric Assay Kit (SIGMA)” kiti kullanilarak {iretici firmanin protokolii takip
edilerek olgildii.

3.2.17. Gen ifadesi mikroarray analizi

MiR-1825’in hedef genlerini belirlemek adina 6ncelikle gen ifade mikrodizin
analizi yapilmistir. Oncelikle Hep-2 hiicreleri 5x10* hiicre/kuyu yogunlugunda 6
kuyucuklu platelere ekildi ve bir giin boyunca inkiibe edildi. Ardindan miR-1825 mimik,
MiR-1825 inhibitorii ya da kontrol mikroRNA ile transfekte edilen hiicreler 24 saat
inkiibasyona birakild1. Inkiibasyon siiresi sonrasinda her kuyudaki besi yeri uzaklastirildi
ve hiicreler 1x PBS ile yikandi. Hiicrelerden RNA izolasyonu yularida tarif edildigi
sekilde gerceklestirildi.

RNA integriteleri jel elektroforez yardimiyla kontrol edildi. Normalizasyon igin

referans olarak Clariom D arrays for human RNA's1 kullanilmistir. Toplamda sekiz RNA
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ornegi (dort grup ve her grup ig¢in iki tekrarli olacak sekilde) biotin ile etiketlendi,
saflastirildi ve Affymetrix GeneChip Hybridization Oven 640 arraylerine yiiklenerek
hibridize edildi. Hibridizasyon sonrasi yikamalardan sonra, slaydi taramak igin yiiksek
¢ozinirlik teknolojisine sahip Affymetrix GCS 3000 7G tarayici kullanildi. Elde edilen
goriintiiler, Computer Workstation ve GeneChip Operating Software (GCOS)
kullanilarak analiz edildi (Lu et al. 2006). Ifade degerlerinin normalizasyonu i¢in Robust
Multi-array Average (RMA) kullanildi.

MiR-1825’1 yiiksek diizeyde ifade eden ve MiR-1825 ifadesinin inhibe oldugu
hiicrelerdeki gen ifade profilleri kontrol mikroRNA ile transfekte edilen hiicrelerdeki gen
ifade profilleriyle karsilastirilarak log2 ekspresyon degerleri kullanilarak gen ifade kat
degisimleri belirlendi. Daha sonra gruplar arasinda ifadeleri anlamli olarak degisen genler

belirlendi.

3.2.18. Insiliko araglarla mikroRNA hedef tahmini

MiR-1825’in hedef genlerini belirlemek adina gen ifade mikrodizin analizi
yapildiktan sonra ifadesianlamli degisen genler biyoinformatik araglar yardimiyla
filtrelenerek 6ncelikli aday hedef genler belirlendi. MiR-1825"in tahmini hedef genlerinin
belirlenmesinde Cizelge 3.3’te verilen biyoinformatik veritabanlart kullanildi. Bu
programlar hedef genlerin 3’UTR bdolgelerindeki dizilerin mikroRNA dizileri ile
komplementerlik olusturabilme potansiyellerine goére olast hedef genlerin tespit
edilmesinde kullanilmaktadir. Mikrodizin ¢alismasi sonucunda ifade seviyeleri degismis
olarak bulunan genler arasindan bu algoritmalar tarafindan dogrudan miR-1825’in hedefi
olarak tahmin edilen genlerden 7 tanesi ileri analizler i¢in segildi. Belirlenen bu 6ncelikli
aday genler i¢in literatiir taramas1 yapilarak BBSHKda tiimor siipresor potansiyeli olan

en giiclii adaylar ileri dogrulama ¢aligsmalari i¢in kullanildi.
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Cizelge 3.5. MiRNA’larin hedef genlerinin tahmin edilmesinde kullanilan in silico

programlar.
Isim Web Adresi Referans
miRanda http://www.microrna.org (Betel et al. 2010)
miRBase http://microrna.sanger.ac.uk (Griffiths-Jones 2010)
TargetScan  http://www.targetscan.org (Lewis et al. 2005)
miRecords  http://mirecords.biolead.org/ (Xiao et al. 2009)
TarBase http://diana.cslab.ece.ntua.gr/tarbase/  (Papadopoulos et al. 2009)
MirDB http://mirdb.org/miRDB/ (Wang 2008)

3.2.19. Western blot analizi

MiR-1825 hedef genlerinin protein diizeyinde ifadeleri miR-1825 mimik, miR-
1825 inhibitorii ya da kontrol mikroRNA ile transfekte edilen ve edilmeyen hiicrelerde
incelendi. Fadu, SCC-9, Hep-2, Detroit-562 ve HGF-1 hiicreleri 6 kuyucuklu platelerin
her bir kuyusuna 8x10* hiicre olacak sekilde ekildi. 24 saat sonra hiicreler miR-1825
mimik, miR-1825 inhibitérii ya da kontrol mikroRNA ile transfekte edildi.
Transfeksiyondan 48 saat sonra protein izolasyonu kisaca asagida tarif edilen sekilde

yapildi.

6 kuyucuklu platelerdeki besi yeri uzaklastirildi ve hiicreler 1x PBS ile
yikandiktan sonra kuyucuklardan scraper yardimi ile kazindi. Hiicreler 10 mM PMSF
(Roche, Basel, Isvicre) ve fosfataz inhibitdr kokteyl (Santa Cruz Biotechnology, Dallas,
Amerika Birlisek Devletleri) iceren RIPA Lizis Buffer (EcoTech Biotechnology,
Erzurum, Tirkiye) icerisinde toplandi ve lizatlar dondur-¢6z yapilarak hiicrelerin iyice
parcalanmasi saglandi. Daha sonra santrifiij yapilarak proteinler ayristirildi. Ayristirilan
protein ekstraktlart 10x Laemmli Sample Buffer (EcoTech Biotechnology, Erzurum,
Tiirkiye) ile karistirildi ve 100 °C’de 5 dakika kaynatildi. Protein 6rnekleri kullanilincaya
kadar -80°C derin dondurucuda saklandi. Esit miktarda yiiklenen proteinler SDS-PAGE
jelde ayristirildi. Proteinler Trans-Blot® Turbo™ Transfer Sistemi (Bio-Rad, Hercules,
CA, USA) kullanilarak nitroseliiloz membrana aktarildi. Membranlar oda sicakliginda 1
saat %5 yagsiz siit tozu ile bloklandi. +4°C’de bir gece boyunca anti-p-actin (Santa Cruz
Biotechnology, sc-47778 HRP, 1:200), anti-FREM-1 (1/1000; Abcam, Cambridge,
United Kingdom), anti-CD63 (Santa Cruz Biotechnology, sc-5275 HRP, 1:200), anti-
HIFlo (Santa Cruz Biotechnology, sc-13515, 1:200), anti-p-mTOR (Santa Cruz
Biotechnology, sc-293133 HRP, 1:1000) ve anti-TSC2 (Santa Cruz Biotechnology, sc-
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271315, 1:1000) primer antikorlar1 ile blotlandi. Membranlar PBST ile yikandiktan sonra
HRP ile konjugeye uygun sekonder antikorlar ile oda sicaklifinda 1 saat inkiibe edildi.
Ardindan protein sinyalleri ClearBand ECL Western Blotting Substrate (Ecotech
Biotechnology, Erzurum, Tirkiye) kullanilarak goriintiilendi. Spesifik protein bantlar

Image J programi kullanilarak 6l¢tildii.

3.2.20. Lusiferaz raportor testi

Hedef aday genlerin (FREM1 ve TSC2) miR-1825’in direk hedefleri oldugunu
dogrulamak i¢in lusiferaz raportor testi yapildi. Bunun i¢in 6ncelikle miR-1825’in hedef
dizilerini iceren FREM1 3’UTR bdlgesi pLightSwitch-3’UTR vektoriine (Active Motif)
klonlandi. MiR-1825’in diger hedefi olan TSC2 3’UTR plazmidi (pMir Target vector 7.9

kb) ise OriGene Technologies firmasindan satin alindu.

HEK-293 hiicreleri 6 kuyucuklu kiiltiir platelerinde ii¢ tekrarli ve her kuyuda
7x10° hiicre olacak sekilde ekildi. Hiicreler miR-1825 mimik, miR-1825 inhibitérii ya da
kontrol mikroRNA ile aday hedef geni iceren 3'UTR luciferase reporter (Origene,
Rockville, MD) plazmidi ile Lipofectamine 3000 reagent (Thermo Fisher Scientific)
kullanilarak birlikte transfekte edildi. Transfeksiyondan 48 saat sonra hiicreler lizis
tamponunda parcalandi. Lizatlar, LightSwitch™ Luciferase Assay Kit (Active Motif)
kullanilarak lusiferaz aktiviteleri agisindan karsilastirildi. Daha sonra aday hedef genin
3'UTR bolgesinde tahmini hedef dizisinde QuikChange 11 XL Site-Directed Mutagenesis
Kit (Agilent) ile tiretici firmanin protokoliine gore mutagenez gerceklestirildi. Mutagenez
primer dizileri, QuikChange Primer Design Tool kullanilarak tasarlandi. Yukarida tarif
edilen lusiferaz raportor testi mutant dizileri iceren plazmitlerle tekrar edildi. Calisma

kapsaminda kullanilan primer dizileri Cizelge 3.6 ve Cizelge 3.7°de verilmistir.

Cizelge 3.6. FREM1ve TSC2 3°UTR klonlama primer dizileri

Gen Dizi

FREM1-F-Nhel 5-CTAGCTAGCCAAGTGCATGCTGGCCAC-3’
FREM1-R-Xhol 5-TTATCAATCTTTCTGGCACTATTA-3’
TSC2-F 5-AGAAGCTGCGCGGTGGTGTTG-3’

TSC2-R 5-ACGCCGGCTGGATGATCCTCCAG-3’
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Cizelge 3.7. FREM1 3°UTR site directed mutagenez primer dizileri

Gen Dizi
FREM1-F  5-CTAGCCAAGTGCATGCTGGCGTGACCGAGTGGATCGGTGGTGAACC-3’
FREM1-R  5.GGTTCACCACCGATCCACTCGGTCACGCCAGCATGCACTTGGCTAG-3’
TSC2-F 5-GGCCGGGGCCCTCCCTCCTCGTGACCCCTTGGACGGTATTGC-3”
TSC2-R 5-GCAATACCGTCCAAGGGGTCACGAGGAGGGAGGGCCCCGGCC-3’

3.2.21. immiinohistokimyasal analiz

MiR-1825in hedef geni oldugu dogrulanan FREML1 i¢in bas ve boyun kanseri
hastalarindan alinan tiimdr ve normal doku 6rneklerinde immiinohistokimyasal analiz
yapildi. Dokular cerrahi miidahale sonrasinda alindiktan sonra fiksasyon, dehidratasyon,
seffaflandirma ve impragnasyon (doygunluk) asamalarindan gegirildi. Fiksasyon ve
parafine gomme islemlerinden sonra mikrotom cihazi kullanilarak dokulardan ince
kesitler almip preparatlar hazirlandi. Immiinohistokimyasal analize hazir hale getirilen
preparatlardaki formalin ¢apraz baglar1 veya diger fiksatifler tarafindan gizlenen
antijenleri ortaya ¢ikarmak (antijen geri kazanimi-antijen retrieval) i¢in bazi 6n islemler
uygulandi. On islemlerin ardindan, preparatlar sirasiyla FREM-1 primer antikor
(ab105360, 1:1000; Abcam, Cambridge, MA, USA), sekonder antikor (Goat polyclonal
Secondary Antibody to Mouse 1gG-H&amp;L (Alexa Fluor® 594), sekonder antikora
baglanan avidin-biotin-peroksidaz kompleksi (The ImmunoCruz® ABC Kit) ile muamele
edildi. Ardindan hematoksilen karsit boyama (counter staining) ile kromajen (renk
degistiren reaktif) olarak 3,3 ’diaminobenzidin (DAB) islemleri uygulandi. Yikama ve
kurutma asamalarindan sonra preparatlar 151k mikroskobunda incelenerek FREM1’in

normal ve timdr dokularidaki seviyeleri degerlendirildi.

3.2.22. NUDE farelerde in vivo titmor modellerinin olusturulmasi

MiR-1825’in Hep-2 ve FaDu hiicrelerine stabil transfeksiyonu

Hiicreler 6 kuyucuklu platelere uygun sayilarda ekilerek 1 giin boyunca inkiibe
edildikten sonra pPCMV-MIR Kontrol Mimik ve MIR1825-pCMV-MIR Mimik (Creative
Biogene Biotechnology) plazmidleri ile Lipofectamine® 3000 Transfection Reagent

(Invitrogen) kullanilarak transfekte edildi. 48 saatlik inkiibasyon siiresinin ardindan
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hiicrelerin segilimi icin selektif besiyeri (250 pg/ml Neomycin) eklendi ve bu genleri
stabil olarak ifade eden hiicrelerin secilimi yapildi. Secilimi tamamlanan hiicrelerdeki

mMiR-1825’in artmis ifadesi ger¢ek zamanli PZR ile dogrulandi.

Bunun i¢in se¢ilimi tamamlanmis hiicrelerden iiretici firmanin belirledigi
protokole gore RNA izolasyonu, cDNA sentezi ve ger¢gek zamanli PZR yukarida tarif
edildigi sekilde yapildi. Ardindan miR-1825’1n stabil bir sekilde ifade edildigi hiicrelerde
miR-1825 ifadesinin hiicre canlilig1 tizerindeki etkisi yukarida tarif edildigi sekilde
CVDK-8 testi kullanilarak dogruland.

Model farelerin temini ve bakimi

Calisma icin etik kurul onay1 Kobay Deney Hayvanlari Laboratuvar1 Sanayi ve
Ticaret A.S. Deney Hayvanlar1 Etik Kurulu’ndan alindi ve ¢alismalar Kobay Deney
Hayvanlar1 Laboratuvari’nda gergeklestirildi. Calismada timiisii olmayan 6-8 haftalik
ciplak fareler (nu/nu NUDE fareler) kullanildi. Fareler patojen olmayan sartlarda laminar
flow kutular1 iginde ve onaylanmis protokoller takip edilerek saklandi. Calisma gruplari
Cizelge 3.8’de belirtildigi sekilde olusturuldu. (http://www.lasec.cuhk.edu.hk/sample-

size-calculation.html) online araci kullanilarak yapilan gii¢ analizinde 1,5 katlik ortalama

fark, %20 standart sapma ve 0,01 alfa degeri ile %95 giice ulasmak igin her deney
grubunda 6 adet fareye ihtiyag duyuldugu hesaplandi. Deney siiresince fare agirhigi
dikkate alinarak yem ve igme suyu giinliik olarak degistirildi. Farelerin viicut agirliklar
haftada iki kez 6l¢iildii. Deney sonunda tiim hayvanlar servikal dislokasyon ile sakrifiye
edildi.

Cizelge 3.8. Calisma kapsaminda kullanilacak deney gruplari

Grup Hiicre Tirti Soyu Yast Sayisi
Kontrol mikroRNA Hep-2 NUDE Fare  Eriskin (6-8 hafta) 6
Mimik miR-1825 Hep-2 NUDE Fare  Eriskin (6-8 hafta) 6
Kontrol mikroRNA FaDu NUDE Fare  Eriskin (6-8 hafta) 6
Mimik miR-1825 FaDu NUDE Fare  Eriskin (6-8 hafta) 6

o1
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NUDE farelerde in vivo tiimér modellerinin olusturulmasi

Stabil transfekte edilen ve segilimi tamamlanan Hep-2 ve FaDu hiicrelerinin
NUDE farelere iki tarafli olarak deri altindan siibkiitan enjeksiyonlar1 yapildi. Enjeksiyon
1:1 oraninda hazirlanmis 1x10° hiicre igeren besi yeri ve yiiksek konsantrasyonlu

Matrigel matriks (BD Biosciences) karisimi kullanilarak yapildi.

Deney grubu farelerde olusan tiimérlerin incelenmesi ve histopatolojik

analizi

Hiicrelerin NUDE farelere enjeksiyonundan sonra 1 ay boyunca haftada iki kez
tiimdr hacmi ve farelerin agirliklar 6lgiildii. Timor hacmi kaliper kullanilarak {i¢ boyutlu
olarak 6l¢iildii ve “Hacim (mm3) = boy x en2 x 0,4” formiilti kullanilarak hesaplandi. 1
ay sonunda denekler servikal dislokasyon ile sakrifiye edildi ve timorler ¢ikarilarak
hacim ve agirliklar1 6lgiildii. Olusan timor 6rnekleri esit hacimlere boliinerek sonraki
deneylerde kullanilmak tizere ya sivi azotta hizlica donduruldu ya da fikse edilmek i¢in
formalin igerisine alindi. Tiimor 6rneklerinin bir kismindan RNA izolasyonu yapilarak
mMiR-1825’in artmis ifadesi gercek zamanli PZR yapilarak dogrulandi. Fikse edilip
parafin  igerisine gomiilen dokulardan ise kesitler alinarak Ki-67 igin

immiinohistokimyasal analiz yapildi.

Ayrica miR-1825’1n yliksek diizeyde ifade edildigi gruplarda gelisebilecek olasi
metastazlar1 incelemek adina, bas ve boyun kanserlerinin yaygin uzak metastaz
bolgelerinden birisi olan ve incelemesi nispeten daha kolay olan akcigerlerdeki olas1

metastatik lezyonlarin varligit H&E boyamalari yapilarak analiz edildi.

3.2.23. CoClzile kimyasal hipoksi modelinin olusturulmasi

FaDu ve SCC-9 hiicreleri 96 well platelerin her bir kuyusuna sirastyla 2x10° ve
4x10? hiicre gelecek sekilde ekildi ve 24 saat boyunca kiiltiire edildi. Kimyasal hipoksi
modeli olusturmak ve hiicrelerde 6nemli bir toksik etki olusturmayan optimum
konsantrasyonu belirlemek i¢in FaDu ve SCC-9 hiicreleri serumsuz besiyeri ile

hazirlanan farkli konsantrasyonlarda (50-100-150-200-250 uM) CoCl: ile 24 ve 48 saat
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boyunca muamele edildi. Ardindan hiicre canlilig1 {i¢ giin boyunca 24 saatte bir CVDK-
8 kiti ile tiretici firmanin protokolii takip edilerek olciildii. Optikal yogunluk degerleri
Epoch Microplate Spectrophotometer (BioTek Instruments, Winooski, VT, USA)
yardimiyla 450 nm’de absorbans 6l¢iimii yapilarak belirlendi. Daha sonra FaDu ve SCC-
9 hiicreleri serumsuz besiyeri ortaminda optimum CoCl> konsantrasyonu ile muamele
edilerek 24 saat sonra RNA ve protein izolasyonu yapilmak iizere harvest edildi. Hipoksi
modeli olusturulan hiicrelerden elde edilen RNA ve proteinler sonraki deneylerde

kullanilincaya kadar -80°C derin dondurucuda saklandi.

3.2.24. Hipoksik sartlarda Kkiiltiirlenen bas ve boyun skuaméz karsinomlu

hiicrelerden tiirevlienen eksozomlarin izolasyonu ve karakterizasyonu

FaDu ve SCC-9 hiicreleri her bir T175 cm?lik flaska 2x10° hiicre diisecek sekilde
ekildi ve %50-60 yogunluga ulagmalari beklendi. Daha sonra hiicreler 1x PBS ile
yikandi. Herhangi bir uygulama yapilmayan sadece serumsuz besiyeri eklenmis
normoksik sartlarda kiiltiire edilen hiicreler kontrol gruplari olarak degerlendirildi.
Hipoksik sartlarda kiiltiire edilecek hiicrelere serumsuz besiyeri ortaminda FaDu
hiicreleri i¢cin 100 uM ve SCC-9 hiicreleri i¢in 150 pM CoCl, uygulamas: yapild.
Hiicrelerin 48 saatlik inkiibasyonundan sonra flasklardan kosullu besiyeri alindi ve
ultrasantrifiij yontemiyle hiicrelerin besiyeri ortamina salinan eksozomlarin izolasyonunu
yapmak iizere 50 ml’lik falkon tiiplere aktarildi. Ilk olarak kosullu besiyerindeki 6lii
hiicreleri uzaklastirmak icin 4°C’de 2.000 g’de 20 dakika boyunca santrifiij yapildiktan
sonra siipernatant temiz falkon tiiplere aktarildi. Sonrasinda siipernatantlar 4°C’de 12.000
g’de 45 dakika boyunca tekrar santrifiij yapildi. Santrifiij asamas1 tamamlanan kosullu
besiyeri 0.22 um por ¢apina sahip filtreden (Isolab, Eschau, Germany) gegirildikten sonra
steril ultrasantrifiij tiiplerine (HITACHI, himac CS150NX S50A rotor) aktarilarak 4°C’de
110.000 g’de 2 saat boyunca ultrasantrifiij kullanilarak santrifiij yapildi. Eksozom pelleti
1 ml soguk 1x PBS ile yikandiktan sonra 4°C’de 110.000 g’de 2 saat boyunca
ultrasantrifiij kullanilarak tekrar santrifiij yapildiktan sonra eksozom pelleti Iml soguk 1x
PBS kullanilarak ¢éziildii. izole edilen eksozomlarin konsantrasyonu BCA Protein Assay
Kit (Pierce, Thermo Fisher, Gaithersburg, MD, USA) kullanilarak 6l¢iildii ve deneylerde

kullanilincaya kadar -80°C derin dondurucuda saklandi.
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Izole edilen eksozomlarin morfolojik karakterizasyonu Hitachi HighTech
HT7700 Transmission Electron Microscope (TEM, Hitachi, Chiba, Japan) kullanilarak
yapildi. Bu dogrultuda, her bir grup igin 50 ul eksozom siispansiyon soliisyonu alinarak
300 mesh copper grid tizerine mikropipet yardimiyla birakildi ve 16 saat oda sicakliginda
inkiibe edilerek gridler kurutuldu. Ardindan TEM kullanilarak 80-120 kV’da goriinti

alindi.

Normoksik ve hipoksik eksozomlarin partikiill boyutu ve ¢ap1 ise Malvern
Zetasizer Nano ZSP90 (Malvern Panalytical, Malvern, UK) kullanilarak olgiildii. Bu
dogrultuda, 640 ul eksozom siispansiyon soliisyonu mikropipet yardimiyla alindi ve
Zetasizer Nano ZSP90 igerisine aktarildi. Zetasizer software (Malvern Instruments)

kullanilarak sonuclar degerlendirildi.

Son olarak, eksozom karakterizasyonu i¢in eksozom lizatlarinin eksozom yiizey

belirteci CD63 i¢in pozitif olduklart western blot ile dogrulandi.

3.2.25. Eksozom etiketleme

Hipoksik indiiklii kanser tiirevli hiicrelerden izole edilen eksozomlar PKH67
Green Fluorescent Cell Linker Mini Kit General Cell Membrane Labeling (Sigma-
Aldrich, St. Louis, MO, USA) kullanilarak tiretici firmanin belirledigi protokole gore
isaretlendi. Floresan olarak etiketlenen eksozomlar 1x PBS’de ¢6ziildii ve kullanilincaya
kadar -20°C’de sakland.

Floresan olarak PKH67 ile etiketlenen eksozomlarin igeriklerini HUVEC
hiicrelerine aktardiklarin1 dogrulamak i¢in 6ncelikle HUVEC hiicreleri igerisine lamel
yerlestirilen 6 kuyucuklu platelerin her kuyusuna 8x10* hiicre gelecek sekilde ekildi.
%55-60 konfluensiye ulasan hiicreler PKH67 ile etiketli 10 pg eksozom ile 24 saat
boyunca 37°C’de inkiibe edildi. inkiibasyon sonunda hiicreler 1x PBS ile 3 kez yikand1
ve 4°C’de 30 dakika boyunca %#4 liik gluteraldehit soliisyonu ile fikse edildi. Fiksasyon
isleminin ardindan hiicreler 1-2 pg/mL Hoechst 33258 boya soliisyonu ile 4°C’de 15
dakika inkiibe edildi. Ardindan hiicreler LSM 710 Confocal Laser Scanning Microscope

(Zeiss, Oberkochen, Germany) kullanilarak goriintiilendi.
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3.2.26. Endotel hiicrelere miRNA transfeksiyonuna es zamanh olarak eksozom

uygulamasi

MikroRNA transfeksiyon islemi, miR-1825 mimik, miR-1825 inhibitér ya da
kontrol mikroRNA molekiillerinin endotel hiicre igerisine etkili bir sekilde tasinmasini
saglayan Lipofectamine® RNAiIMAX Reagent (Thermo, Rockford, USA) kullanilarak
tiretici firmanin protokoliine gore yapildi (Karatas et al. 2016). Kontrol olarak kontrol
mikroRNA kullanildi. Transfeksiyon islemine paralel olarak hiicrelere 25 pg/ul
normoksik ve hipoksik indiikli kanser hiicre tiirevli eksozomlar uygulandi. Bu hiicreler
24 ve 48 saat boyunca serumsuz besiyeri ortaminda kiiltiir edildikten sonra fonksiyonel

calismalarda kullanilda.

3.2.27. Hiicrelerden ve eksozomlardan RNA izolasyonu

Hipoksik BBSHK hiicrelerinden tiirevlenen ve mikroRNA tasiyan
eksozomlardaki total RNA Invitrogen™ mirVana™ miRNA Isolation Kit (Thermo
Scientific, Wilmington, DE, USA) kullanilarak tiretici firmanin standart protokoliine gore
izole edildi. MiR-1825 mimik, miR-1825 inhibit6rii ya da kontrol mikroRNA ile
transfekte edilen HUVEC hiicrelerinden ve hipoksik indiiklii bas ve boyun skuaméz
hiicrelerinden total RNA, EcoPURE Total RNA Kit (EcoTech Biotechnology, Erzurum,
Turkey) kullanilarak izole edildi. RNA konsantrasyon ve safliklar1 Epoch Microplate
Spectrophotometer kullanilarak belirlendi ve RNA o&rnekleri kullanilincaya kadar -
80°C’de saklandu.

3.2.28. cDNA/miRNA cDNA sentezi ve gqRT-PCR

Hiicrelerden ve eksozomlardan RNA izolasyonu gerceklestirildikten sonra ilk
olarak miR-1825’in ifade diizeyleri mRNA seviyesinde qRT-PCR ile degerlendirildi.
MiR-1825 ifade seviyelerini belirlemek i¢in 6ncelikle hiicrelerden ve eksozomlardan elde
edilen total RNA ornekleri konsantrasyonlar1 15 ng/ul olacak sekilde seyreltildi ve her
ornek i¢in 2 pl RNA kullanildi. Sonrasinda, miR-1825 ve internal kontrol olarak
kullanilan RNU43 ve RNU6B i¢in miRNA cDNA sentezi, mikroRNA spesifik primerler
(Applied Biosystems) ve ‘TagMan MicroRNA Reverse Transcription Kit’ (Applied
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Biosystems) kullanilarak firetici firmanin protokollerine gore gergeklestirildi. MiR-
1825’in ifade analizi mikroRNA spesifik prob (Applied Biosystems) ve ‘TagMan
Universal Master Mix’ (Applied Biosystems) ile hazirlanan reaksiyonlar ile 3 tekrarh
olacak sekilde Rotor-Gene qRT-PCR cihazinda gergeklestirildi. Kantitatif analiz delta-
delta-Ct yontemi kullanilarak yapildi. MikroRNA ifade bilgisi kiigiik nikleer
RNA’lardan RNU43 ve RNUG6B ile normalize edildi.

Gen ifade analizleri igin MiR-1825 mimik, miR-1825 inhibitorii ya da kontrol
mikroRNA ile transfekte edilen ve transfeksiyona es zamanli olarak eksozom uygulanan
hiicre gruplari i¢in izole edilen RNA o6rneklerinin her birinden 1000 ng kullanilarak
cDNA sentezi yapildi. ¢cDNA sentez islemleri ‘High Capacity ¢cDNA Reverse
Transcription Kit’i (Thermo, ABD) ile iiretici firmanin protokolii takip edilerek
gerceklestirildi. Hedef genlerin (HIF1A, HIF2A, CA-9 ve TSC2) ifade analizleri 5x HOT
FIREPol® EvaGreen®qPCR SuperMix ile iiretici firmanin protokolii takip edilerek
Rotor-Gene gRT-PCR cihazi kullanilarak gergeklestirildi. GAPDH internal kontrol
olarak kullanildi. Kantitatif analiz delta-delta-Ct yontemi kullanilarak gergeklestirildi.

Calisma kapsaminda kullanilan primer dizileri Cizelge 3.9’da verilmistir.

Cizelge 3.9. Hipoksik marker primer dizileri

Gen Dizi

CA9-F 5’-GACTCTCGGCTACAGCTGAAC-3’
CA9-R 5’-CAGGCAGGAATTCAGCTGGA-3’
HIF1A-F 5’- GCTTTGCAGAATGCTCAGAGA-3’
HIF1A-R 5-TGCTCCATTCCATTCTGTTCAC-3’
HIF2A-F 5-GACTTCACTCATCCCTGCGAC -3’
HIF2A-R 5-AGGTGGCTGACTTGAGGTTG-3’
GAPDH-F 5-CCATCTTCCAGGAGCGAGATC’-5’
GAPDH-R 5’-GGCATTGCTGATGATCTTGAGG-3’
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3.2.29. MiR-1825’in ve hipoksik indiiklii kanser tiirevli eksozomlarm HUVEC

hiicrelerinin gocii iizerine etkilerinin arastirilmasi

MiR-1825 mimik, miR-1825 inhibitor ya da kontrol mikroRNA
transfeksiyonunun ve hipoksik indiikli eksozom uygulamasinin HUVEC hiicrelerinin
goc etme potansiyeli iizerindeki etkisini degerlendirmek i¢in hiicreler 6 kuyucuklu
platelere ekildi. 24 saat sonra hiicreler Lipofectamine RNAIMAX Transfection Reagent
(Invitrogen) kullanilarak, miR-1825 mimik, miR-1825 inhibitérii ya da kontrol
mikroRNA ile transfekte edildi. Ayrica, miR-1825 inhibitorii ya da kontrol mikroRNA
ile transfekte edilen HUVEC hiicrelerine es zamanli olarak hipoksik ve normoksik kanser
hiicre tiirevli 100 ug/mL eksozom uygulandi. Hiicre gogii testi Transwell® Permeable
Supports (Corning) kullanilarak gergeklestirildi. Hiicreler 24 well Transwell® Permeable
Supports’a iki tekrarli olarak her chamber’da 5x10* hiicre olacak sekilde serumsuz
ortamda ekildi. Chamber’in alt kismina ise 500 pl %20 FBS iceren besiyeri eklendi. 24
saat sonra gog etmeyen hiicreler pamuk swap yardimiyla chamber’larin iist tarafindan
kazind1 ve membranin alt ytizeyine go¢ eden hiicreler %100 matanol ile sabitlendi ve 20
dakika boyunca %?2’lik etanol ve %0,3’lik kristal viyole igeren soliisyon igerisinde
boyandi. Membranlar slaytlarin iizerine sabitlendikten sonra go¢ eden hiicreler invert

mikroskop (Leica, Wetzlar, Germany) kullanilarak sayildi.

3.2.30. MiR-1825’in ve hipoksik indiiklii kanser tiirevli eksozomlarin HUVEC

hiicrelerinin invazyonu iizerine etkilerinin arastirnmasi

MiR-1825 mimik, miR-1825 inhibitor ya da kontrol mikroRNA
transfeksiyonunun ve hipoksik indiiklii eksozom uygulamasinin HUVEC hiicrelerinin
invazyon potansiyeli {lizerindeki etkisini degerlendirmek icin hiicreler 6 kuyucuklu
platelere ekildi. 24 saat sonra hiicreler Lipofectamine RNAIMAX Transfection Reagent
(Invitrogen) kullanilarak miR-1825 mimik, miR-1825 inhibitérii ya da kontrol
mikroRNA ile transfekte edildi. Ayrica, miR-1825 inhibitorii ya da kontrol mikroRNA
ile transfekte edilen HUVEC hiicrelerine es zamanli olarak hipoksik ve normoksik kanser
hiicre tiirevli 100 pg/mL eksozom uygulandi. Hiicrelerin invaziv potansiyeli BD BioCoat
Matrigel invasion chambers (Becton Dickinson) kullanilarak degerlendirildi. Hiicreler,

BD BioCoat Matrigel invasion chambers’a iki tekrarli olarak her chamber’da 5x10° hiicre
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olacak sekilde ekildi. 24 saat sonra go¢ etmeyen hiicreler pamuk swap yardimiyla
chamber’larin st tarafindan kazind1 ve membranin alt yiizeyine go¢ eden hiicreler %100
metanol ile sabitlendi. Sonrasinda hiicreler 20 dakika boyunca %2’lik etanol ve %0,3’lik
kristal viyole iceren soliisyon igerisinde boyandi. Membranlar slaytlarin {izerine
sabitlendikten sonra invaze olan hiicreler invert mikroskop (Leica, Wetzlar, Germany)

kullanilarak sayildi.

3.2.31. MiR-1825’in ve hipoksik indiiklii kanser tiirevli eksozomlarin HUVEC

hiicrelerinin tiip olusturma potansiyeli iizerine etkilerinin arastirilmasi

MiR-1825 mimik, miR-1825 inhibitor ya da kontrol mikroRNA
transfeksiyonunun ve hipoksik indiiklii eksozom uygulamasimnin HUVEC hiicrelerinin tiip
olusturma potansiyeli {lizerindeki etkisini degerlendirmek igin hiicreler 6 kuyucuklu
platelerin kuyularina ekildi. 24 saat sonra hiicreler Lipofectamine RNAIMAX
Transfection Reagent (Invitrogen) kullanilarak miR-1825 mimik, miR-1825 inhibitorii ya
da kontrol mikroRNA ile transfekte edildi. Ayrica, miR-1825 inhibit6rii ya da kontrol
mikroRNA ile transfekte edilen HUVEC hiicrelerine es zamanli olarak hipoksik ve
normoksik kanser hiicre tiirevli 100 pg/mL eksozom uygulandi. Hiicrelerin anjiyojenez
potansiyeli Corning® Matrigel® Growth Factor Reduced (GFR) Basement Membrane
Matrix (Corning, NY, USA) matrijel kullanilarak degerlendirildi. 40 pl matrijel 96
kuyucuklu platenin kuyularina eklendi ve matrijelin polimerlesmesi i¢in 37°C’de 1 saat
boyunca inkiibe edildi. Mimik miR-1825, inhibitor miR-1825 veya kontrol mikroRNA
ile transfekte edilen hiicreler herbir kuyuya 2x10* hiicre gelecek sekilde matrijel iizerine
eklendi. Inhibitor/kontrol mikroRNA ile transfekte edilen hiicre gruplarina es zamanl
olarak hipoksik ve normoksik kanser hiicre tiirevli 100 pg/mL eksozom uyguland: ve
hiicreler 37°C’de 16 saat boyunca inkiibe edildi. Olusan tiip benzeri anjiyojenik uzantilar

invert mikroskop (Leica, Wetzlar, Germany) kullanilarak sayildu.
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3.2.32. MiR-1825’in ve hipoksik indiiklii kanser tiirevli eksozomlarin HUVEC hiicre
kiireciklerinin olusturdugu anjiyojenik uzantilarin oOlusumu iizerine

etkilerinin arastirilmasi

MiR-1825 mimik, miR-1825 inhibitor ya da kontrol mikroRNA
transfeksiyonunun ve hipoksik indiiklii eksozom uygulamasinin HUVEC kiireciklerinin
olusturdugu anjiyojenik uzantilarin olusumu iizerindeki etkisini degerlendirmek igin 6
kuyucuklu platelerin kuyularmna HUVEC hiicreleri ekildi. 24 saat sonra hiicreler
Lipofectamine RNAIMAX Transfection Reagent (Invitrogen) kullanilarak miR-1825
mimik, miR-1825 inhibitor ya da kontrol mikroRNA ile transfekte edildi. Ayrica, miR-
1825 inhibitorii ya da kontrol mikroRNA ile transfekte edilen HUVEC hiicrelerine es
zamanli olarak hipoksik ve normoksik kanser hiicre tiirevli 100 ug/mL eksozom
uygulandi. HUVEC hiicre kiirecikleri Koff ve arkadaslari tarafindan tarif edildigi sekilde
hanging drop yontemi ile olusturuldu (Korff and Augustin 1998).

Kisaca, metil seliiloz bazal besi yeri ile hazirlanarak kullanilincaya kadar 4°C’de
sakland (Saccu et al. 2022). Transfeksiyon yapilan ve eksozom uygulanan hiicre gruplari
tripsin yardimiyla kaldirthp sayildi. Hiicre kiiltiiriine uygun petri kab1 kapaklarinda her
damlacikta (25 pl) 1x10® hiicre olacak sekilde hiicre ve metil seliiloz soliisyonu
karigitmindan olusan damlaciklar olusturuldu. Petri kabinin alt kismina ise
damlaciklardaki nem dengesini korumak i¢in 1x PBS eklendi. Daha sonra petri kaplari
kiirecikler olusuncaya kadar 37°C’de %5 CO; igeren inkiibatorde minimum 24 saat
inkiibasyona birakildi. Anjiojenez olusumunu gézlemlemek ve olusan kiireciklerden
metilseliiloz ve besiyeri karisimini uzaklagtirmak igin kiirecikler toplandi ve 1x PBS ile
yikandiktan sonra 5 dakika boyunca 300g’de 4°C’de santrifuj yapildi. Ardindan pellet
matrijel ve metil seliiloz ile hazirlanan serumsuz besiyerinde tiimorfaz (Sphere) yapilari
bozulmayacak sekilde ¢oziilerek 96 well platelerin her bir kuyusuna 50 pl iki tekrarli
olacak sekilde eklendi ve 30 dakika boyunca 37 °C %5 CO: igeren inkiibatorde inkiibe
edildi. Inkiibasyonun ardindan matrijelin iizerine bEGF (Protech Human, Cat no: AF-
100-15-100UG), FGF (Protech Human, Cat no:100-18B-10UG) ve rhIGF-1 (StemCell
Tech, Cat no: 7022.2) biiylime faktorlerini igeren serumsuz besiyeri eklendi ve hiicreler
37°C’de %5 CO: igeren inkiibatorde 24-48 saat boyunca inkiibe edildi. Olusan

anjiyojenik uzantilar invert mikroskop kullanilarak sayildi.

59



4. ARASTIRMA BULGULARI ve TARTISMA

4. ARASTIRMA BULGULARI ve TARTISMA

4.1. MiR-1825 BBSHK i¢in Potansiyel Onkogenik Bir MikroRNA’dir

MiR-1825’in onkogenik potansiyelini ortaya koymak adina oncelikle GEO
veritabaninda herkese a¢ik olarak bulunan mikrodizin verileri incelendi. Renal hiicreli
karsinom (GSE41282) ve kolanjiyokarsinomlu (GSE53992) hastalarin timor dokularinda
miR-1825 ifade seviyesinin normal dokulara kiyasla anlamli derecede yiiksek oldugu
gosterildi. Ayrica rekiiren over kanser (GSE47841) orneklerinde miR-1825 ifade
seviyesinin daha fazla oldugu ve hepatoseliiler karsinomlarda (GSE31164) histolojik
farklilasma derecesi azaldik¢a miR-1825 ifade seviyesinin arttig1 tespit edildi (Sekil 4.1).
Bu bulgular miR-1825"in onkojenik potansiyelini destekler niteliktedir.
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Sekil 4.1. GSE41282 (Renal hiicreli karsinom), GSE53992 (Kolanjiyokarsinom),
GSE47841 (Over kanseri) ve GSE31164 (Hepatoseliiler karsinom) numarali
GEO verilerinin analiz sonucu.
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Sonrasinda Kaplan Meier Plotter online uygulamasi kullanilarak bas ve boyun
kanseri hastalari i¢in sagkalim analizi yapildi ve yiiksek miR-1825 ifadesi olan hastalarda
medyan sagkalim 42,97 hafta iken diisik miR-1825 ifadesi olan hastalarda medyan
sagkalimin 77,3 hafta oldugu tespit edildi (Sekil 4.2). Bu bulgu da miR-1825’in 6zellikle
bas ve boyun kanseri i¢in onkogenik potansiyel tasidigini destekler onemli bir 6n veri

olarak karsimiza ¢ikmaktadir.
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Sekil 4.2. MiR-1825 ifadesinin bas ve boyun hastalarinda sagkalima etkisi

In siliko verileri teyit amaciyla onelikle Atatiirk Universitesi Tip Fakiiltesi Kulak-
Burun Bogaz Anabilim Dali’'nda rutin patolojik inceleme i¢in alinan ve Atatiirk
Universitesi Tibbi Patoloji Anabilim Dali’nda histopatolojik incelemesi yapilan 51 adet
BBSHK hastasina ait normal ve tiimér doku ornekleri temin edildi. Bu hastalara ait

Klinikopatolojik ve demografik veriler Cizelge 4.1°de verilmektedir.
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Cizelge 4.1. Hastalarmn klinik-patolojik bilgileri

BBSK hasta sayisi
Yas
<60 21
> 60 30
Cinsiyet
Erkek 34
Kadin 17
Tiimoér Tipi
Supraglottik 16
Subglottik 3
Glottik 18
Transglottik 4
Epiglottik 2
Aryepiglottik 1
Dil 7
TNM Evreleme
TlveT2 20
T3ve T4 31
Tiimor Hacmi
<2cm® 11
>2cmd 40
Histological Grade
| 7
I 23
Il 4
v 17

Bu hasta 6rneklerinden 30 normal-tiimér ¢ift doku gRT-PCR ile incelendiginde
BBSHK tiimor doku orneklerinde miR-1825 ifade diizeyinin ayni hastalardan temin
edilen normal doku 6rneklerine gore 3,69 + 0,89 kat arttig: tespit edildi (p<0,01; Sekil
4.3).
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Sekil 4.3. Bas boyun tiimér ve normal doku 6rneklerinde miR-1825 ifade seviyesi

MiR-1825 ifadesi igin T evresi, N evresi ve timor gradesine gore karsilastirma
yapildiginda da anlamli olmamakla birlikte T3 ve T4 evre tiimor dokularinda T1 ve T2
evre dokularina gore, grade 111 ve IV tiimor dokularinda grade I ve 11 timor dokularina
gore yiiksek miR-1825 ifadesi tespit edildi. N evresine gore yapilan degerlendirmede ise

N2 ve N3 evre tiimor dokularinda miR-1825 ifadesinin NO ve N1 evre tumor doku

orneklerine gore anlamli olarak artmis oldugu gosterildi (p<0,05; Sekil 4.4).
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Sekil 4.4. Bas boyun tiimor ve normal doku 6rneklerinde T evresi, grade ve N evresine
gore miR-1825 ifade seviyesi.
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4.2. BBSHK ve Normal Agiz i¢i Fibroblast Hiicrelerinde Artan ve Azalan MiR-1825
ifadesi BBKa Progresyonu ile Tliskili Hiicresel Fenotipler Uzerinde Etkilidir

Hasta tiimor doku Orneklerinde ifadesinin artmis oldugunu goésterdigimiz miR-
1825’in BBSHK ve normal agiz i¢i fibroblast hiicrelerinde ifadesi incelendiginde de
BBSHK hiicrelerinde miR-1825 ifadesinin HGF-1 hiicrelerine gore anlamli olarak daha
yiiksek oldugu tespit edildi (p<0,05; Sekil 4.5).
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Sekil 4.5. Transfeksiyon oncesi hiicrelerde endojen miR-1825 ifade diizeyi

MiR-1825’in bas ve boyun kanseri progresyonu ile iliskili hiicresel fenotipler
tizerinde etkilerinin incelenmesi igin tez ¢alismasi kapsaminda kullanilan hiicreler miR-
1825 mimik ve inhibitor ile transfekte edilerek miR-1825 ifadesinin bu hiicrelerde artmasi
ve azalmasi saglandi. Bu dogrultuda, uygun besiyeri ortaminda kiiltiirii yapilan hiicreler
6-kuyucuklu platelere uygun sayilarda ekilerek 1 giin boyunca inkiibe edildikten sonra
miR-1825 mimik, miR-1825 inhibitorii ya da kontrol mikroRNA’lar ile transfekte edildi.
Sonrasinda transfeksiyon verimliligi gqRT-PCR ile kontrol edildi. MiR-1825 mimik ile
transfekte edilen hiicrelerde kontrol mimik ile transfekte edilen hiicrelere gére miR-1825
ifadesinin anlamli olarak arttigit ve transfeksiyon isleminin basarili bir sekilde
gergeklestirildigi gosterildi. Aynmi sekilde hiicrelerin inhibitér miR-1825 ya da inhibitor
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kontrol ile transfekte edilmesinin ardindan miR-1825 ifadesinin kontrollere gore anlamli
olarak azaldigi dogrulandi (Sekil 4.6).
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Sekil 4.6. Transfeksiyon sonrast hiicrelerde miR-1825 ifade diizeyi

Artmig ve azalmig miR-1825 ifadesinin hiicre canliligi tizerindeki etkilerini
incelendiginde artmis miR-1825 ifadesinin FaDu, SCC-9, Hep-2 ve HGF-1 hiicrelerinde

kontrol grubuna gore hiicre canliligini artirdigi ortaya konuldu (Sekil 4.7).
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Sekil 4.7. MiR-1825 mimik ile transfekte edilmis hiicrelerde zamana bagli hiicre canlilik

degisimi.

MiR-1825 inhibisyonunun ise FaDu, SCC-9 ve Hep-2 hiicrelerinde hiicre

canliligini azalttig: tespit edildi (Sekil 4.8).
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Sekil 4.8. MiR-1825 inhibitor ile transfekte edilmis hiicrelerde zamana bagli hiicre
canlilik degisimi.

MiR-1825’in hiicre gogti tizerindeki etkilerini incelemek igin hiicre gocii testi
yapildi. Bulgularimiz artmig miR-1825 ifadesinin FaDu, SCC-9, Hep-2 ve HGF-1
hiicrelerinde hiicre gogiini artirdigini ortaya koydu (Sekil 4.9).
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Sekil 4.9. MiR-1825 mimik ile transfekte edilmis hiicrelerde hiicre gogti degisimi
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MiR-1825 inhibisyonunun ise FaDu, SCC-9 ve Hep-2 hiicrelerinin go¢ etme
potansiyelini azalttig1 ortaya konuldu (Sekil 4.10).
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Sekil 4.10. MiR-1825 inhibitor ile transfekte edilmis hiicrelerde hiicre gogii degisimi

Artmis ve azalmis miR-1825 ifadesinin FaDu, SCC-9, Hep-2 ve HGF-1
hiicrelerinin invaziv potansiyeli tizerindeki etkilerini incelemek i¢in ise BD BioCoat
Matrigel invasion chamber’lar kullanilarak matrijel invazyon testi yapildi. Artmis miR-
1825 ifadesinin FaDu, SCC-9, Hep-2 ve HGF-1 hiicrelerinde hiicre invazyonunu
artirdigini ortaya konuldu (Sekil 4.11).
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Sekil 4.11. MiR-1825 mimik ile transfekte edilmis hiicrelerde hiicre invazyonu degisimi
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MiR-1825 inhibisyonunun ise FaDu, SCC-9 ve Hep-2 hiicrelerinin invazyonunu
azalttig1 ortaya konuldu (Sekil 4.12).
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Sekil 4.12. MiR-1825 inhibitér ile transfekte edilmis hiicrelerde hiicre invazyonu
degisimi.

MiR-1825’in FaDu, SCC-9, Hep-2 ve HGF-1 hiicrelerinde hiicre canliligini
etkileme mekanizmalarindan birisinin apoptoz iizerinden olup olmadigin1 degerlendirme
i¢in hiicrelerin apoptotik aktivitesi “Caspase-3/CPP32 Colorimetric Assay (BioVision)”
kiti kullanilarak olgtildi. Artmis miR-1825 ifadesinin HGF-1, Hep-2, FaDu ve SCC-9
hiicrelerinde apoptotik aktiviteyi azalttigi gosterildi. Buna zit olarak miR-1825
inhibisyonunun Hep-2, FaDu ve SCC-9 hiicrelerinde apoptotik aktiviteyi artirdigi ortaya
konuldu (Sekil 4.13).
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Sekil 4.13. MiR-1825 mimik ve inhibitor ile transfekte edilmis hiicrelerde apoptotik
aktivite degisimi.
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4.3. BBSHK ve Normal Agiz i¢i Fibroblast Hiicrelerinde Artan ve Azalan MiR-1825
ifadesi Epitelyal Mezenkimal Gegis (EMG) ve Kk Hiicre Ozellikleriyle Tliskili

Hiicresel Fenotipler Uzerinde Etkilidir

MiR-1825'in lokalize oldugu 20ql11.21 bolgesinin insan embriyonik ve
pluripotent kok hiicrelerde amplifiye oldugunun gosterilmesi dolayr miR-1825'in
BBSHK hiicrelerinde kok hiicre 6zellikleri ile iliskisi arastirildi. Bu dogrultuda oncelikle
miR-1825’in hiicrelerin kiirecik olusturma potansiyeli tizerindeki etkileri incelendi.
Artmis miR-1825 ifadesinin FaDu, SCC-9, Hep-2 ve HGF-1 hiicrelerinin kiirecik
olusturma potansiyelini artirdig1 gosterildi (Sekil 4.14).
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Sekil 4.14.MiR-1825 mimik ile transfekte edilmis hiicrelerde kiirecik olusturma
potansiyeli degisimi.

MiR-1825 inhibisyonunun ise Hep-2, FaDu ve SCC-9 hiicrelerinde kok hiicre
potansiyelini azalttig1 ortaya konuldu (Sekil 4.15).
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Sekil 4.15.MiR-1825 inhibitor ile transfekte edilmis hicrelerde kiirecik olusturma
potansiyeli degisimi.

MiR-1825’in kok hiicre karakteristigi iizerindeki etkisi ayrica tek hiicre koloni
testi ile de degerlendirildi. Artmug miR-1825 ifadesinin FaDu, SCC-9 ve Hep-2
hiicrelerinde hem daha fazla koloni olusumuna hem de kok hiicrelerce zengin
holoklonlarin toplam popiilasyondaki oraninin meroklon ve ozellikle farklilagsmis
hiicrelerce zengin paraklonlara gore artmasina yol agarak hicrelerin kok hiicre

potansiyelini artirdig1 ortaya konuldu (Sekil 4.16).
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Sekil 4.16. MiR-1825 mimik ile transfekte edilmis hiicrelerde koloni olusturma
potansiyeli degisimi.
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MiR-1825 inhibisyonunun ise FaDu, SCC-9 ve Hep-2 hiicrelerinde holoklonlarin
oraninin diismesi ve meroklon ve paraklon oraninin artmasina yol agarak miR-1825’in

hticrelerin kok hiicre potansiyelini azaltici etkisini teyit etti (Sekil 4.17).
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Sekil 4.17.MiR-1825 inhibitor ile transfekte edilmis hiicrelerde koloni olusturma
potansiyeli degisimi.

MiR-1825’in BBSHK hiicrelerinin kok hiicre karakteristigi iizerindeki etkisi
onermli bir kok hiicre isaretgisi olan ALDH aktivitesinin degerlendirilmesi ile de
incelendi. Artmis miR-1825 ifadesinin FaDu, SCC-9, Hep-2 ve HGF-1 hiicrelerinde
ALDH aktivitesinin anlamli derecede artmasina yol a¢tig1 gosterildi (Sekil 4.18).
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Sekil 4.18. MiR-1825 mimik ile transfekte edilmis hiicrelerde ALDH aktivitesi

Azalan miR-1825 ifadesinin ise FaDu, SCC-9 ve Hep-2 hiicrelerinde ALDH
aktivitesinin baskilanmasina sebep oldugu tespit edildi (Sekil 4.19).
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Sekil 4.19. MiR-1825 inhibitor ile transfekte edilmis hiicrelerde ALDH aktivitesi

Sonrasinda miR-1825’in EMG ve kok hiicre karakteristigi ile iliskili genlerin ifade
seviyeleri lizerindeki etkileri qRT-PCR ile degerlendirildi. Artmis miR-1825 ifadesinin
FaDu, SCC-9, Hep-2 ve HGF-1 hiicrelerinde epitelyal isaretgi E-cadherin’in ifadesinin
azalmasina ve mezenkimal karakterle ilgili EMG genleri ile kok hiicre isaret¢isi genlerin

ifadelerinin artmasina yol agtig1 gosterildi (Sekil 4.20).
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Sekil 4.20. MiR-1825 mimik ile transfekte edilmis hiicrelerde

isaretcilerinin ifadeleri.

EMT ve kok hiicre

MiR-1825 ifadesinin inhibisyonunun ise FaDu, SCC-9 ve Hep-2 hiicrelerinde

epitelyal isaret¢i E-cadherin’in ifadesinin artmasina ve mezenkimal karakterle ilgili EMG

genleri ile kok hiicre isaret¢isi genlerin ifadelerinin azalmasina sebep oldugu gosterildi

(Sekil 4.21),
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Sekil 4.21. MiR-1825 inhibitér ile transfekte edilmis hiicrelerde EMT ve kok hiicre
isaretcilerinin ifadeleri.

4.4. MiR-1825’in BBSHK Hiicrelerinde Artmms ifadesi in vivo Tiimér Gelisimi ile
Mliskilidir

In vivo modeller karsinogenez siireclerinin molekiiler agidan daha iyi anlagilmasi
ve yeni tedavi yaklagimlarinin gelistirilebilmesi i¢in yaygin olarak kullanilmaktadir. Bu
dogrultuda, insan kanser hiicrelerinin immiin sistemi bastirilmig NUDE farelerde sirt
bolgesinden subkiitan enjeksiyonu ile olusturulan ksenograft modellerin kullanimi1 kanser
caligmalarinda siklikla tercih edilmektedir. Bu modeller teknik a¢idan insan tiimorlerinin
In vivo ortamin1 yansitabilmekte ve hizli timdr gelisimine imkan sunarak hizli bir sekilde
sonu¢ alimmasii saglamaktadir. Bu yoniiyle, subkiitan yolla olusturulan ksenograft
model timoér olusum potansiyelinin belirlenmesi ve meydana gelen histolojik ve

molekiiler degisikliklerin incelenmesi agisindan ideal bir modeldir.
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Bu dogrultuda BBSHK hiicrelerinde miR-1825'in in vivo onkojenik potansiyelini

aragtirmak igin oncelikle miR-1825’1 stabil olarak yiiksek diizeyde ifade eden FaDu ve

Hep-2 hiicreleri olusturuldu ve bu hiicrelerde artan miR-1825 ifadesi qRT-PCR
kullanilarak dogruland: (Sekil 4.22).
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Sekil 4.22. Hep-2 ve FaDu hiicrelerinde stabil olarak yiiksek diizeyde ifade edilen miR-
1825’1n ifade diizeyi.

Stabil transfeksiyon yapilarak artmig miR-1825 ifadesinin BBSHK hiicre

canliligini artirdigr gosterilmistir. MiR-1825’1 stabil olarak yiiksek diizeyde ifade eden

FaDu ve SCC-9 hiicrelerinde de kontrol hiicrelerine kiyasla 24 ve 48 saatlik siire sonunda

hiicre canliligint anlamli olarak artirdig1 dogruland: (Sekil 4.23).
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Sekil 4.23. MiR-1825"1 stabil olarak yiiksek diizeyde ifade eden Hep-2 ve FaDu
hiicrelerinde zamana bagli artmis canlilik seviyesi.
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Daha sonra, FaDu ve Hep-2 hiicrelerinde miR-1825’in artan ifadesinin timor
olusumu tizerine etkilerini arastirmak icin timisii olamayan ¢iplak nu/nu NUDE fare in
vivo kanser modeli kullanildi. MiR-1825’1 stabil olarak yiiksek diizeyde ifade eden Hep-
2 ve FaDu hiicreleri NUDE farelere iki tarafli olarak deri altindan enjekte edildi.
Hiicrelerin enjeksiyonundan sonra 1 ay boyunca sakrifikasyona kadar haftada iki kez
farelerin viicut agirliklar1 6lgiildii ve hem kontrol hem de miR-1825’in overeksprese
edildigi farelerin viicut agirliklariin gruplarda anlamli sekilde degismedigi gézlendi
(Sekil 4.24).
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Sekil 4.24. Deney siiresince farelerin viicut agirliklarindaki degisim

1 ay sonunda fareler servikal dislokasyon ile sakrifiye edildi ve mevcut timarler
ve olasi metastazlari incelemek adina akcigerler ¢ikartildi. Tamor 6rneklerindeki farkls
miR-1825 ifadesi qRT-PCR ile incelendi. MiR-1825’1 yiiksek diizeyde ifade eden
hiicrelerin olusturdugu tiimorlerde kontrol grubuna kiyasla miR-1825 seviyesi anlamli
derecede daha yiiksek olarak teyit edildi (Sekil 4.25).
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Sekil 4.25. Deney sonrasi farelerin deri altinda olusan tiimorlerde miR-1825 seviyesi

Deney siiresince haftada iki kere olgiilen timor hacim bilgileri kullanilarak
olusturulan grafikler miR-1825’1 yiiksek diizeyde ifade eden hiicrelerin kontrol grubu

hiicrelere kiyasla daha biiyiik timdrler olusturdugu gosterildi (Sekil 4.26).
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Sekil 4.26. MiR-1825’1 yiiksek diizeyde ifade eden hiicreler ile kontrol grubu hiicrelerin
olusturdugu tiimdr hacimlerinin zamana bagli grafigi.

Sakrifikasyon sonrasinda ¢ikartilan timorlerin agirliklar 6l¢iildiigiinde de miR-
1825’1 yiiksek diizeyde ifade eden hiicrelerin olusturdugu timér agirliklariin kontrol
grubuna gore anlamli oranda daha yiiksek oldugu gosterildi (Sekil 4.27).
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Sekil 4.27. MiR-1825’1 yiiksek diizeyde ifade eden hiicreler ile kontrol grubu hiicrelerin
olusturdugu tiimdr agirliklars.

Sakrifikasyondan sonra elde edilen tiimor orneklerinin bir kismi formaldehit
icerisinde fikse edilip parafin igerisine gomiilerek 6rneklerden kesitler alindi. Degisen
mMiR-1825’in  hiicre  ¢ogalmast  lizerindeki  etkilerini  degerlendirmek  igin
limmiinohistokimyasal olarak Ki-67 boyamasi yapildi. Ki-67 agisindan gruplar arasinda
anlaml bir farklilik gozlemlenmedi (Sekil 4.28).
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Sekil 4.28. Farelerin deri altinda olusan tiimérlerin histopatolojik incelemesi sonucu elde
edilen Ki-67 ve H&E goriintiileri.

MiR-1825’in yiiksek diizeyde ifade edildigi gruplarda gelisebilecek olasi
metastazlar1 incelemek adia, bas ve boyun kanserlerinin yaygin uzak metastaz

bolgelerinden birisi olan akcigerlerdeki metastatik lezyonlarin varligit H&E boyamalari
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yapilarak incelendi fakat her iki grupta da metastatik lezyonlar gézlemlenmedi (Sekil
4.29).

Kontrol

miR-1825

Sekil 4.29. Farelerin  akcigerlerinde  gelisebilecek uzak metastaz  bolgelerinin
histopatolojik incelemesi sonucu elde edilen H&E goriintiileri.

4.5. FREM1, MiR-1825'in Dogrudan Hedefidir

MiR-1825'in BBSHK hiicreleri iizerindeki onkogenik fonksiyonel etkilerini
molekiiler diizeyde daha fazla arastirmak i¢in miR-1825’in olas1 hedef genleri arastirildi.
Bu dogrultuda 6ncelikle mimik miR-1825, miR-1825 inhibitorii ya da kontrol mikroRNA
ile transfekte edilen Hep-2 hiicrelerindeki gen ifade profilindeki degisimlerin

belirlenmesi igin gen ifade mikrodizin ¢alismasi yapildi.

Mikrodizin analizi sonucunda ifade seviyeleri degismis olarak bulunan toplamda
2.281 gen arasindan inhibitdr grubunda ifadesi degisen 718, mimik grubunda ifadesi
degisen 1593 tane gen tespit edildi. Hem inhibitor kontrol/inhibitor hem de mimik
kontrol/mimik grubunda en az 1,5 katlik degisim gosteren total 1472 gen tespit edildi.
Inhibitor grubunda yukar1 regiile edilen ve mimik grubunda asag: regiile edilen 63 gen
(p<0.05, limma), miR-1825 igin olas1 hedefler olarak degerlendirildi. Ancak, in siliko
araglarmin kullanilmasi ile bu 63 genin higbirisinin potansiyel bir miR-1825 hedefi
olmadi belirlendi (Sekil 4.30).
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Sekil 4.30. MiR-1825 mimik ve inhibitor ile transfekte edilmis Hep-2 hiicrelerinde
anlamli olarak degisim gosteren genlerin profilinin 1s1 haritas1 gosterimi (IK-
Inhibitdér Kontrol, I-inhibitdr, MK-Mimik Kontrol, M-Mimik).

Bu sebeple miR-1825 i¢gin aday hedef segmek adina mimik miR-1825 grubunda
ifade seviyesi kontrole gore anlamli derecede azalan ve in siliko araglar tarafindan olasi
miR-1825 hedefi olarak tahmin edilen 7 adet gen (CDHR1, FAM107, FREM-1, ISPD,
STK, KCNMA, OVOLZ2) validasyon ¢alismalar1 igin se¢ildi. Bu genler igin ilk validasyon
calismasi olarak miR-1825 mimik, miR-1825 inhibitorii ya da kontrol mikroRNA ile
transfekte edilmis FaDu, SCC-9 ve Hep-2 hiicrelerinde gRT-PCR ile ifade analizi yapildi.
Her {i¢ hiicre hattinda da mimik miR-1825 transfeksiyonu sonrasinda bu aday hedef

genlerin ifadelerinin azaldigi gosterildi (Sekil 4.31).
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Sekil 4.31. MiR-1825 mimik ile transfekte edilmis hiicrelerde hedef genlerin ifade
seviyeleri.

MiR-1825 inhibitor ile transfekte edilen FaDu, SCC-9 ve Hep-2 hiicrelerinde ise
hedef genlerin ifadelerindeki artig genel olarak dogrulandi (Sekil 4.32).
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Sekil 4.32. MiR-1825 inhibitor ile transfekte edilmis hiicrelerde hedef genlerin ifade
seviyeleri.

Diger yandan bu aday hedef genlerden her 3 hiicre hattinda da ifadesi tutarli olarak
degisim gosteren ayrica literatiir taramasi ve bioinformatik veri tabanlarinda yapilan
degerlendirmeler sonucunda bas ve boyun kanserlerinde tiimér siipresor potansiyeli olan
en giiglii aday genin FREM1 oldugu belirlendi. Bu sebeple sonraki ¢alismalara FREM1
ile devam edilmesine karar verildi. FREM1’in bas ve boyun kanserlerindeki timor
slipresor potansiyelini dogrulamak adina TCGA verisetinde yapilan incelemede BBSHK
hastalarimin tiimor doku orneklerinde FREM1 ifade seviyesinin normal dokulara kiyasla

diisiik oldugu gosterildi (Sekil 4.33).
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Sekil 4.33. Bas ve boyun kanseri 6rneklerinde FREM1 ifade seviyesi

Kaplan Meier Plotter online uygulamasi ile gergeklestirilen sagkalim analizinde
ise timor dokularinda diisiik FREML1 ifadesi olan hastalarda sagkalimin daha diisiik
oldugu tespit edildi (Sekil 4.34). Bu bulgular FREM1’in BBSHK 6zelinde miR-1825 i¢in

olast giiclii bir hedef oldugunu gosterdi.
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Sekil 4.34. Bas ve boyun kanseri hastalarinda FREM1 ifadesinin sag kalima etkisi

Elde ettigimiz in siliko verileri desteklemek i¢cin HGF-1 normal agiz igi fibroblast
hiicreleri ve Detroit, FaDu, SCC-9, Hep-2 BBSHK hiicrelerinde endojen FREM1 ifadesi
MRNA ve protein diizeyinde incelendi. Bulgularimiz, Hep-2 hiicresi hari¢ kanser
hiicrelerindeki FREM1 ifade seviyesinin, HGF-1 normal ag1z ici fibroblast hiicrelerine

kiyasla anlamli derecede diisiik oldugunu ortaya koydu (Sekil 4.35).
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Sekil 4.35. Transfeksiyon yapilmayan hiicrelerde endojen FREM1’in mRNA ve protein
diizeyinde ifade seviyesi.

Sonrasinda olasi hedef olarak belirlenen FREM1 geninin dogrudan miR-1825’in
hedefi oldugunu teyit etmek igin lusiferaz raportor testi yapildi. Artmig miR-1825
ifadesinin FREM1 3’UTR’sini tasiyan lusiferaz geninin aktivitesini baskiladigi, azalan
miR-1825 ifadesinin lusiferaz aktivitesini artirdigi gosterildi (Sekil 4.36). Ardindan
FREM1’in 3'UTR’sinde tahmini miR-1825 baglanma dizisinde QuikChange 11 XL Site-
Directed Mutagenesis Kit ile mutagenez gergeklestirildi. Dizi analizi ile hedef bolgede
olusturulan mutagenezin basarili sekilde gerceklestirildigi Codoncode Aligner Software
kullanilarak dogrulandiktan sonra tahmini miR-1825 baglanma dizisi degistirilen FREM1
3’UTR’sini tagiyan lusiferaz geninin aktivitesi tizerinde mimik miR-1825 veya inhibitér
mMiR-1825’in etki etmedigi gosterildi (Sekil 4.36). Bu veriler FREM1’in miR-1825’in
direkt bir hedefi oldugunu dogruladi.
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Sekil 4.36. HEK-293 hiicrelerine miR-1825 ve FREM1 3’UTR plazmidi’nin es zamanli
transfeksiyonu sonrasi hiicrelerde lusiferaz aktivite seviyesi.
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Bu bulgularimiza ek olarak, miR-1825 mimik, miR-1825 inhibitorii ya da kontrol
mikroRNA ile transfekte edilen FaDu, SCC-9, Hep-2 ve HGF-1 hiicrelerinde de
FREMZ’in ifade seviyesi protein diizeyinde incelendi. MiR-1825 mimik ile transfekte
edilen hiicrelerde kontrol mimik ile transfekte edilen hiicrelere goére tiimor siipresor
potansiyele sahip FREM 1 ifadesinin anlamli seviyede azaldigi, buna zit olarak hiicrelerin
inhibitor miR-1825 ya da inhibitor kontrol ile transfekte edilmesinin ardindan FREM1

ifadesinin kontrole gore anlamli seviyede arttig1 ortaya konuldu (Sekil 4.37).
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Sekil 4.37. MiR-1825 transfekte edilen hiicrelerde FREM 1 ifadesinin protein diizeyinde
ifade seviyesi.

MiR-1825’in hedefi oldugu dogrulanan FREM1’in insan bas ve boyun kanseri
Ozelinde tiimor siipresor potansiyelini dogrulamak adina immiinohistokimyasal analiz
yapildi. Atatiirk Universitesi Tip Fakiiltesi Kulak-Burun Bogaz Anabilim Dali’nda rutin
patolojik inceleme icin alinan ve Atatiirk Universitesi Tibbi Patoloji Anabilim Dali’nda
histopatolojik incelemesi yapilan ornekler kullanildi. Bulgularimiz, BBSHK tiimor
dokularindaki FREM1 seviyesinin normal dokulara kiyasla anlamli sekilde az oldugunu

ortaya koyarak FREM1’in tiimor siipresor potansiyelini dogruladi (Sekil 4.38).
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Sekil 4.38. BBSHK hasta doku orneklerinde FREM1 ifadesinin temsili goriintiisii ve
farkli FREM1 ifade skoruna sahip hasta sayis1 (x200) (n=21) (Kirmiz1 ok-
normal epitel alan, Beyaz ok-tiimér alani).

4.6. MiR-1825’in Ifadesi Hipoksi Sonucunda Hem Tiimér Hiicrelerinde Hem de

Tiimor Hiicrelerinden Salinan Eksozomlarda Artar

Hipoksi’nin kanser hiicre poptilasyonundaki kanser kok hiicreleri zenginlestirdigi
gercegi goz oniinde bulundurularak BBSHK hiicrelerinin kanser kok hiicre karakteristigi
tizerinde etkisi oldugunu gosterdigimiz miR-1825'in hipoksik stres kosullarina maruz
kalan hiicrelerde ve hipoksi kaynakli tiimdr eksozomlarinda artabilecegi ve buna paralel
olarak timor mikrogevresindeki endotel hiicrelerinin anjiyojenik potansiyellerini

artirabilecegi degerlendirildi.

Bu dogrultuda 6ncelikle BBSHK hiicrelerinde hipoksi modeli olusturmak i¢in
mimetik ajan olarak CoCl» kullanildi. FaDu ve SCC-9 hiicreleri iizerine en az toksisiteye
sahip etkili CoCl2 dozunu bulmak ig¢in, hiicreler 24 ve 48 saat boyunca serumsuz ortamda
artan dozlarda (50-100-150-200-250 uM) CoCl; ile muamele edildi. Sirasiyla FaDu ve
SCC-9 hiicrelerinde 100 uM ve 150 uM CoClz'nin hiicrelerin canlilik seviyesini dnemli
Ol¢giide etkilemedigi gosterildi (Sekil 4.39).

85



4. ARASTIRMA BULGULARI ve TARTISMA

FaDu SCC-9
150 150
— —_ *
=® *
- mm Kontrol - mm Kontrol
2100— ................. . 50 M gmo_ l .50 M
& - . 100 M s * I B 100 M
© 11 w150 M © | * mm 150 .M
_g o 200 pM g 200 pM
I 504 . 250 uM I 50- 250 uM
ks g
% %
24 48 24 48

Sekil 4.39. CoCl; ile muamele edilen FaDu ve SCC-9 hiicrelerinde zamana bagli hiicre
canlilik degisimi.

CoCl; ile muamele edilen hiicrelerde hipoksi olustugunu ve modelin basarisini
dogrulamak i¢in CoCl> ile muamele edilen FaDu ve SCC-9 hiicrelerinde hipoksik
belirteglerin ifadeleri mMRNA (HIF1la, HIF2a ve CA-9) ve protein (HIF1a) seviyesinde
incelendi. Toksik olmayan CoCl dozlar1 ile muamele edilen FaDu ve SCC-9 hiicrelerinde
literatiirle uyumlu olarak kontrol normoksik hiicrelere kiyasla HIFla ve HIF2a
ifadelerinin mRNA diizeyinde azaldig1 ve CA-9 diizeyinin arttig1 bulundu (Koukourakis
et al. 2008; Janaszak-Jasiecka et al. 2016). Diger yandan, hiicreler CoCl ile muamele
edildikten sonra hem FaDu hem de SCC-9 hiicrelerinde HIF 1a protein seviyesi 6nemli
Olglide artis gosterdi (Sekil 4.40). Bu da BBSHK hiicrelerinde CoCl> muamelesinin
hipoksik sartlar1 basarili bir sekilde taklit ettigini gosterdi.
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Sekil 4.40. CoCI2 ile muamele edilen FaDu ve SCC-9 hiicrelerinde hipoksik markerlarin
ifade degisimi (*P < 0,05).
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Kanser hiicrelerinde hipoksi olusturduktan sonra bu hiicrelerdeki miR-1825
seviyesi degerlendirilerek hipoksik kosullarda BBSHK hiicrelerinde miR-1825
seviyesinde 6nemli bir artis oldugu gosterildi (Sekil 4.41).
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Sekil 4.41. Hipoksik kosullara maruz kalan hiicrelerde miR-1825 ifade seviyesi

Hipoksik kosullarda tiimor hiicrelerinden salinan eksozomlarda miR-1825
seviyesini incelemek i¢in 48 saat boyunca normoksik ve hipoksik kosullara maruz kalan
FaDu ve SCC-9 hiicrelerinin bulundugu serumsuz besiyeri ortamindan eksozomlar izole
edildi. Eksozomlarin izolasyonunu dogrulamak adina eksozomlar TEM kullanilarak

gorsellestirildi ve Zetasizer Nano ZSP90 kullanilarak boyut analizi yapildi.

TEM analizi 50 ila 350 nm arasinda degisen tipik yuvarlak mikrovezikiillerin
varligini gostererek eksozomlarin izole edilmis oldugunu dogrulayan ilk kanit oldu. Nano
ZSP90 kullanilarak yapilan boyut analizi ise normoksik ve hipoksik sartlarda toplanan
eksozomlarin benzer bir boyut dagilimi1 ve yogunluguna sahip oldugunu gosterdi (Sekil
4.42).
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Sekil 4.42. Kanser tiirevli hipoksik eksozomlarin karakterizasyonu

Bu bulgulara paralel olarak, izole edilen eksozom lizatlarinda eksozomal yiizey
isaret¢isi CD63'lin varligi western blot analizi ile gosterilerek eksozom izolasyonun

validasyonu tamamland1 (Sekil 4.43).
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Sekil 4.43. Kanser tiirevli hipoksik eksozomlarin membran diizeyinde karakterizasyonu

Daha sonra, hipoksik kosullar altinda kanser tiirevli eksozomlardaki miR-1825
seviyesi incelendi ve hiicrelerdekine benzer sekilde normoksik sartlarda salinan
eksozomlara kiyasla hipoksik eksozomlarca tasinan miR-1825’in daha fazla oldugu tespit
edildi (Sekil 4.44).

88



4. ARASTIRMA BULGULARI ve TARTISMA

FaDu SCC-9

mm  Normoksi = Normoksi
= Hipoksi = Hipoksi

*

w
1
N
|
*

-
]

Rélatif miR-1825 Seviyesi
- N
| |

Rolatif miR-1825 Seviyesi

o
|
o
|

Eksozom Eksozom

Sekil 4.44. Kanser tiirevli hipoksik eksozomlarda endojen miR-1825 ifade seviyesi

Bu bulgular, miR-1825’in kanser mikrogevresinin diizenlenmesinde de rol

alabilecegine dair dnemli kanitlar olarak degerlendirildi.

4.7. MiR-1825 Endotel Hiicrelerinin Anjiyojenik Potansiyelini Artirir

Hipoksik sartlarda mikrogevrede regiile edilen en Onemli hiicresel siirecin
anjiyojenez oldugu gergeginden yola ¢ikarak oncelikle miR-1825’in endotel hiicreleri
tizerinde bir etkisi olup olmadigmi in vitro testlerle degerlendirdik. Bu dogrultuda
oncelikle endotel hiicrelerini miR-1825 ile transfekte edip bu hiicrelerde miR-1825’in
ifadesindeki degisimi QRT-PCR ile dogruladik. MiR-1825 mimik ve inhibitor ile
transfekte edilen HUVEC hiicrelerinde sirasiyla artan ve azalan miR-1825 ifadesi

gosterildi (Sekil 4.45).
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Sekil 4.45. Transfeksiyon sonrast HUVEC’lerde miR-1825 ifade diizeyi

Artan ve azalan miR-1825 ifadesinin hiicre canlilig1 tizerindeki etkisi CVDK-8
kiti kullanilarak incelendi. MiR-1825 mimik ile transfekte edilen HUVEC hiicrelerinde
kontrol hiicrelere gore hiicre canliliginin anlamli olarak arttig1 gosterildi. Bunun aksine
mMiR-1825 inhibitdr ile transfekte edilen hiicrelerde ise hiicre canliliginin anlamli olarak
azaldigi tespit edildi (Sekil 4.46).

200 HUVEC 150 HUVEC
mm Kontrol mm  Kontrol
| m?rgi[(c—)1825 inh-1825

~— * ‘-:’
g 2 100 g -
= c
© ©
O o
o 100 o ad
o ]
3 3
= L 50
© kS
2 %

0- 0-

24 48 24 48

Sekil 4.46. MiR-1825 mimik ve inhibitor ile transfekte edilmis HUVEC’lerde zamana
bagli hiicre canlilik degisimi.

Bunlara ek olarak HUVEC hiicrelerinde artan ve azalan miR-1825 ifadesinin
endotel hiicrelerin go¢ edebilme potansiyeli tizerindeki etkileri incelendi ve artan miR-

1825 ifadesinin kontrol hiicrelerine gore hiicre gociinii anlamli olarak artirdig:
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gosterilirken azalan miR-1825 ifadesinin HUVEC hiicre gog¢iinii anlamli olarak
diistirdiigii tespit edildi (Sekil 4.47).
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Sekil 4.47.

MiR-1825 mimik ve inhibitor ile transfekte edilmis HUVEC’lerde hiicre gocii
degisimi.

Sonrasinda HUVEC hicrelerinde artan ve azalan miR-1825 ifadesinin endotel

hiicrelerin invaze olabilme yetenekleri iizerindeki etkileri incelendi ve artan miR-1825

ifadesinin hiicre invazyonunu artirirken azalan miR-1825 ifadesinin hiicre invazyonunu

anlamli olarak diigiirdiigii tespit edildi (Sekil 4.48).
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Sekil 4.48.

MiR-1825 mimik ve inhibitor ile transfekte edilmis HUVEC’lerde hiicre
invazyonu degisimi.

Daha da 6nemlisi, miR-1825’in artan ve azalan ifadelerinin endotel hiicrelerin

anjiyojenik potansiyeli tizerindeki etkileri tiip olusum analizi ile incelendi ve miR-1825

ifadesindeki artisin endotel hiicrelerin damar olusturma potansiyelini arttirdigi, azalan
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miR-1825 ifadesinin ise endotel hiicrelerde damar olusturma potansiyelini anlamli olarak
azalttig1 ortaya konuldu (Sekil 4.49).

HUVEC HUVEC
700 200
= == Kontrol Kontrol = == Kontrol
= MM i ; X inh-1825
c 600 1825 c
© ©
< <
= 500 =
© ©
K 3
¥ 400 ¥
o o p X
z Z 100 T ADE
g 300 g |nh-mnR-18ﬁ25
[ = [ = o S & 5
8 8 GO T
T 200 T e
o a il
T 100 = 1*_ e
o) ) 34
o o =
0- 0-

Sekil 4.49. MiR-1825 mimik ve inhibitor ile transfekte edilmis HUVEC lerde tiip olusum
potansiyelinin degisimi.

MiR-1825%in artan ve azalan ifadelerinin endotel hiicrelerin anjiyojenik
potansiyeli iizerindeki etkileri {i¢ boyutlu kiirecik temelli anjiyojenez analizi ile de
incelendi. MiR-1825 ifadesindeki artisin endotel hiicre kiireciklerinin damar olusturma
potansiyelini arttirdig1r gosterilirken azalan miR-1825 ifadesinin endotel hiicre
kiireciklerinde damar olusturma potansiyelini anlamli dl¢lide azalttig1 ortaya ¢ikarildi
(Sekil 4.50). Bu bulgular miR-1825’in HUVEC hiicrelerinin anjiyojenik potansiyelini
degistirebildigini ortaya koymaktadir.
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Sekil 4.50. MiR-1825 mimik ve inhibitor ile transfekte edilmis HUVEC’ lerde anjiyojenez
potansiyelinin degisimi.
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4.8. Kanser Tiirevli Hipoksik Eksozomlar MiR-1825 icerikleri Aracihgiyla

Anjiyojenezi Indiikler

MikroRNA'larin hiicreler arasinda eksozomal kargolar araciligiyla tasindigi
bilinmektedir (Liu et al. 2021). MiR-1825"n tiimér kaynakli eksozomlarda
zenginlestigini ve endotel hiicrelerde anjiyojenez ile iligkili fenotipleri indiikleme
potansiyeline sahip oldugunu tespit ettikten sonra, hipoksi ile indiiklenen tiimor
eksozomlarinin miR-1825 igerikleri araciligiyla anjiyojenezi destekleyip desteklemedigi
incelendi. Hipoksik kosullar altinda FaDu ve SCC-9 hiicreleri tarafindan salgilanan miR-
1825'in eksozomlar araciligi ile HUVEC hiicrelerine tasindigimi dogrulamak ig¢in
oncelikle eksozomlar yesil floresan PKH67 ile etiketlendi ve etiketlenen eksozomlarin
iceriklerinin HUVEC hiicrelerine basarili sekilde tagindigi gosterildi (Sekil 4.51).

Hoechst Merge

Kontrol

Eksozom

Sekil 4.51. PKH67 etiketli eksozomlarin HUVEC lere tasindiginin konfokal goriintiisii

Hipoksik sartlarda tiimor hiicrelerinden salinan eksozomlar ile muamele edilen
endotel hiicrelerinde miR-1825 ifadesinin arttigin1 dogrulamak i¢in, 48 saat boyunca
normoksik ve hipoksik kosullara maruz kalan FaDu ve SCC-9 hiicrelerinden izole edilen
eksozomlar HUVEC’lere uygulandi. Normoksik eksozomlara kiyasla hipoksik tiirevli
eksozom uygulanan endotel hiicrelerde miR-1825 seviyesinin anlamli olarak arttg:
gosterildi (Sekil 4.52).
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Sekil 4.52. HUVEC lere tasinan eksozomal miR-1825in ifade seviyesi

Bunun yani sira, hipoksik tirevli eksozomlarim HUVEC hiicrelerine
uygulanmasinin bir sonucu olarak alici hiicrelerde miR-1825 seviyelerindeki artigtan
dolayt, hipoksik eksozomlarla muamele edilen HUVEC hiicrelerinde kontrollere kiyasla

hiicre canliliginin arttig1 gosterildi (Sekil 4.53).
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Sekil 4.53. Kanser tiirevli eksozomal miR-1825 ile muamele edilen HUVEC lerde hiicre
canlilik seviyesi.

Eksozom uygulamasindan sonra endojen miR-1825 seviyesindeki artis olasiligimn
dislamak icin kanser tiirevli normoksik ve hipoksik eksozomlarla muamele edilmis
HUVEC hiicrelerinde miR-1825in konakg1 geni olan POFUT1'in ifade seviyesi incelendi
ve POFUT1 ifadesinin normoksik veya hipoksik eksozomlar ile muamele edilen hiicre

gruplar arasinda fark olmadigi tespit ortaya konuldu (Sekil 4.54).
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Sekil 4.54. Kanser tiirevli eksozomal miR-1825 ile muamele edilen HUVEC lerde
POFUT1 ifade seviyesi.

Bu bulgularla normoksik ve hipoksik tiirevli eksozom uygulamasindan sonra
HUVEC’lerde miR-1825 seviyesindeki degisikligin, transkripsiyonel aktivitedeki
degisiklikten degil, ektopik miR-1825'in transferinden kaynaklandigi sonucuna varildu.

Ardindan, hipoksik tiirevli timor eksozomlarinca taginan miR-1825’in etkilerinin
inhibitor miR-1825 tarafindan bertaraf edilip edilmedigi degerlendirildi. Bu dogrultuda
HUVEC hiicreleri hipoksik indiiklii tiimor eksozomlari ile muamele ve es zamanli olarak
da inhibitér miR-1825 ile transfekte edildi. HUVEC hiicrelerinde hipoksik tiirevli timor
eksozomlarca artirilan miR-1825 ifadesinin miR-1825 inhbitdrii tarafindan azaltildigi her
2 hiicre hattinda da dogrulandi (Sekil 4.55).
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Sekil 4.55. MiR-1825 inhibitor transfeksiyonuna es zamanli olarak timor tirevli
eksozomlar ile muamele edilen HUVEC lerde miR-1825 ifade seviyesi.
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Bu dogrulama sonrasinda tiimor tiirevli eksozom uygulamasina es zamanli olarak
inhibitér miR-1825’in transfeksiyonunun endotel hiicrelerinin canliligi {izerine etkisi
incelendi. Hipoksik eksozom ile muamele sonrasinda artan hiicre canliliginin inhibitor

miR-1825 transfeksiyonu geri ¢evrildigi gosterildi (Sekil 4.56).
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Sekil 4.56. MiR-1825 inhibitor transfeksiyonuna es zamanli olarak timor tiirevli
eksozomlar ile muamele edilen HUVEC lerde hiicre canlilik seviyesi.

Diger yandan, eksozom uygulamasina es zamanli olarak inhibitér miR-1825"in
transfeksiyonunun hipoksik eksozom ile muamele sonrasinda artan hiicre gogii

potansiyelini geri ¢evirdigi de ortaya konuldu (Sekil 4.57).
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Sekil 4.57. MiR-1825 inhibitér transfeksiyonuna es zamanli olarak timor tirevli
eksozomlar ile muamele edilen HUVEC lerde hiicre gogii degisimi.
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Benzer sekilde, eksozom uygulamasina es zamanli olarak inhibitér miR-1825’in
transfeksiyonunun hipoksik eksozom ile muamele sonrasinda artan hiicre invazyon

potansiyelini geri ¢evirdigi de dogrulandi (Sekil 4.58).
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Sekil 4.58. MiR-1825 inhibitor transfeksiyonuna es zamanli olarak timor tiirevli
eksozomlar ile muamele edilen HUVEC lerde hiicre invazyonu degisimi.

Hipoksi kaynakli tiimor eksozomal miR-1825'in ve es zamanli olarak yapilan
inhibitor miR-1825 transfeksiyonunun endotel hiicrelerinin anjiyojenik 6zelliklerini
etkileyip etkilemedigini belirlemek i¢in tiip olusumu deneyi yapildi. HUVEC hiicrelerinin
hipoksik indiiklii tiimor eksozomlarina maruz kalmas: neticesinde artan anjiyojenik
potansiyellerinin miR-1825’in susturulmasi sonrasinda kaybedildigi gosterildi (Sekil
4.59).
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Sekil 4.59. MiR-1825 inhibitor transfeksiyonuna es zamanli olarak timor tirevli
eksozomlar ile muamele edilen HUVEC hiicrelerinde tip olusum
potansiyelinin degisimi.
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Benzer sekilde, anjiyojenik potansiyeli degerlendirmek i¢in kullanilan bir diger
yontem olan sferoid tabanli 3D anjiyojenez testi de hipoksik indiikli timor
eksozomlarinin miR-1825 igeriginin HUVEC hiicrelerinin anjiyojenik potansiyellerinin

regiile edilmesinde 6nemli oldugunu dogrulad: (Sekil 4.60).
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Sekil 4.60. MiR-1825 inhibitoér transfeksiyonuna es zamanli olarak timor tiirevli
eksozomlar ile muamele edilen HUVEC hiicrelerinde anjiyojenez
potansiyelinin degisimi.

Elde ettigimiz bu bulgular, hipoksik indiikli timor eksozomlarinin énemli bir
mikroRNA tasiyicist oldugunu ve eksozomlarca taginan miR-1825’in endotel hiicrelerin

anjiyojenik potansiyelini degistirdiklerini gostermektedir.

4.9. Hipoksik Indiiklii Tiimér Eksozomlar1 MiR-1825/TSC2/mTOR Yolagi Aracihig

ile HUVEC Hiicrelerinin Anjiyojenez Potansiyelini Artirir

Hipoksik indiikli timor eksozomlarmin HUVEC hiicrelerine uygulanmasi
sonucunda anjiyojenezde meydana gelen degisimin altinda yatan mekanizmay1 daha fazla
incelemek amaciyla, GEO veritabaninda herkese agik olarak bulunan mikrodizin verileri
arastirildi ve GSE12546 veriseti kullanilarak mimik hipoksik kosullara maruz kalan
HUVEC hiicrelerinde farkli sekilde ifade edilen genler (DEG) incelendi. GEOZ2R in siliko
ara¢ ile yapilan analiz sonucunda hipoksik kosullar altinda insan damar endotelyal
hiicrelerinde 597 genin ifadesinin arttig1 ve 1791 genin ifadesinin azaldig: tespit edildi.
Sonrasinda bu DEG’ler arasinda miR-1825’in olas1 hedeflerini bulmak i¢in miRWalk 2.0,
miRanda, RNA22 ve TargetScan in siliko araglart kullanilarak miR-1825 hedefleri
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belirlendi. Ven diagram analizi yapilarak hem hipoksik kosullara maruz kalan HUVEC
hiicrelerinde ifadesi degisen hem de mIiR-1825"in olasi hedef genleri gosterildi.
Anjiyojenik siireglerde rol almasi dolayisiyla TSC2 geni en gii¢lii hedeflerden biri olarak
belirlendi (Chen et al. 2012; Zhai et al. 2012; Gaber et al. 2021) (Sekil 4.61).

GSE12546: norm vs hyp Up Down

-log10(Pvalue)

log2(fold change)

Sekil 4.61. Hipoksik kosullar altinda HUVEC hiicrelerinde ifade seviyesi degisen ve
tahmini miR-1825 hedef genlerinin gosterimi (GSE12546).

In siliko veri tabanlari kullanilarak miR-1825’in hedefi olarak belirlenen
TSC2’nin MiR-1825’in dogrudan hedefi oldugunu dogrulamak igin lusiferaz raportor
testi yapildi. Artmis miR-1825 ifadesinin TSC2 3’UTR’sini tasiyan lusiferaz geninin
aktivitesini baskiladigi, azalan miR-1825 ifadesinin lusiferaz aktivitesini artirdigi
gosterildi (Sekil 4.62). Ardindan TSC2’nin 3'UTR’sinde tahmini miR-1825 baglanma
dizisinde QuikChange 1l XL Site-Directed Mutagenesis Kit ile mutagenez
gerceklestirildi. Dizi analizi ile hedef bdlgede olusturulan mutagenezin basarili sekilde
gerceklestirildigi Codoncode Aligner Software kullanilarak dogrulandiktan sonra tahmini
mMiR-1825 baglanma dizisi degistirilen TSC2 3’UTR’sini tasiyan lusiferaz geninin
aktivitesi lizerinde mimik miR-1825 veya inhibitér miR-1825’1n etki etmedigi gosterildi

(Sekil 4.62). Bu veriler TSC2’nin miR-1825’in direkt bir hedefi oldugu dogruladi.
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Sekil 4.62. HEK-293 hiicrelerine miR-1825 ve TSC2 3’UTR plazmidi’nin es zamanli
transfeksiyonu sonrast hiicrelerde lusiferaz aktivite seviyesi.

TSC2’nin miR-1825’in direkt hedefi oldugu dogrulandiktan sonra, miR-1825
mimik, miR-1825 inhibitér ya da kontrol mikroRNA ile transfekte edilen HUVEC
hiicrelerinde TSC2 seviyesi MRNA ve protein diizeyinde incelendi ve kontrol grubuna
kiyasla miR-1825’in yiiksek diizeyde ifade edildigi grupta TSC2 seviyesinin anlamli
sekilde azaldig1 aksine miR-1825’in inhibe edildigi grupta ise TSC2 seviyesinin anlaml
sekilde arttig1 gosterildi (Sekil 4.63).
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Sekil 4.63. MiR-1825 mimik ve inhibitor ile transfekte edilen HUVEC hiicrelerinde
TSC2 ifade seviyesi.

Diger yandan, HUVEC hiicreleri hipoksik indiiklii tiimor eksozomlar ile muamele
edilerek ve es zamanli olarak miR 1825 inhibit6rii ile transfekte edilerek MRNA ve protein

seviyesinde TSC2 ifadesi degerlendirildi ve hipoksik indiiklii eksozom ile muamele
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edilen hiicrelerde TSC2 seviyesinin azaldigi, hipoksik indiiklii eksozomlara ek olarak

mMiR-1825in inhibe edilmesinin ise TSC2 ifadesini tekrardan arttigi gosterildi (Sekil

4.64).
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Sekil 4.64. MiR-1825 inhibitor transfeksiyonuna es zamanli olarak tiimor tirevli
eksozomlar ile muamele edilen HUVEC hiicrelerinde TSC2 ifade seviyesi.

MiR-1825/TSC2 aksisinin HUVEC hiicrelerinde meydana getirecegi molekiiler
etkileri daha fazla aydinlatmak amaciyla TSC2’nin iliskili oldugu sinyal yolaklari
cBioPortal veritabaninda bulunan PathwayMapper in siliko arac1 kullanilarak incelendi.
TSC2'nin PIBK/AKT/MmTOR sinyal yolag: ile iligkili oldugu ve TSC2’nin en dnemli
hedeflerinden birinin mTOR oldugu belirlendi (Sekil 4.65).
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Sekil 4.65. TSC2'nin PI3K/AKT/mTOR sinyal yolu i¢inde lokalizasyonu (TCGA)
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Anjiyojenezde mTOR aktivasyonunun énemi goz oniine alindiginda, baglangicta
miR-1825 mimik, miR-1825 inhibitér ya da kontrol mikroRNA ile transfekte edilen
HUVEC hiicrelerinde protein diizeyinde aktif mTOR seviyeleri (p-mTOR) wetern blot
ile degerlendirildi ve miR-1825'in asir1 ifade edildigi gruplarda aktif mTOR seviyesinin
anlamli olarak arttigi aksine miR-1825’in inhibe edildigi grupta ise aktif mTOR
seviyesinin anlamli olarak azaldig1 gosterildi (Sekil 4.66).
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Sekil 4.66. MiR-1825 mimik ve inhibitor ile transfekte edilen HUVEC hiicrelerinde
mMTOR ifade seviyesi.

Hipoksik indiiklii kanser hiicre tiirevli eksozom uygulamasinin beklenen sekilde
mMTOR aktivitesini artirdigi, eksozomlara es zamanli inhibitér miR-1825 uygulamasinin

ise MTOR aktivasyonunu tersine cevrildigi gosterildi (Sekil 4.67).
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Sekil 4.67. MiR-1825 inhibitor transfeksiyonuna es zamanli olarak tiimor tiirevli
eksozomlar ile muamele edilen HUVEC hiicrelerinde mTOR ifade seviyesi.
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Elde ettigimiz bu bulgular, hipoksik indiiklii timor eksozomlarinca tagsinan miR-
1825'in HUVEC hiicrelerine aktarilabildigini ve bunun da TSC2/mTOR sinyal yolagin
deregiile ederek anjiyojenezi tesvik ettigini gostermektedir (Sekil 4.68).
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Sekil 4.68. Tiimor kaynakli eksozomal miR-1825'in endotel hiicreler ile etkilesiminin ve
tiimor anjiyogenezi ile baglantili olarak miR-1825/TSC2/mTOR yolaginin
sematik gosterimi.
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Bas ve boyun kanseri, yilda yaklasik 600.000 yeni vaka ile diinya ¢capinda goriilen
en yaygin altinci kanserdir ve bu tiimorlerin %901 mukozal bas ve boyun skuamoz hiicreli
karsinomlardir (BBSHK) (Leemans et al. 2018; Moskovitz et al. 2018; Alsahafi et al.
2019; Johnson et al. 2020). BBSHK ’da son derece yaygin goriilen lenf nodu metastazi ve
lokal niiks, yiiksek 6liim ve diigiik sag kalimin (%40-50) oraninin temel sebebi olarak
belirlenmistir ve bu etmenler erken tanidaki basarisizlik ile birlikte hastalarin tedavi
siirecinin zorlagsmasina ve yasam kalitesinin olumsuz yonde etkilenmesine sebep

olmustur (Magnes et al. 2021; Wang et al. 2021).

BBSHK’nin nedenleri hakkinda yeterli bilgiye sahip olsak da hastaligin teshis ve
tedavisi halen istenilen dlgiide bir basariyla gerceklestirilememektedir. Ozellikle larenks
ve farenks gibi BBSHK’larinin teshis edilmesindeki zorlu siirecler, hastaligi erken teshis
eden yeni yontemlerin gelistirilmesiyle giderilmeye calisilmaktadir. Bu baglamda,
BBSHK igin erken teshis ve tedavi yaklasimlarmin gelistirilmesi ve BBSHK molekiiler
patogenezinin aydinlatilmas: 6nemli birer hedef olarak goriilmektedir. Giiniimiizde
BBSHK iizerine yapilan birgok ¢alismada daha etkili tedavilere yonelik bir kisim erken
tan1 biyo belirteglerinin tanimlanmasi ile yeni tedavi yaklasimlarinin gelistirilmesi
hedeflenmektedir. Bu dogrultuda BBSHK olusumunda mikroRNA’larin rol aldigini
gosteren ¢ok sayida caligma yapilmistir. Klinik 6rneklerde ve BBSHK hiicre hatlarinda
mikroRNA’larin anormal ifade degisimleri ortaya ¢ikarilmistir. Bu degisimlerin BBSHK
patogenezinde 6nemli rollere sahip oldugu ileri siiriilmektedir. Dolayisiyla BBSHK
olusumunun anlasilmasinda mikroRNA’larin rollerinin aydinlatilmasi onemli bir

adimdir.

MikroRNA'lar, genom iizerinde intragenik ve intergenik bdlgelerden transkribe
olmasmma ragmen proteine translasyonu gerceklesmeyen, fonksiyonel RNA
molekiilleridir. MikroRNA’larin ilk kesfedildikleri giinden itibaren normal ve kanserli
hiicre ya da dokudaki rollerini anlamak i¢in arastirmalar yapilmis ve bunun neticesinde

onemli gelismeler kaydedilmistir.
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Yapilan ¢alismalar sonucunda mikroRNA’larin hematopoez, farklilagsma,
¢ogalma, hiicre gog¢ii, anjiyojenez, hiicre sikliisii ve apoptoz (programli hiicre 6liimii) gibi
cok onemli hiicresel olaylarda kritik 6neme sahip oldugu gosterilmistir (Calin et al. 2002;
Lee and Dutta 2009; Leva et al. 2014). MikroRNA’lar kanserin erken tani, tedavi ve
prognozunun belirlenmesinde o6zellikle kanserli dokulardaki ifadelerinin, ifade
paternindeki degisikliklerin ve hedefledikleri mMRNA’larin ortaya g¢ikarilmasi ile ilgili

onemli firsatlar sunacaktir (Kabzinski et al. 2021; Uzuner et al. 2022).

MiR-1825, POFUT1 (Protein O-Fukosiltransferaz 1) geninin 7. ekzonunda yer
alan insan embriyonik kok hiicrelerinde ve uyarilmis pluripotent kok hiicrelerde rekiiren
fonksiyon kazanimi goriilen 20g11.21 kromozomal bélgesinde bulunan onkogenik bir
mikroRNA’dir (Martins-Taylor et al. 2011). 20g11.21 kromozomal bélgesinde meydana
gelen amplifikasyonunun insan embriyonik kok hicrelerinin, koloni olusturabilme
potansiyelini arttirdig1 ve hiicre apoptozunu azalttigi gosterilmistir (Nguyen et al. 2014).
flging bir sekilde, 20q11.21 amplifikasyonu, insan embriyonik kok hiicrelerinde kanserle
ilintili cok sayida genin zenginlesmesine neden olmustur (Werbowetski-Ogilvie et al.
2009; Karatas et al. 2016). Ayrica, CD133+ ve CD133- LSHK &rneklerinin mikroRNA
profil karsilastirmasi yapilmis, miR-1825’in CD133+ larenks kanseri kok hiicrelerinde
onemli ol¢iide artan ifadeye sahip oldugu goterilmistir (Karatas et al. 2016).

MiR-1825’in, kok hiicrelerle iliskili ozelliklerin kazanilmasi ve siirdiiriilmesinde
oldugu kadar timor gelisimi, progresyonu ve metastazinda da rol aldigi one stiriilmiistiir
(Khan et al. 2019). MiR-1825in prostat kanseri dokularinda ifadesinin arttig1 ve prostat
kanseri i¢in bir biyobelirteg olarak islev gorebilecegi gosterilmistir (Guo et al. 2018).
llging bir sekilde bazi glioblastoma hiicrelerinde (U138, 1nz308) miR-1825 ifade
seviyesinin yiiksek oldugu tespit edilmesine ragmen bazi glioblastoma hiicrelerinde
(U251, U373) ve glioblastoma hasta serumlarinda ifade seviyesinin diisiik oldugu rapor
edilmistir (Xing and Zeng 2017; Xi et al. 2021). Hepatoselliiler karsinomlu hastalarin
serumlarinda ise miRNome profilleme ¢aligmasi yapilmistir. Tanimlanan 274 mikroRNA
arasindan miR-1825’in normal serum 6rneklerine kiyasla ifade seviyesinin anlamli olarak

arttig1 tespit edilmistir (Pascut et al. 2019).

105



5. SONUC ve ONERILER

Bu bulgularin yani sira servikal, akciger ve pankreas gibi ¢esitli karsinomlarda
miR-1825 ifade seviyesinin 6nemli derecede arttigi rapor edilmistir (Li et al. 2013; Kang
et al. 2022; Kwon et al. 2022; Hassan et al. 2023).

Su ana kadar yapilan ¢aligmalarla binlerce mikroRNA, bu mikroRNA’larin tiimor
mikrogevre ile iliskisi ve yiizlerce hedeflerinin bulunmasi, hiicre gelisimi, farklilagmasi,
anjiyojenezi, proliferasyonu ve apoptozis yolaklarinda diizenleyici roller istlendikleri
tespit edilmistir. Son zamanlarda BBSHK olusumunda, tiimér mikrogevre ve
mikrogevredeki eksozomlarin tagidiklari kargo igeriklerinin (onkojenik sinyal proteinleri,
ligandlar, enzimler, mMRNA ve mikroRNA) rol aldig1 ortaya ¢ikarilmistir. Eksozomal
kargo biyomolekiillerinden mikroRNA'lar, tiirler arasinda yiiksek diizeyde korunmalari

ve gen ifadesindeki diizenleyici rolleri nedeniyle oldukg¢a dikkat gekicidir.

Eksozomal mikroRNA'larin kesfi ile mikroRNA'larin dogrudan eksozomlar
yoluyla hedef hiicrelere iletilerek mRNA hedeflerinin fonksiyonel modiilasyonuyla
sonuglanabildigi gosterilmistir. Eksozomal mikroRNA’larin, bir kisim sinyal yollarini
aktive ederek anjiyojenez, metastaz, epitel hiicrelerin malignata transformasyonu ve ilag
direnci gibi 6nemli rollere sahip oldugu, yapilan ¢aligmalarla gosterilmistir (Meng et al.
2019). Eksozomlarin kargo igeriklerinin (6zellikle mRNA ve mikroRNA igerigi)
hastaliklarin tanisinda 6nemli bir avantaj saglayacagi diisiiniillmektedir. Eksozomlar,
salgilandiklart hiicrelerin membran ve sitoplazmik o6zelliklerini karakteristik olarak
tasirlar. Eksozomlarin viicuttaki biitiin sivilardan elde edilebilir olmasi, birgok hastalik
igin tan1 asamasini kolaylastirici, belirte¢ eksenli ¢aligmalarin yapilmasina olanak

saglamistir (Kalluri and LeBleu 2020).

Hipoksik kosullarda eksozomal kargo igerikleri 6nemli 6l¢iide degisir ve hipoksik
eksozomlar, yiizeylerinde veya vezikiil i¢cinde tasidiklar1 onkojenik sinyal proteinleri,
ligandlar, enzimler ve mikroRNA’lar yoluyla tiimoér progresyonuna, anjiyojenezine ve
metastazina olanak saglamaktadirlar. Eksozomal mikroRNA’larin meme kanseri ve
kolorektal kanser dahil birgok hipoksik tiimorlerde potansiyel biyobelirteg oldugu ileri
stiriilmiistiir (Qu et al. 2014; Jung et al. 2017; Wang et al. 2017).
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Yumurtalik kanserinde HIF'lerin, miR-21-3p, miR-125b-5p ve miR-181d-5p
dahil olmak {iizere gesitli onkogenik mikroRNA'larca zenginlestirilmis eksozomlarin
salimimini indiikledigi gosterilmistir (Ramteke et al. 2015; Kulkarni et al. 2019; Kumar
and Deep 2020).

Agiz skuamdz hiicreli karsinomda eksozomal mMIRNA-210-3p’nin timor
anjiyojenezi, progresyonu ve timor evresini artirdigi tespit edilmistir (Paskeh et al. 2022).
Ancak 06zellikle BBSHK’da hipoksik indiiklii eksozomal mikroRNA’larin timor
anjiyojenezine etkisini gosteren fonksiyonel g¢alismalar yapilmamistir. Son yillarda
BBSHK ’nin tan1 ve tedavisinde dnemli gelismeler olmasina ragmen hala kanser nedenli
6lumlerin dikkate deger sebeplerinden biridir ve ileri BBSHK vakalarina kars1 yeni tedavi
yaklagimlarmin gelistirilmesi ve ilgili onkogenlerin karakterize edilmesi acil bir

gerekliliktir.

Tim bu bilgiler kapsaminda, bu tez ¢alismasinda miR-1825'in BBSHK
patogenezindeki rollerinin daha kapsamli bir sekilde anlasilmasi, olasi yeni hedef
genlerinin belirlenmesi ve BBSHK hiicrelerinden tiiretilen eksozomal miR-1825’in
hipoksik kosullar altinda anjiyojenez olusumu iizerine etkilerinin fonksiyonel in vitro ve

in vivo testlerle arastirilmas1 amaglanmistir.

Bu dogrultuda yapilan in siliko ¢alismalarla miR-1825’in farkli kanser tiirlerinde
yiiksek ifadeye sahip, kotii prognoz ve diisiik sag kalim ile iligkili oldugu bulunmus ve
miR-1825’in onkogenik potansiyele sahip oldugu ortaya konulmustur. Sonrasinda,
Atatiirk Universitesi T1ibbi Patoloji Anabilim Dali’ndan temin edilen BBSHK hastalarina
ait timor doku orneklerinde miR-1825in ifade diizeyinin normal bas ve boyun doku
orneklerine gore yiiksek oldugu teyit edilerek miR-1825’in 6zellikle bas ve boyun
karsinogenez siirecine katki sagladigina dair énemli 6n bulgular elde edilmis ve bu

bulgular bu tez ¢alismasi i¢in 6nemli bir ¢ikis noktasi olmustur.

Bulgularimizda, BBSHK hiicrelerinde miR-1825 deregiilasyonunun hiicre
canlilig1, gogii, invazyonu, apapotozisi gibi kanser iligkili fenotipler ile hiicrelerin kok
hiicre potansiyelleri iizerine etkileri bir kistm in vitro testlerle incelenerek ortaya

cikartlmistir. Ayrica ektopik miR-1825 asir1 ifadesinin BBSHK hiicrelerinin timor
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olusturma kapasitesini artirict yonde etki ettigi in vivo NUDE fare modelinde

gosterilmistir.

MiR-1825’in ifadesinin ektopik olarak arttirildigi veya azaltildigt BBSHK
hiicrelerinde miR-1825’in potansiyel hedeflerini belirlemek i¢in gen mikroarray analizi
yapilmis ve ifadesi anlamli olarak degisen olasi aday hedef genler tespit edilmistir.
Ardindan gen mikroarray analizi sonucu belirlenen bu 6ncelikli aday genler igin literatiir
taramasi yapilarak biyoinformatik veri tabanlartyla BBSHK’da tiimor baskilayici

potansiyeli olan en giiglii aday gen FREM1 olarak belirlenmistir.

Tarafimizdan yapilan in siliko analizlerin yanisira BBSHK hiicrelerinde ve klinik
orneklerde yapilan bir kisim analizlerle FREM1’in ifade seviyesi endojen olarak
incelenmis kanser hiicrelerinde ve timor dokularinda FREM1 ifadesinin azalmasina
paralel olarak tiimdr baskilayici potansiyele sahip 6nemli bir hedef gen oldugu ortaya
cikartlmistir. Ayrica, miR-1825’in BBSHK hiicrelerinde ekzojen ifadesine bagli olarak
FREM1 ifadesinin de degisiklik gdsterdigi mRNA ve protein diizeyinde gosterilmistir.
Bulgularimizda BBSHK hiicrelerinde miR-1825’in olas1 hedefinin FREM1 oldugu

lusiferaz testi yapilarak teyit edilmistir.

MiR-1825’in BBSHK olusumunda mikrogevre tizerindeki etkilerini ortaya
koymak amaciyla hipoksik kosullara maruz kalan BBSHK hiicrelerinde ve bu kosullarda
salinan eksozomlarda miR-1825 seviyesinin arttig1, hipoksik kosularda salinimi artan
eksozomlarin ve bu eksozomlarca taginan miR-1825’in HUVEC hiicrelerinin anjiyojenik
potansiyelini artirdigi bir kisim in siliko analizlerle ve in vitro calismalarla ortaya
cikarilmigtir. Bu bulgular kanser hiicrelerinin hipoksik kosullara maruz kaldiklarinda
hipoksik stresten kagmak ic¢in hiicre dis1 ortamini yeniden diizenleyerek miR-1825
araciligi ile anjiyojenezin indiiklenmesinde potansiyel bir role sahip oldugunu ortaya
cikarmigtir. Dolayisiyla hipoksik indiiklii tiimor eksozomlarinin 6nemli bir mikroRNA
tastyicisi oldugunu ve eksozomlarca taginan miR-1825’in endotel hiicrelerin anjiyojenik

potansiyelini arttirdigini géstermistir.

Elde ettigimiz biitiin bulgularla, BBSHK gelisiminde miR-1825/FREM1 aksisinin

onemli bir arac1 olarak rol aldig1 ve BBSHK olusumuna bagli olarak meydana gelebilecek
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hipoksik kosullarin eksozomal miR-1825’in TSC2/mTOR aksisini hedefleyerek

anjiyojenez olusumunu uyardigi ortaya ¢ikarilmistir.

Yaptigimiz bu tez ¢alismasi sonucunda tespit edilen agresif BBSHK olusumundan
sorumlu olan mikroRNA ve hedef genlerin mevcut verilere daha net bir kanit olusturmasi
icin BBSHK siirecindeki rolleri ve molekiiler mekanizmalar1 daha fonksiyonel in vitro ve
in vivo tekniklerle aydinlatilmalidir. Ayrica, bulgularimiz BBSHK hastalariin basarili
klinik sonuglara sahip olmasi i¢in yeni ve etkili tam1 ve tedavi stratejilerinin
gelistirilmesinin acil ihtiya¢ oldugunu vurgulamaktadir. Son olarak, bu ¢alismadan elde
edilen veriler BBSHK progresyonunda, gerek hiicre icerisinde bulunan olgun miR-1825
gerekse de mikrogevrede mevcut olan eksozomal miR-1825’in &nemli role sahip
oldugunu gostermis ve bu roliin daha detayli olarak anlasilmasi icin baska projelere

onculik edecek sonuglara ulasiimistir.
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