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Bas ve boyun kanserleri (BBK) en yaygin goriilen altinci malignitedir. Tan1 ve
tedavisinde Onemli ilerlemeler olmasina ragmen, BBK’ler hala kansere bagli énemli 6liim
nedenlerinden biri olarak karsimiza c¢ikmaktadir. Tim diinyada BBK’nin mortalite ve
insidansinin artacagi beklentisi yeni tedavi yaklagimlarinin gerekliligini ortaya ¢ikarmustir. Yeni
tedavi yontemlerinin gelisimini 6n ayak olmak amaciyla da 6nemli biyolojik belirtecler kesfetmek
bir zorunluluk haline gelmistir. Bu tez kapsaminda, miR-200c-3p/miR-363-3p’nin BBK
patogenezindeki in vitro rollerinin daha iyi anlasilmasi, olasi yeni hedef genlerinin belirlenmesi
ve bu hedef gen aracilifiyla kanser olusum ve gelisim siireglerindeki katki mekanizmalarinin
aydmlatilmasi amaglanmistir. Bu dogrultuda, BBK tiimor dokularinda normal doku 6rneklerine
gore miR-200c-3p ifadesinin azaldigi belirlenmesine karsin, miR-363-3p ifadesinin timor
orneklerinde normal doku Orneklerine gore degismedigi tespit edildi. Bu nedenle, sonraki
caligmalarda miR-200c-3p’nin olas1 tlimdr siipresdr potansiyeli arastirildi. MiR-200c-3p’nin
ektopik olarak arttirildigi BBK hiicrelerinde hiicre canliligi, hiicre gé¢ii, hiicre invazyonu ve hiicre
apoptozu gibi kanser iliskili fenotipler lizerindeki etkileri bir takim in vitro testlerle incelenerek
ortaya cikarildi. Ayrica, in siliko analizler yardimiyla aday hedef gen olarak belirlenen
SSFA2’nin, ilk kez bu tez kapsaminda miR-200c-3p’nin dogrudan hedefi oldugu lusiferaz
raportor testi ile dogrulandi. Ek olarak, SSFA2’nin BBK patogenezinde onkogenik potansiyele
sahip oldugu bir takim in vitro testlerle ortaya g¢ikarildi. Ayrica, SSFA2’nin taksol direngli
hiicrelerde agir1 ifade edildigi ve SSFA2 ifade artigina paralel Ca®" salinim kanali olan IP3R1%in
hiicrelerde zamanla azaldigi ve BBK’de taksol direncinin ortaya ¢ikmasina neden oldugu ilk kez
bu tez kapsaminda ortaya konuldu. Elde ettigimiz bu veriler, BBK gelisimi ve taksol direncinin
olusumunda miR-200c-3p/SSFA2/IP3R1 aksisinin rol aldigi ve BBK’lerde taksol direncinin
iistesinden gelmek icin SSFA2’nin terapdtik olarak hedeflenebilecegi ortaya ¢ikarildi.

2023, 110 sayfa

Anahtar Kelimeler: Bas ve Boyun Kanserleri, miR-200¢-3p, miR-363-3p, SSFA2, IP3R1,

Taksol Direnci



ABSTRACT

Ph.D

IDENTIFICATION OF THE ROLES OF miR-363-3p and miR-200c-3p IN
HUMAN HEAD AND NECK SQUAMOUS CELL CARCINOMAS
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Head and neck cancers (HNC) are the sixth most common malignancy. Despite
significant advances in the diagnosis and treatment, HNCs are still one of the major causes of
cancer-related deaths. The expectation that the mortality and incidence of HNC will increase
worldwide has revealed the necessity for development of new treatment approaches. It has
become a necessity to discover important biomarkers in order to advance the development of new
treatment methods. In this thesis, it is aimed to better understand the in vitro roles of miR-200c¢-
3p/miR-363-3p in the pathogenesis of HNC, to identify possible new target genes and to
understand the contribution of this target to the HNC pathogenesis Although miR-200c-3p
expression was found to be decreased in HNC tumor tissues compared to normal tissue samples,
it was determined that miR-363-3p expression did not change in tumor samples compared to
normal tissue samples. Considering these findings, the possible tumor suppressor potential of
miR-200c-3p was investigated in subsequent functional studies. The effects of ectopic
overexpression of miR-200c¢-3p on cancer-related phenotypes of HNC cells, such as cell viability,
cell migration, cell invasion and cell apoptosis were investigated by a number of in vitro tests. In
addition, SSFA2 which was identified as a candidate target gene with the help of in silico
analyzes, was confirmed as a direct target of miR-200c-3p for the first time in this thesis. In
addition, a number of in vitro tests revealed that SSFA2 has oncogenic potential in the
pathogenesis of HNC. In addition, we demonstrated that SSFA2 is overexpressed in taxol resistant
cells and along with downregulation of IP3R1, the Ca2+ release channel. Our findings revealed
that miR-200c-3p/SSFA2/IP3R1 axis may contribute to HNC pathogenesis and development of
taxol resistance and SSFA2 may serve as an important therapeutic target to overcome taxol
resistance in HNCs.
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1.1. Kanserin Tanimi

Kanser, viicuttaki baz1 hiicrelerin kontrolsiiz bir sekilde biiyiiyerek viicudun diger
bolgelerine yayilma gosterdigi; biiyiime Ozellikleri ve biiylime faktorii bagimliliklar
degisen hiicreler ile karakterize proliferatif bir hastaliktir (Sekil 1.1) (Yang et al. 2007).
Tiirk T1ibbi Onkoloji Dernegi’ne gore de kanser, genetik ve cevresel faktorlerin etkileriyle
degisiklige ugramis hiicrelerin kontrolsiiz olarak ¢ogalip boliinmeleri sonucu ortaya ¢ikan

kotii huylu hastaliklar olarak tanimlanmaktadir.

Enfeksiyon Ajanlar:

R0 Ultraviyole 1im &
; AYay radyoaktif madde
Kimyasallar % T
P Y
".‘]

- a8
\ _ '
DNA hasan _f_} Hiicrelerin gogalmast -+ ) ) ‘ ‘) 3
DNA hasar1 olan hiicre —_— —_

Kanser
Sekil. 1.1. Kanser olusum siireci, Anonymous (2000)’den degistirilerek alinmistir

Normal hiicre

Kanser, kademeli olarak gelisen ve biiyiimeyi kontrol etme yetenegini tamamen
yitiren hiicrelerin olusturdugu ¢ok karmasik bir hastalik bozukluklar1 dizisidir (Debela et
al. 2021). Herhangi bir organ veya viicut kisimlarindan kdken alan bu kanser hiicreleri
normal hiicrelerin aksine biiylimeyi durdurma yeteneginden yoksundurlar (Roy and
Saikia 2016). Timor hiicrelerinin ¢ogalma yeteneklerinin arkasinda bircok biyolojik
mekanizma vardir. Normal hiicreler ile tiimor hiicrelerini birbirinden ayiran bu
mekanizmalar ve kanser hiicrelerinin sahip olmasi gereken fenotipik 6zellikler Hanahan

Weinberg tarafindan tanimlanmistir (Sekil 1.2) (Hanahan 2022).
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Bunlar;

1. Hiicre ¢ogalma sinyalinin siirekliligi,

Biiylime baskilayici sinyallerden kagma,

Genomdaki bazi genlerin epigenetik mekanizma ile yeniden programlanmasi,
Immiin sistemden kagis,

Replikasyon kapasitesinin artmasi,

Kanser gelisimini destekleyen inflamasyon,

Tiimor olusumunu destekleyen mikrobiyotanin olusmast,

e A o

Farkli dokulara yayilmayi ve go¢ etmeyi kolaylastiran invazyon ve metastazin
aktivasyonu,

9. Yeni damar olusumunu saglayan anjiyogenezin indiiklenmesi,

10. Tiimdr mikrogevresini destekleyen yaslanmis hiicrelerin artmast,

11. Genomik instabilite ve mutasyonlarin artmasi,

12. Hiicresel dliime kars1 direng gelistirme,

13. Hiicresel enerji metabolizmasinin yeniden programlanmasi,

14. Fenotipik plastisite ve bozulmus farklilagmanin ortaya ¢ikmasi.

lin o
profifferatit sInY Biiyime

iy
prt i hask.layicniaman kagy
ma

Fen D:: \c’\{ng J:Eﬂ i Mutasyonel olmayan epigenetik yeniden
.: programianma
nin & Bafjigiklik sisteminden kagma
' @
~ L ('3
33 "'L 4..;
i @
R.

Sumrsiz replikasyon

-~
Genomik
kararsiziik ve Kanserie;meyl tetikleyen kronik
mutasyonlar yangr
— h&m ﬂ Polimorfik mikrobiyomilar

Metastaz ve invazyonun akfivasyonu

Sekil 1.2. Kanser hiicrelerinin sahip olmasi gereken temel ozellikler (Hanahan
2022)’den degistirilerek alinmustir.
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Kontrolsiiz boliinmenin esas oldugu karsinogenez siirecinde, genetik ve ¢evresel
etmenlerin de dahil oldugu bir¢cok faktdr bu siireci etkilemektedir. Neoplastik
transformasyona yol acan mutasyonlarin hedefi olan temel genetik faktorler proto-
onkogen ve tiimOr baskilayici genlerdir. Proto-onkogenler; hiicre c¢ogalmasi ve
farklilagmasinda rol oynayan proteinleri kodlayan ve hiicrelerin kontrollii bir sekilde
boliinme ve cogalmasindan sorumlu olan gen gruplaridir. Bu genler; nokta mutasyonlari,
gen amplifikasyonlart ve kromozomal translokasyonlar1 igeren cesitli genetik
mekanizmalar tarafindan aktive edilir. Bu genetik mekanizmalar, proto-onkogenlerin
tiimdrijenik fenotipe baskin bir sekilde katkida bulunan onkogenlere doniismesine ve bu
da hiicre ¢ogalmasi iizerindeki kontroliin kaybolmasina yol agar (Sekil 1.3) (Torry and

Cooper 1991).

U— Proto-onkogen

Mutant proto-onkogen

Normal proto-
onkogen

Normal hiicre

&—— Protein b °
o 7 Proteinler

Hiicre fazla miktarda
onkogenik protein iiretir ve
proliferasyon artar

Sekil 1.3. Bir proto-onkogenin onkogene doniisiimii sonucu kanser meydana gelmektedir
Anonymous (2023)’dan degistirilerek alinmistir.

Hiicre de normal
miktarda protein tiretilir

Karsinogenez siirecine katkida bulunan diger bir gen grubu ise timor
baskilayicilardir. Tiimor baskilayict genler, Deoksiriboniikleik Asit (DNA) hasari
onariminda, hiicre béliinmesinin kontroliinde, apoptozun indiiklenmesinde ve metastazin
baskilanmasinda rol almaktadir (Wang et al. 2018b). Hiicresel biiyiimenin negatif
diizenleyicileri olan bu genlerde meydana gelen fonksiyon kaybi1 mutasyonlar1 timor

olusum siirecine katkida bulunur (Sekil 1.4) (Michor et al. 2005).
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UV, kimyasallar -
ve enfelﬂ;non
ajanlar: vb.

Tiimor baskilayic: genler }I"J.t“fft genler Tiimér hiicreleri
(Normal Fonksiyon) (Tiimor baskilayica
genler de fonksiyon

kavybi)
Sekil 1.4. Tiimor baskilayic1 genlerde meydana gelen fonksiyon kaybi mutasyonlari
karsinogenez siirecine katkida bulunmaktadir. Anonymous (2021a)’dan
degistirilerek alinmistir.

Tiim kanserlerin yaklasik %10’unu yalnizca kalitsal faktorler olusturmaktadir.
Bununla birlikte beslenme, sigara kullanimi, alkol tiiketimi, radyasyon ve toksik
maddelere maruziyet gibi gesitli ¢evresel faktorler de bu siireglerde oldukga etkilidir

(Sekil 1.5) (Anand et al. 2008).

Meme Diger
Deri ! %1015

Prostar t Alkol
P
Bibr k and

Obezite

%10-
Koler ktl %1020
Akciger
Enfeksiyon
Ajanlan
Multipl

%15-20

Miyelom

Thitiin
%25-30

Sekil 1.5. Kanserin etiyolojisi (Anand et al. 2008)’den degistirilerek alinmigtir

Yaslanan bir niifus ve karsinojen maddelere giderek artan maruziyet, son 50 yilda
kanser prevalansinin dnemli dlgiide yiikselmesine neden olmustur. Ote yandan, kanser ilk
caglardan giinlimiize kadar insanlar i¢in korkutucu bir hastalik olmustur. Kanser hakkinda
tarihte yer alan ve insan kanserinin bilinen en eski tanimlari, 19. yiizyilda kesfedilen antik

misir el yazmalaridir. Meme kanserine ilk referans olarak kabul edilen bu yazitlarda


https://www.ascienceshow.com/citations/episode-105)’den
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meme kanseri tanimlanmig ve tiimoriin memeye yayilmasi: durumunda higbir tedavinin
basarili olmadigindan bahsedilmistir (Faguet 2015). Glinlimiizde yapilan bir¢ok
caligmada daha etkili tedavilere yonelik bir kisim erken tani biyobelirteclerinin

tanimlanmasi ile yeni tedavi yaklasimlariin gelistirilmesi hedeflenmektedir.

Kanser terimi ise ilk olarak Yunan tip doktoru Hipokrat (M.0O 460-377) tarafindan
kullanilmistir. Bu dénemde viicut yiizeyinde ortaya g¢ikan, biiyliyen ve organizmada
tyilesme gostermeyen farkli bicimdeki sisliklere sekil olarak yengece benzetildiginden
Yunanca’da yenge¢ anlamina gelen ‘‘carcinoma’’ terimi kullanilmistir (Sigerist 1932).
Yunanl bir doktor olan Galen ise, MS 2. yy. da tiim tiimorleri karakterize etmek adina
Yunanca da sislik anlamina gelen ‘‘oncos’ kelimesini kullanmig ve Hipokrat’in
“‘carcinoma’’ teriminden ise sadece kotii huylu tiimorleri tanimlamak i¢in yararlanmistir

(Karpozilos and Pavlidis 2004).

Ingiliz cerrah Pervicall Pott 1775 yilinda testis kanserinin baca temizleyicileri
arasinda yaygin bir durum oldugunu kesfetmesiyle, kansere ¢evresel bir etmenin neden
olabilecegini gosteren ilk bilim insani olmayr basarmistir (Ross 1986). 19. yiizyilin
baslarinda mikroskobun kullanilmaya baslanmasiyla, kanser arastirmalar1 ve tiimor
yapilarinin anlasilmasinda énemli Olctlide ilerleme kaydedilmistir. 1831 yilinda ilk kez
Robert Brown tarafindan hiicrede c¢ekirdegin varligindan bahsedilmis, 1838 yilina
gelindiginde ise Theodor Schwann, tiim canlilarin hiicrelerden olustugunu iddia eden
“‘hiicre teorisi’’ni ortaya atmistir (Miiller-Wille 2010). 1877’de Julius Cohnheim,
timorlerin bir organizmanin embriyonik gelisim sirasinda yanlis bolgelere yerlesim
gosteren hiicrelerden kalan ‘‘embriyonik kalintilar’’dan olustugunu One siirmiistiir

(Vinnitsky 2014).
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20. ylizyilin en korkulan hastaliklarindan biri olan kanser, 21. ylizyilda da
stireklilik ve artan goriilme sikligina sahiptir. GLOBOCAN verilerine gore 2020 yilinda
yeni kanser vakasinin 19,3 milyon oldugu ve yaklasik 10 milyon kisinin kanser nedeniyle
hayatin1 kaybettigi bildirilmis ve 2040 yilinda ise bu oranin yaklasik 29 milyona
ulagacagi ileri siiriilmiistiir (Deo et al. 2022). Tiim diinyada oldugu gibi Tiirkiye’de de her
y1l binlerce insana kanser tanis1 konmaktadir. Tiirkiye Istatistik Kurumu (TUIK) 2020
verilerine gore, lilkemizde 233.834 yeni kanser vakasi kaydedilmis ve 126.335 kisi de
kanser nedeni ile hayatin1 kaybettigi bildirilmistir (Sekil 1.6) (Tiirkiye Kanser
Istatistikleri, 2020).

Toplam Niifus
Yeni vaka sayist 233834 233 bin
Kanser nedeni ile 6liim [126335 126 bin
5 yallik sag kalm [5281636 581 bin

Sekil 1.6. Ulkemizde 2020 yilindaki ortaya ¢ikan yeni kanser vakasi ve kansere bagli
yasam kaybi. Anonymous (2021b)’den degistirilerek alinmstir.

Kanser hem diinyada hem de iilkemizde oOnde gelen hastalik ve olim
nedenlerinden biridir. Daha 6nceki yillarda 6liime sebebiyet veren hastaliklar a¢isindan
7., veya 8., sirada yer alan kanser, bugiin Tiirkiye dahil, diinyanin bir¢ok tilkesinde kalp
hastaliklarindan sonra en c¢ok Oliim oranina sahip ikinci hastaliktir (Sekil 1.7)

(Balachandran and Govindarajan 2005).

Kardiyovaskiiler Hastaliklar 18,56 milyon
Kanserler

Solunum Hastaliklan
Sindirim Hastaliklar

Alt Solunum Enfeksiyonlan

Yenidogan hastaliklan

10,08 milyon

3,97 milyon
2,56 milyon

2,49 milyon

1,88 milyon

Bunama 1,62 milyon

Seker Hastahi 1,55 milyon

ishal iligkili Hastalklar 1,53 milyon
Karaciger Hastaliklan 1,47 milyon

Sekil 1.7. Diinya genelinde 2019 yil1 6liim sayilar1 ve sebepleri (ilk 10 hastalik) (Ritchie
2018)’den degistirilerek alinmistir.
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Kanser hem gelismis hem de gelismekte olan iilkelerde ciddi bir halk sagligi
sorunu olarak kabul edilmektedir. Mevcut yiike ek olarak, niifus artisi, yaslanma ve
kanser riskli yasam tarzinin yayginlasmasi, vaka ve 6liim sayilarinda énemli oranda bir
artis1 da beraberinde getirmistir (Torre et al. 2016). Bulasici olmayan hastaliklar grubunda
yer alan kanserin tedavisinde mevcut yontemlerin yetersiz kalmasi ve bu anlamda
kanserle iligkili Oliim oranlarinin artmasi kanserin korkulan bir hastalik olarak
diisiiniilmesine sebep olmakta ve birgok hastada ciddi psikolojik travmalara yol
acmaktadir (Babaoglu 2003). Bu nedenle, kanserle iligkili 6liimlerin azaltilmasi, kanser
hastalarinin yasam kalitelerinin arttirllmast ve kanserin etkili bir sekilde tedavi
edilebilmesi i¢in yeni ¢aligmalarin yapilmas: 6nemli ve gerekli bir adim olarak

diistiniilmektedir.

Her kanser tiirti, farkli molekiiler mekanizmalarla gelisip yayilim gdsterdigi i¢in,
tedaviye yanit verme sekilleri kanserin tiiriine bagli olarak degisim gostermektedir.
Bundan dolay1 giinlimiizde kanser hastalarinin tedavisinde mevcut belirli bir terapotik
yaklagim yoktur (Barlak 2018). Uygulanacak olan tedavi, kanserin tiirline, timoriin
olustugu yere, kacinct evrede olduguna ve hastanin genel saglik durumuna bagl olarak
degisim gostermekle birlikte genelde cerrahi, radyoterapi, kemoterapi, hormonal terapi,
immiinoterapi, gen terapisi ve kisiye Ozgii tedavi yaklasimlari gibi cesitli tedavi
yaklasimlar1 mevcuttur. Bununla beraber kombine tedavi yaklagimlarinin en etkili

terapotik strateji oldugu sdylenebilir (Wang et al. 2018a).



1. GIRIS

1.2. Bas ve Boyun Kanseri

Bas ve boyun kanseri (BBK), 2018’de yaklasik 900.000 yeni vaka ve 450.000
Oliimle tiim diinyada en yaygin goriilen altinc1 malignitedir (Sekil 1.8). Kiiresel kanser
istatistik verilerine gore BBK’ler her yil teshis edilen ortalama 700.000 vaka sayisi ile
yeni tanilanan kanser vakalarinin yaklasik %5’ini olusturmaktadir. GLOBOCAN 2018
verileri baz alindiginda %95’ini skuamdz hiicreli karsinomlarin olusturdugu BBK
insidansinin, 2030 yilina kadar %30 oraninda artarak yilda 1,08 milyon yeni vaka sayisina

ulagmasi beklenmektedir (Kilic et al. 2020).

insidans ASR
100.000 kigide

W z107

W 7.5-10.7
5.1-7.5
3.6-5.1
< 3.6
Uygulanamaz
Data Yok

Sekil 1.8. Diinya genelinde GLOBOCAN 2018 yil1 bas ve boyun kanseri insidans
oranlar1 (Johnson et al. 2020)’den degistirilerek alinmistir.

Erkeklerde kadinlara oranla daha sik goriilme insidansina sahip olan bas ve boyun
kanserleri; agiz ve burun boslugu, orofarenks, larenks, dil, dudak, tiikiiriik bezi ve
hipofarenks dahil cesitli organlarda ortaya ¢ikan karmasik bir hastaliktir (Sekil 1.9)
(Chapman et al. 2015; Hoffken et al. 1978). Bas ve boyun kanserlerinin yaklasik
%72’sinin olusumundaki en onemli risk faktorii tiitlin ve alkol tiiketimidir. Bununla
birlikte, diyet, a1z hijyeni, insan papilloma viriisii (HPV) ve Epstein-Barr viriisii (EBV)
gibi enfeksiydz ajanlar ve kanserojenlere maruziyet de BBK gelistirme riskini

arttirabilmektedir (Shaw and Beasley 2016).
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Sekil 1.9. Bas ve boyun karsinomunun meydana geldigi baslica anatomik bolgeler
yu Y geldig g
(Sabatini and Chiocca 2020)’den degistirilerek alinmistir.

Burun Boslugu

Agiz Boslugu

Dil

Bas ve boyun kanserli hastalarda bes yillik sag kalim orani yaklasik %50°dir.
Ancak, kanser erken evrede tespit edildiginde 5 yillik sag kalim acisindan tedavi etkinligi
oldukga yiiksektir. Buna ragmen, hastanelere bagvuran BBK hastalarinin biiyiik
cogunlugu (yaklasik %60) siklikla lokal lenf diiglimlerini etkileyen ileri evre hastaliga
sahiptir. Ik basvuruda uzak metastaz, hastalarin sadece %10’unda ortaya cikabilen
oldukca nadir bir durumdur (Barlak 2023). TNM evreleme acisindan yapilan
degerlendirmeye gore erken evre tanilanan hastalarda sag kalim oram1 %80’lerdeyken;
uzak metastaz yapan ileri evre hastalarda bu oran %20’lere kadar diisiis gostermektedir

(Tomik et al. 2001).

Bas ve boyun bdlgesindeki tiimor yapilarinin karmasik anatomisi ve hayati agidan
olduk¢a 6nemli fizyolojik rolleri géz oniine alindiginda, tedavinin amaci sadece sag
kalimi iyilestirmek degil, ayn1 zamanda da organ fonksiyonunu korumaktir. BBK
hastalar1 i¢in olagan tedavi yaklagimlari genellikle cerrahi, radyoterapi ve kemoterapidir.
Ancak, uygulanacak tedavi tiimoriin konumuna, tiimor evresine, tiimor bolgesinin cerrahi
miidahaleye uygunluguna, ¢igneme, yutma, nefes alma ve konusma gibi Onemli
fonksiyonlara sahip organlarin korunma istegine gore farklilik géstermektedir. Genellikle
erken evre (I-1T) BBK hastalar1 cerrahi veya radyoterapi yontemi ile tedavi edilirken, ileri
evre (III-IV) hastalarin tedavisinde cerrahi ve radyoterapiye ek olarak kemoterapi de
kullanilmaktadir. Kemoterapinin ileri evre BBK hastalarinin tedavisinde kullanilmasi
hastalarin iyilesmesi bakimindan oldukg¢a 6nemli bir terapdtik stratejidir (Argiris et al.

2008). Ancak, son yillardaki terapdtik ilerlemelerle birlikte erken teshis edilen vakalarda
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tedavide basar1 saglanmasina ragmen niiks ve metastaz BBK tanis1 alan hastalarin diigiik
sag kalim oranlarmin temel iki nedeni olmaya devam etmektedir (Rahman et al. 2019;
Wang et al. 2020; Zhou et al. 2020). Bu nedenle, BBK karsinogenezinin altinda yatan
molekiiler sebeplerin anlasilmasi, erken teshisin gelistirilmesi, prognozun 6n goriilmesi
ve etkili teraportiklerin olusturulmasi i¢in ¢ok onemli bir adimdir. Sonug¢ olarak BBK
hastalar1 ile iligkili yeni biyobelirtecleri tanimlamaya ve hastalarda yeni tedavi

stratejilerin molekiiler mekanizmasini incelemeye acil ihtiyag¢ vardir.

1.2.1. Hipofarenks kanseri

Hipofarenks, orofarenksin altinda ve servikal 6zofagusun kraniyalinde yer alan
farenks bolgesidir. Bu onu larenks ve solunum yolundan ziyade gastrointestinal sistemin
bir parcasi yapar (Silverman et al. 1984). Hipofarenks, orofarenks ve nazofarenks ile
birlikte faringeal mukozal alanin bir kismini olusturmaktadir (Pameijer et al. 1998).
Farenks (yutak), agiz ve burun boslugunun arkasinda yemek borusu ve trakeanin iizerinde
kalan boyun bolgesidir. Insanlarda sindirim sisteminin bir parcas1 olan bu bélge, solunum
sisteminin de 6nemli bir kismin1 olusturmaktadir (Mendenhall et al. 2019). Hipofarenks
kendi igerisinde; ¢ift priform siniisler, postkrikoid alan ve posterior hipofaringeal duvar
seklinde ti¢ farkli anatomik alt bolgeye ayrilmaktadir. Priform siniisler, tiim hipofarenks
kanser vakalarinin %60’ 1ndan fazlasini olusturan en sik tanilanan bolgedir ve postkrikoid
bolge ise vakalarin %5’inden azinin koken aldigy, en az tanilanan hipofarenks bolgesidir
(Hoffman et al. 1997). Hipofarenks kanserlerinin %20’den azin1 en iyi prognoza ve uzun
siireli sagkalima sahip olan faringeal duvar veya piriform siniisiin erken evre tanilanan
lezyonlar1 olusturmaktadir (Ho et al. 1993). Hipofarenks, konum itibariyle larenks
(girtlak) ve servikal yemek borusuna ¢ok yakindir ve bu durumda tedaviye baslamadan

once hastaligin bulundugu bdlgenin dogru bir sekilde belirlenmesini zorunlu kilmaktadir.

Ulusal Kanser Veri Tabani, tiim bas ve boyun kanserlerinin %4 {inlin ve st
solunum-sindirim sistemindeki tiim malignitelerinin ise %7 sinin hipofarengeal
karsinoma sahip kisilerden meydana geldigini bildirmistir (Hoffman et al. 1998; Hoffman
et al. 1997). Hipofarenks kanseri (HFK) olduk¢a nadir goriilen bas ve boyun
kanserlerinden biri olmasina ragmen, bas ve boyun bolgesindeki tiim kanserler arasinda

en yiiksek mortalite oranina sahiptir. Genel olarak, tanisal goriintiileme, radyasyon ve
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kemoterapideki gelismelere ve iyilestirilmis cerrahi tekniklere ragmen HFK’nin 5 yillik
sag kalim orani yaklasik %40’lardadir (Braakhuis et al. 2014). Hastaligin ge¢ evrede
tanilanmasi ve erken evrede timdoriin bir belirti vermemesi sagkalimin diisiik olmasinin
temel nedenleri arasinda gosterilmektedir. Hipofarenks malin tiimorleri kotii prognoza
sahiptir. Bu tiimorler, disfaji, globus hissi ve otalji gibi yavas yavas daha belirgin hale
gelen genel faringeal semptomlarla karakterizedir (Wycliffe et al. 2007). Hipofaringeal
karsinom, klinik olarak tespit edilmesi zor olabilen ve hastaligin boyutunun hafife
alinmasina yol agabilen yiiksek bir submukozal yayilim insidansi gostermektedir. Erken
evrede tanilanmasini saglayacak belirgin semptomlar mevcut olmadigindan, ileri evrede
tanilanan hastalarin yaklasik %60-80’inde servikal metastazlar mevcuttur (Grégoire et al.
2018). Hastalarin yaklasik %75’inden fazlasinda hipofarengeal kanserler ileri evrede (111
ve IV) tamilanmaktadir (Petersen et al. 2018). Biitiin bunlar HFK hastalarmin koti
prognoza sahip olmalarinin en temel nedenleridir. Diger bas ve boyun kanserlerinde
oldugu gibi karmasik bir etiyolojiye sahip olan HFK’nin en 6énemleri nedenleri arasinda;
tiitlin ve alkol kullanimi, yas, cinsiyet, demir ve C vitamini eksikligi ve insan papilloma

viriisii enfeksiyonu yer almaktadir (Wycliffe et al. 2007).

HFK teshisi almis hastalar i¢in uygulanacak olan tedavi yontemleri, kanserin
evresine, hastaligin sebebine ve nerede bulunduguna bagl olarak degismekle beraber
genellikle cerrahi, radyoterapi, kemoterapi ve kombine tedavi gibi tedavi yaklagimlar
mevcuttur. HFK hastalarinin ¢ogu, cerrahi ve radyasyon tedavisini birlestiren tedavi
seceneginden yararlanmaktadir. Radyoterapi tek basina da kullanilabilen bir tedavi
yontemidir. Ancak, T1 veya T2 gibi kiiciik lezyonlar icin fayda sagladig
diistiniilmektedir. Hiperfraksiyone radyasyon tedavisi ise HFK’nin daha fazla bolgesel
kontroliiniin saglanmas1 acisindan standart radyoterapiye gore daha basarili sonuglar
saglamaktadir. Kemoradyoterapi, HFK tedavisinin etkili alternatif bir yontemidir, ancak

organ korumasi gereken durumlarda organin islev bozukluguna neden olabilmektedir.

Kemoradyoterapi ile organ koruma tedavisi giderek daha fazla arastirilmakta ve
hastalarin  yaklasgik %30’unda ciddi derecede yan etkilere neden olabilecegi
diistiniilmektedir (Gourin and Terris 2004). Cerrahi, radyoterapi ve kemoterapideki
gelismelere ragmen, HFK hastalarinin ortalama sag kalim oranlarinda bir degisme

olmamustir (Cho et al. 2017). Ciinkii, bu kanser tiirii uzak bolgelere metastaz yapabilen
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ve hastaligin ilk evrelerinde kuvvetli belirtegleri olmayan daha cok ileri evrelerde tanisi
konulabilen bas ve boyun kanseri tiirlerinden biridir. Dolayisiyla; metastazi 6nlemek ve
hastalarin yasam siirelerini iyilestirmek icin yeni stratejiler ve etkili metotlar gelistirmek
gerekmektedir. Yeni tedavi yontemlerinin gelisimini ilerletmek i¢in de Onemli

biyobelirtegleri kesfetmek bir zorunluluk haline gelmistir.

1.2.2. Dil kanseri

Melanom dis1 deri kanserleri harig, agiz i¢i kanserleri, bas ve boyun bolgesinin en
stk goriilen karsinomlaridir. Skuaméz hiicreli karsinom, bu bolgedeki neoplazmalarin
%90’ 111 olusturmaktadir, geri kalan %10’luk kismint ise tiikiiriik bezi maligniteleri ve
diger yaygin olmayan tiimorler olusturmaktadir (Ettinger et al. 2019). Dil, dudak ve agiz
tabani ile birlikte, agiz boslugu icerisinde en sik tutulum gdsteren alt bolgeleri temsil
etmektedir. Dilin ticte ikisi a1z boslugunun bir parcasi olarak kabul edilirken; ticte birlik

kismu ise dil tabaninin bir alt bolgesi olarak kabul edilmektedir.

Son yillarda agiz i¢i kanserlerinin tan1 ve tedavisindeki mevcut ilerlemelere
ragmen, dil skuamdz hiicre karsinomu olan hastalarin uzun vadede prognozu genellikle
kotiidiir (Aytathh 2017). Dil kanseri hastalarinin ileri evrede tanilanmasi prognozu
etkileyen en 6nemli faktordiir (Vokes et al. 1993; Swango 1996). Bunun yani sira cerrahi
ve radyoterapideki gelismelere ragmen, dil kanseri hastalarinin 5 yillik sag kaliminda son
yillarda 6nemli Olciide ilerleme kaydedilememis ve %50-55 seyrinde kalmistir. Bunun
temel sebepleri arasinda ge¢ tanilanma, bdlgesel invazyon ya da uzak bolgelerde

metastazlarin gelismesi gosterilmektedir (Sano and Myers 2007).

Dil kanseri, asir1 alkol ve tiitiin kullaniminin etkisiyle ortaya ¢ikan ve 60 yas tstii
erkek bireyleri daha ¢ok etkileyen bir malignite olarak degerlendirilmesine ragmen, son
zamanlarda yapilan ¢aligsmalar alkol ve sigaraya maruz kalmayan geng yastaki erkek
hastalarda da insidansinin 6nemli 6l¢iide arttigi kaydedilmistir (Jeon et al. 2017).
GLOBOCAN 2020 verilerine gore yeni tanilanan agiz boslugu kanser vaka sayisi
380.000, kansere bagl 6liim sayisi ise yaklasik 180.000 kisi olarak bildirilmistir (Capik
2023).
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Oldukga agresif 6zellikte bir kanser olan dil skuamoz hiicre karsinomlarinin tedavi
secenekleri, primer tlimoriin boyutuna ve konumuna, lenf diigiimlerinin durumuna, uzak
metastazlarin varhi§ina veya yokluguna, hastanin uygulanacak tedaviyi tolere edebilme
durumuna ve hastanin tercihine gore degiskenlik géstermektedir. DSHK ’lar1 i¢in standart
tedavi yaklagimi genellikle cerrahidir. Ancak, ileri evrede tanilanan ve lenf nod
metastazina sahip hastalar i¢in hastanin yasam kalitesini arttirmak adina ilk hatta
uygulanan tedavi cerrahi yontemleri icermemektedir. Radyoterapi ve kemoterapi tek
basina tedavi secenegi olarak nadiren uygulanan, genellikle birlikte uygulandiginda etkili

olabilen tedavi yontemleridir (Hwa et al. 2015).

DSHK hastalar1 icin standart tedavi yoOntemleri klinikte yaygin olarak
kullanilmasina ragmen, bu hastalarin mortalite ve 5 yillik sag kalim oranlarinda belirgin
bir azalma goriilmemesi, ayn1 zamanda tiim diinyada mortalite ve insidansinin artacagi
beklentisi yeni tedavi yaklasimlarinin gerekliligini ortaya koymaktadir. Yeni tedavi
yontemlerinin gelisimini ilerletmek amaciyla da énemli biyolojik belirtecler kesfetmek

bir zorunluluk haline gelmistir.

1.3. MikroRNA’lar (miRNA’lar)

MikroRNA’lar (miRNA’lar) tek zincirli, yaklagik 17-25 niikleotid uzunlugunda,
endojen olarak sentezlenen ve hedef mRNA’larin hem transkripsiyonel hem de
translasyonel seviyede gen ifadesini diizenleyen kisa RNA molekiilleridir.
Organizmalarin gelisimi i¢in kritik dneme sahip olan ve proteinlere doniismeyen bu RNA
molekiilleri, mRNA’larin 3’untranslated region (UTR) boélgelerini hedefleyerek bu
RNA’larin parcalanmasina, bunun sonucunda da translasyonun durup hedef genlerin
ifadelerinin azalmasina sebep olan siireclerde yer alirlar (Vishnoi and Rani 2017, Lee and
Dutta 2009). Bununla birlikte, mikroRNA’larin anormal ifadesi kanser dahil bir¢ok insan
hastalig ile iliskilidir (O'Brien et al. 2018). Bu nedenle, miRNA’larin diizenlenmesini,
hedeflerini nasil sectiklerini ve nasil sentezlendiklerini (biyogenezi) anlamak oldukca

onemlidir.
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1.4. MikroRNA’larin Kesfi

Insan genom projesinin tamamlanmasi beraberinde bize gen tanimmin genomun
kiigiik bir ylizdesini olusturan (yaklasik %1,5-2) sadece protein kodlayan dizilerle sinirl
olmadigini, herhangi bir protein kodlamadigi halde genomun 6nemli 6lgiide biiyiik bir
boliimiiniin ifadesini diizenleyen ‘‘kodlamayan RNA’’ iireten genlerin var oldugunu

ortaya koymustur.

MikroRNA’larin hikayesi, Victor Ambros ve arkadaslarimin 1993 yilinda
yuvarlak solucanin (Caenorhabditis elegans) gelisim evresindeki kusurlari arastirmak
amaciyla genetik bir tarama yapmasiyla baglamigtir. Ambros, lin-4 geninin herhangi bir
proteini kodlamadigini, bunun yerine lin-14 proteinin ifadesini baskilayan, yaklagik 22
ve 61 nukleotid uzunlugunda kii¢iik bir RNA olusturdugunu ortaya ¢ikarmistir (Tétreault
and De Guire 2013). 2000’li yillara gelindiginde ise Reinhart ve arkadaslar tarafindan
ilk memeli mikroRNA’s1 olan, let-7 adi verilen, canlilarin gelisim basamaklarinin
diizenlenmesinde rol alan ikinci bir mikroRNA tiirii kesfedilmis ve tiirler arasinda bu
mikroRNA’nin korundugu bulunmustur (Reinhart et al. 2000). Bu kesif, beraberinde C.
elegans, sirke sinegi (D. melanogaster) ve insan genomlarinin ¢ok daha fazla sayida

mikroRNA barindirdigini ortaya ¢ikarmistir (Vishnoi and Rani 2017).

MikroRNA’lar, genomun protein kodlayan ekzon veya intron bolgelerinden ya da
proteine doniismeyen 3’ ve 5° UTR bolgelerindeki RNA’lardan iiretilen, ancak proteine
cevrilmeyen fonksiyonel RNA molekiilleridir. Kesfedilmelerinden bu yana
mikroRNA’larin rolleri ve yeni mikroRNA’larin bulunmasi acisindan biiyiik ilerlemeler

kaydedilmistir.

MiRBase sayfasinda, simdiye kadar toplamda 38.589 mikroRNA tanimlanmis, bu
mikroRNA’lardan, hem omurgali hem de omurgasiz hayvanlarda yiiksek oranda
korunmus dizilere sahip 2654 tane olgun mikroRNA’nin (1917 prekiirsor) insana ait

oldugu belirlenmistir (Kozomara et al. 2019).
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1.5. MikroRNA Biyogenezi

MikroRNA biyogenezi, ¢ekirdekte baslayip sitoplazmaya kadar uzanan, ii¢ temel
adimdan olusan bir siiregtir. ilk olarak RNA polimeraz II tarafindan transkribe edilen
mikroRNA’larin; 5’ ucuna sapka (cap), 3’ ucuna poli (A) kuyrugu eklenir ve sonugcta
birka¢ kilobaz uzunlugunda birincil mikroRNA (pri-miRNA) olarak adlandirilan
prekiirsor bir transkript meydana gelir (Lee et al. 2004; Cai et al. 2004). Cekirdekte olusan
bu pri-miRNA’lar karakteristik bir sa¢ tokasi yapisi igerir ve govdelerinde yaklasik 33
baz cifti uzunlugunda kismi olarak baz eslesmesi yapmis bir bolgeye sahiptir (Bartel
2004; Carthew et al. 2009). Daha sonra bu pri-miRNA’lar Ribonukleaz III (RNAse)
enzimi olan DROSHA ve kofaktorii Di George Syndrome Critical Region 8 (DGCRS,
Pasha)’den olusan heterodimer yapidaki mikroislemci kompleks araciligiyla 60-100
niikleotid (nt)’lik sa¢ tokasi yapili prekiirsor mikroRNA (pre-miRNA)’lara doniistiiriiliir.

Prekiirsor hairpinin ¢ekirdekten sitoplazmaya tasinimi ise nuklear tasima
reseptorii Exportin-5 (XPOS5) ve niikleer protein Ran-GTP araciligiyla gerceklesir (Di
Leva et al. 2014; Vishnoi and Rani 2017). Sitoplazmaya tasman pre-mikroRNA’dan
olgun bir mikroRNA’nin meydana gelmesi ise diger bir RNAse III enzimi olan Dicer
tarafindan gergeklestirilir ve sonugta yaklasik 22 nt uzunlugunda ¢ift zincirli RNA olusur
(Hutvagner et al. 2001; Ketting et al. 2001). Olugan miRNA dupleksleri Argonaute (Ago)
proteinleriyle birleserek RNA ile indiiklenmis susturma kompleksini (RISC) meydana
getirirler. Bu arada RNA dubleksinin ¢ift zincirli yapis1 gevseyerek bozulur ve bir ipligi
Ago'da olgun bir mikroRNA (rehber zincir) olarak kalirken diger iplik (antikilavuz veya
yolcu iplik) sitoplazmada pargalanir. RISC kompleksi igerisine dahil olan tek zincirli
olgun mikroRNA’lar, Ago proteinleri araciligiyla hedef mRNA’nin 3’UTR bélgeleri ile
baz eslesmesi yapmasi sonucunda ya hedef mRNA’nin stabilizasyonunu etkiler ya da
translasyonun baskilanmasina neden olurlar (Bartel 2009; Djuranovic et al. 2011) (Sekil

1.10).
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Sekil 1.10. MikroRNA Biyogenezi Anonymous (2008)’dan degistirilerek alinmistir

Insan genomundaki genlerin %60’1ndan fazlasini hedefleyen mikroRNA’larin gen
regiilasyonunda olduk¢a onemli oldugu diisiiniilmektedir (Friedman et al. 2009). Bu
durumda, mikroRNA’lar araciligiyla gerceklestirilen gen regiilasyonunun transkripsiyon
sonrast (post-transkripsiyonel) gen ifadesini diizenleyen mekanizmalar arasinda oldukga

etkili oldugunu gdstermektedir.

1.6. Kanser Gelisiminde mikroRNA’larin Rolii

Karsinogenez; saglikli bir hiicrenin tiimor hiicrelerine doniistiigii ve belirli bir kitle
olusturmak icin c¢ogaldigi heterojenik bir silirectir. Bu temel silirecte en Onemli
mekanizmalar, tiimor hiicrelerinin anormal bir sekilde cogalmasi ve apoptozdan
kagcmasidir. MikroRNA’lar ise hiicrelerin cogalmasi ve apoptoz gibi temel bircok

biyolojik olaylarda kilit rol iistlenmislerdir.

MikroRNA’larin karsinogenez siirecinde 6nemli rol oynadigi ilk kez Calin ve
arkadaslar1 tarafindan 2002°de, B hiicreli kronik lenfositik 16semide (KLL) siklikla
silinen bir bolge olan 13q14.3 kromozomal lokusunda yer alan miR-15a ve miR-16-1"den
olusan bir kiimenin tanimlanmasiyla ortaya ¢ikarilmis ve 13q14 kromozomal bdlgenin
silinmesi de bu iki mikroRNA’nin kaybina yol agmistir (Calin et al. 2002). Bu durumda,
mikroRNA’larin insan kanserinin patogenezinde rol oynayabilecegine dair ilk kaniti

ortaya koymustur. Bu ilk ¢alismadan sonra yapilan bir¢ok calismada da ¢esitli kanser
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hiicre hatlarinda ve klinik timor 6rneklerinde giderek daha fazla sayida mikroRNA’nin

anormal sekilde ifade edildigi gosterilmistir.

Simdiye kadar yapilan ¢aligmalar, mikroRNA’larin insan kanserlerinde kapsamli
bir sekilde deregiile edildigi ve tiimor baslangici, biiylimesi, metastazi ve ilerlemesinde
onemli roller oynadigini gostermistir (Ali Syeda et al. 2020). Biitiin kanserlerin
patofizyolojisini etkiledigi diisiiniilen mikroRNA’larin, olgun veya oncii transkriptlerinin
anormal ekspresyonu, normal dokulara kiyasla birkag farkli timér dokusunda karakterize
edilmistir. Calismalar ayrica belirli tiimdr tipleri ile iligkili olan farkli mikroRNA ifade
profillerinin de oldugunu gostermistir (Ross and Davis 2011). Belirli kanser tiirlerinde
tanimlanan, spesifik mikroRNA’larin anormal seviyelerine ek olarak, mikroRNA’larin
kanser gelisimi ve ilerlemesinde dnemli rolii oldugunu gdsteren biyolojik kanitlar, hayvan
modelleriyle birlikte insan kanser hiicre hatlarinda da deneysel olarak gosterilmistir
(Takamizawa et al. 2004). Ornegin; meme, kolon ve akciger kanserlerinde ifadesi azalan
let-7°nin, Ras ve Myc gibi énemli onkogenlerin ifadesini baskilayan timor siipresor
ozellikte bir mikroRNA oldugu gosterilmistir (Thammaiah and Jayaram 2016; Johnson
et al. 2005; Manier et al. 2017). Nazofaringeal karsinom hastalarinda, miR-331-3p’nin
ifadesinin azaldig1 ve artan ekspresyonunun da apoptozu tetikleyerek hiicre ¢ogalmasini
tamamen baskiladig1 ortaya ¢ikarilmistir (Xuefang et al. 2020). miR-200 ailesine ait,
onemli mikroRNA’lardan biri olan miR-200c-3p’nin ndroblastoma doku ve hiicrelerinde
onemli Olclide asagi regiile oldugu ve artan miR-200c-3p ifadesinin ndroblastoma
hiicrelerinin migrasyon, invazyon ve proliferasyon kapasitelerini FRS2 genini
hedefleyerek inhibe ettigi gosterilmistir (Li et al. 2019). Bu tiimor baskilayict
mikroRNA’larin aksine, bazi mikroRNA’larin da yukar regiile olduklar1 ve onkogenik
fonksiyon gosterdikleri bilinmektedir. MiR-483’lin koleraktal tiimdrlerde normal
gruplara gore ifadesinin arttig1, koleraktal kanserin gelisimi ve niiks etmesiyle ifade
artisinin paralel yonde ilerledigi gosterilmistir (Zhou et al. 2021). Bir baska ¢alismada,
miR-125b’nin ifadesinin baskilanmasinin apoptozu indiikledigi, G1/S fazinda hiicre
dongiisiinii durdurdugu ve akciger kanseri hiicrelerinin invazyon kapasitelerini azalttig1
gosterilmistir (Wang et al. 2015b). MiR-7 gibi bazi spresifik mikroRNA’lar ise hem
onkogenleri hem de tiimdr baskilayici genleri hedefleyerek hem onkogenik (oncomiR)
hem de timor siipresor mikroRNA olarak fonksiyon gosterebilirler (Svoronos et al.

2016).
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Yapilan cesitli calismalar mikroRNA’larin tiimdr olusum siirecinin baslamast,
hiicrelerin cogalmasi, go¢ etmesi ve yeni damarlarin olusmasi gibi karsinogenezin bir¢ok
kritik siirecinde dnemli rol oynadigimi gostermistir (Kong et al. 2012). Cizelge 1-1 ve
Cizelge 1-2’de bas boyun kanserleri ile iliskilendirilmis bazi mikroRNA’lar, hedef

genleri ve rolleri gosterilmistir.

Cizelge 1.1. Bas ve boyun kanseriyle iligkilendirilmis ve yukar1 regiile olan
mikroRNA’lar, hedef genleri ve rolleri.

mikroRNA Hedef Biyolojik ifade Kanser RGEELY

Gen Etki Seviyesi Tiiri

. Timdrgenez (Wang, Wang and Li
MiR-183 MTALl inhibisyonu T Nazofarengeal 2017a)
Radyoterapiye
MiR-503 WEEL1 Hassasiyetin i Laryngeal (Ma et al. 2017)
artmasi
SOX2. Kanﬁer kok
OCT4 hiicre
MiR-145 KLF4 ozelliklerinin 1 Laryngeal (Karatas et al. 2016a)
; ortadan
pBLG2 kalkmasi
Radyoterapiye
MiR-451 RAB14  hassasiyetin T Nazofarengeal (Zhang et al. 2014)
artmasi
OH;S;ZSI Oral skuamoz
MiR-146b ~ HBPI  °°B ’ 1 hiicre (Li et al. 2020)
invazyonun .
karsinomu
artmasi
Sisplatine
MiR-19b KRAS duyarliligin 1 Nazofarengeal (Zhang et al. 2018)
artmast
Timr S
MiR-512-5p biiyiimesinin 1 hiicreli (Lietal. 2015)
hTERT  baskilanmas ueret
karsinom
IRAKI, Tamor
TRAF6 olusumuna
MiR-146a ve neden olan i Oral karsinom (Hung et al. 2013)
NUMB ozelliklerin
artmasi
Hiicre
. SOCS1/  ¢ogalmasi ve
MiR-155 STAT3 invazyon 1 Laryngeal (Zhao et al. 2013)
artmasi
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Cizelge 1.2. Bas ve boyun kanseriyle iliskilendirilmis ve agagi regiile olan mikroRNAlar,
hedef genleri ve rolleri.

mikroRNA

Biyolojik Etki

Kanser
Tiiri

Referans

MiR-188

MiR-27b-5p/
miR-372-5p

MiR-1254

MiR-125b

MiR-129-5p

MiR-5191

MiR-873-5p

MiR-99a

MiR-370

SIX1

MEHP

CD36

PRXL2A

APC

NOTCH2

SECI1A

MTMR3

IRS1

Hiicre ¢ogalmast
ve goclinde artig

Hiicre ¢ogalmasini
uyarir

Hiicre ¢ogalmasi
ve invazyonunda
artig

Kemoterapotik
direng ve oksidatif
stresin artmasi

Apoptozun
artmasi

Migrasyon,
invazyon ve
proliferasyonun
artmasl

Migrasyon,
invazyon ve
proliferasyonun
baskilanmasi ile
apoptozun
tetiklenmesi

Metastazin artmasi

Timor
fenotiplerinin
inhibe olmasi

Oral skuamoz
hiicre
karsinomu

Oral skuamoz
hiicre
karsinomu

Oral skuamoz
hiicre
karsinomu

Oral skuamoz
hiicre
karsinomu

Laryngeal

Tukuruk bezi
adenoid kistik
karsinom

Dil skuamo6z
hiicre
karsinomu

Oral skuamo6z
hiicre
karsinomu

Oral skuamoéz
hiicre
karsinomu

(Wang and
Liu 2016)

(Wang et al.
2019b)

(Chen, Zhang
and Zhang
2019a)

(Chen et al.
2019b)

(Li et al.
2013)

(Lietal.
2022)

(Yao et al.
2022)

(Kuo et al.
2014)

(Chang et al.
2013)

Sonug olarak, mikroRNA'larin malin dokulardaki ekspresyonlarinin, ekspresyon

paternlerindeki degisikliklerinin ve hedef mRNA'larinin belirlenmesinin kanserin erken

teshisi, tedavisi ve prognozunda olduk¢a 6nemli oldugu diisiiniilmektedir.
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1.7. Kanserlesme Siirecinde miR-200c-3p ve Rolleri

Insan genomunun, %60’indan fazlasmi diizenledigi tahmin edilen
MikroRNA’larda meydana gelen diizensizlikler, bas ve boyun kanseri dahil cesitli
karsiogenez siirecinde oldukga etkilidir. Bu mikroRNA’lardan biri de miR-200 ailesidir.
MiR-200 ailesi kanserde en yaygin sekilde ¢alisilan mikroRNA’lar arasindadir.

hsa-miR-200a-3p, hsamiR-200b-3p, hsa-miR-200c-3p, hsa-miR-141-3p ve hsa-
miR-429'u iceren miR-200 ailesi, genellikle tiimor baskilayici fonksiyon gosteren bir
mikroRNA grubudur ve epitel mezenkimal gecisi (EMT’yi) baskilamada oldukga
onemlidir. Bu mikroRNA ailesi kromozomal konumlarina ve cekirdek dizilerine gore
miR-141/200a ve miR-200b/200c/429 seklinde iki alt gruba ayrilmaktadir. Her bir grup,
birbirinden bagimsiz iki farkli polisistronik pri-mikroRNA transkripti seklinde ifade
edilir (Tang et al. 2013). MiR-200b/200¢c/429 grubu 1. kromozomun kisa kolu iizerinde
yer almasina karsin; miR-141/200c grubu da 12. kromozomun kisa kolu {izerindedir
(Saleeb et al. 2019). Bugiine kadar yapilan ¢alismalarda bu mikroRNA ailesinin hiicre
invazyonu, hiicre gogli, hiicre proliferasyonu ve ilag direnci ile iligkili farkli kanser
tirlerinde 6nemli rol oynayabildigi bildirilmistir (Valladares-Ayerbes et al. 2012).
Ayrica, cesitli ifade profil caligmalari, farklilagsmis epitel dokularinin miR-200 ailesi
bakimindan zenginlestigini gostermistir. Bu nedenle, miR-200 ailesi {iyelerinin kanser
hiicresi epitel fenotipinin giiclii bir belirteci ve temel diizenleyici faktorii oldugu one
stirilmiistiir (Valladares-Ayerbes et al. 2012). Metastazin 6nemli bir adim1 olan EMT
siirecinde miR-200 ailesinin liyelerinde meydana gelen ifade kaybinin, E-kaderinin
baskilanmasina ve buna paralel, hiicre go¢ii ve hiicre invazyonun artmasina ve dolayisiyla

da kanser progresyonuna katkida bulundugu ifade edilmistir (Korpal et al. 2008).

MiR-200 ailesinin 6nemli bir {iyesi olan miR-200c-3p, farklilasmis epitelyal
dokularda giiclii bir biyobelirte¢ olarak kesfedilen diizenleyici bir faktordiir (Korpal et al.
2008). Danarto et al. (2020) miR-200c-3p’nin metastatik prostat kanseri dokularinda
metastatik olmayan doku orneklerine gore ifadesinin azaldigin1 ve prostat kanseri
hastalar1 igin bir biyobelirteg olarak islev gorebilecegini rapor etmislerdir. ilging bir
sekilde hem bolgesel hemde metastatik meme kanseri tiimor ve serum 6rneklerinde miR-

200c-3p’nin yiiksek diizeyde ifade edildigi gosterilmistir (Navarro-Manzano et al. 2022).
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Karatas et al. (2016b) tarafindan CD133+ ve CD133-larenks skuamdz hiicre
karsinom (LSHK) 6rneklerinin mikroRNA profil karsilagtirmasinin yapildigi bagka bir
calismada miR-200c-3p ifadesinin CD 133+ larenks kanser kok hiicrelerinde kayda deger
bir oranda azaldig1 ortaya c¢ikarilmistir. MiR-200c-3p’nin kok hiicrelerle iliskili
Ozelliklerin kazanilmasi ve siirdiiriilmesinin yani sira, kemoterapi direnci, timdr gelisimi
ve metastazinda da rol oynadigi bilinmektedir (Wang et al. 2010). MiR-200c-3p’nin
azalan ifadesi prostat kanseri dokularinda gdsterilmis ve prostat kanseri i¢in bir
biyobelirteg olarak iglev gorebilecegi ifade edilmistir (Zhang et al. 2019). Over kanseri
alt gruplarini igeren mikroRNA profilleme ¢alismasinda, farkl sekilde ifade edilen birkag
mikroRNA tanimlanmis ve bu da mikroRNA’larin karsinogenez siirecinde rol
oynayabilecegini diisiindiirmiistiir. Ozellikle de EMT siirecinde etkili olan miR-200c
ailesinden miR-200c-3p’nin yiiksek diizeyde ifade edildigi ve ifadedeki bu artisin da
hastalarin sag kalimu ile iligkili oldugu bildirilmistir (Vilming Elgaaen et al. 2014). Ardila
et al. tarafindan yapilan bir calismada ise kolorektal kanser ve ileri evre adenom
hastalarina ait serum ve doku 6rneklerinde, miR-200c-3p’nin ifadesi degerlendirilmis,
kolorektal kanser hastalarina ait serum 6rneklerinde kontrol grubundaki hastalara oranla
daha yiiksek diizeyde ifade edildigi gosterilmistir. Bununla beraber, adenom hastalarina
ait serum Orneklerinde diger gruplardaki hastalara ait serum drneklerine gore miR-200c-
3p yliksek olmasi kolorektal kanser taramasi ve onlemi i¢in iyi bir aday olabilecegini

ortaya koymustur (Ardila et al. 2019).

Diger mikroRNA’larda oldugu gibi miR-200c-3p de terapotik direncin
olusumunda oldukga etkilidir. Meme kanseri hiicre hatlariyla yapilan bir ¢alismada, miR-
200c-3p’nin MDRI ifadesini baskilayarak hiicrelerin doksorubisine kars1 hassasiyetini
arttirdigr belirtilmistir (Safaei et al. 2022). Ayn1 sekilde, Olaparib diren¢li yumurtalik
kanseri hiicrelerine miR-200c-3p transfeksiyonu sonrasi, miR-200c-3p’nin direngli
hiicrelerde Olaparib’in antikanser etkinligini arttirdig1 gosterilmistir (Anastasiadou et al.
2021). Renal hiicreli karsinom hiicre hatlarinin kullanildig1 baska bir ¢alismada, miR-
200c-3p’nin  SLC6A1 ifadesini baskilayarak invazyon ve migrasyonu engelledigi
belirtilmistir (Maolakuerban et al. 2018).
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1.8. Kanserlesme Siirecinde miR-363-3p ve Rolleri

Insan X kromozomu iizerinde yer alan miR-363-3p, miR-106a-363 kiimesinden
tiiretilen mikroRNA’lardan biridir (Zhou et al. 2022). Daha 6nce yapilan pek cok
calismada farkl1 kanser tiirlerinde ifadesinin bozuldugu bildirilen miR-363-3p’nin, timor
gelisimi ve progresyonunda 6nemli rol oynadigi ifade edilmistir (Ma et al. 2020).
Onkogen ya da tiimoOr baskilayict olarak karakterize edilen mikroRNA’lar, farkli
kanserlerde farkli islevlere sahip olabilirler (Vannini et al. 2018). Bu mikroRNA’lar
arasinda olan miR-363-3p’nin artan ifadesi mide ve glioblastomanin agresifligi ile
paralellik gostermesine karsin; karaciger kanseri (Ying et al. 2017), kolorektal kanser (Hu
et al. 2016), akciger kanseri (Wang et al. 2017b) ve bas ve boyun kanseri (Sun et al. 2013)
gibi birgok tiimér cesidinde ifade diizeyinin azaldigr belirtilmistir. Osteosarkom
vakalarinda miR-363-3p’nin ifade seviyesinin dustiigl, ileri in vitro fonskiyonel
caligmalarda osteosarkom hiicre hatlarinda miR-363-3p’nin ifade diizeyinin
arttirllmasinin SOX4’tin baskilanmasin1 ve malin fenotipin ortadan kalkmasim tesvik

ettigi bildirilmistir (Wang et al. 2019a).

Yapilan c¢alismalarda, cesitli mikroRNA’larin bir¢ok tiimoriin kemoterapi
direncine aracilik edebildigi gosterilmistir. Taksole karsi direngli hale getirilen
yumurtalik kanseri hiicre hatlarinda ve hastalardan elde edilen doku 6rneklerinde miR-
363’tin onemli diizeyde ifadesinin arttigi gosterilmis, artan miR-363’lin yumurtalik
kanseri hiicrelerinin taksole karsi direng mekanizmasimin gelismesini destekledigi ve
yumurtalik kanseri hastalarmin diisiik sag kalimi ile iliskilendirildigi bildirilmistir
(Mohamed et al. 2018). Ilging bir sekilde, kiigiik hiicreli akciger kanseri hiicrelerinde ise
miR-363-3p’nin transfeksiyonu sonrasi hiicrelerin gemsitabine kars1 hassasiyet
gelistirdigi gosterilmis, azalan miR-363-3p ifadesinin gemsitabine kars1 direng

olugmasina katkida bulundugu tespit edilmistir (Bian et al. 2021).

Hiicre hatlarinin kullanildig1 bir diger ¢calismada, miR-363-3p’nin PTEN ve BIM
gibi 6nemli tiimor siipresorlerin ifadesini baskilayarak apoptozu engelledigi ve 16semi
hiicrelerinin biiyiimesini tesvik ettigi belirtilmistir (Drobna et al. 2020). Bunun yan sira,
rolii tam aydinlatilamamis olsa da miR-363-3p’nin glioma kanserlerinde onkomiR olarak

davrandigi, glioma hastalarina ait tiimor dokularinda yiiksek diizeyde ifade edildigi, bu
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nedenle glioma i¢in potansiyel terapotik bir hedef olarak disiiniilebilecegi rapor
edilmistir (Xu et al. 2018). Karaciger kanseri hastalarina ait serum Orneklerinde, miR-
363-3p’nin yiiksek olmasi karaciger kanserinin gelisiminde miR-363-3p’nin 6nemli bir
role sahip olabilecegini ve potansiyel bir biyolojik belirte¢ olarak kullanilabilecegini
gostermistir (Zhang et al. 2016). Bu bulgularin yani sira, CD133+ ve CD133- LSHK
orneklerinin mikroRNA profil karsilastirmas1 yapilmig, miR-363- 3p’nin CD133+
larenks kanseri kok hiicrelerinde 6nemli 6l¢lide azalan ifade profiline sahip oldugu tespit

edilmistir (Karatas et al. 2016).

Bu bilgiler 15181nda, bas ve boyun kanserlerinde miR-363-3p ve miR-200c-3p’nin
tiimor siipresor fonksiyona sahip olduklar1 soylenebilecegi ve miR-363-3p ve miR-200c-
3p’nin bas ve boyun kanserleri i¢in de potansiyel biyobelirte¢ olabilecekleri hipotezi

olusturulmustur.

1.9. Taksol ve Taksole Karsi1 Gelisen Diren¢ Mekanizmalari

Hiicrelerde mikrotiibiillerin f alt linitelerine baglanarak tubulin polimerlesmesini
stabil hale getiren Taksol (Paklitaksel), meme, yumurtalik ve bas ve boyun kanserleri
basta olmak iizere pek ¢ok kanserin tedavisinde kullanilan antineoplastik 6zellikte bir
kemoterapi ajanidir. Hiicre iskeletinin temel bileseni olan bu mikrotiibiiller, tim
okaryotik hiicrelerde korunmus, uzun, ipliksi yapida tiip seklindeki proteinlerdir (Jordan
and Wilson 2004). Antikanser tedavisi i¢in en basarili hedefler arasinda olan dinamik
yapidaki mitotik igcikli mikrotiibiilleri hedefleyen ilaglar, bu dinamik yapinin
bozulmasina, mitozun engellenmesine yol acar. Bunun sonucunda da proliferatif
kapasiteleri baskilanan hiicreler apoptoza yonlendirilir (Yang et al. 2009; Nogales et al.

1995).

Taksol antimitotik etkisini, mitoz boliinmedeki kontrol noktalar1 araciligiyla
gerceklestirir. Boliinmenin, metafaz sathasinda ekvatoral diizlemde yer alan
kromozomlar anafaz safhasina gegisle birbirinden ayrilmaya ve ig ipliklerinin yardimiyla
zit kutuplara ¢ekilmeye baslarlar. Bu noktada, kromozomlarin her birinin hiicreye esit bir
sekilde dagilabilmesi i¢in her kromatit, kinetokor bolgeleri araciligiyla mikrotiibiillere (ig

ipliklerine) baglanir. Bu sirada kinetekorlara ig ipliklerinin baglanma durumu, kontrol
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noktasindaki proteinler tarafindan kontrol edilir ve siki sekilde baglanmamis olan ig
iplikleri, anafaz uyarict kompleksinin inhibisyonunu saglayarak mitoz boliinmeyi
durduran bir sinyal yolaginin aktivasyonuna yol acar ve hiicre dongiisii mitoz boliinmeyi
gerceklestiremez. Taksol ise boliinme asamasinda kinetokorlara gevsek bir sekilde
baglanan ig iplikleri sayesinde mitoz bdliinmenin ger¢eklesememesine neden olur
(Waters et al. 1998; Kops et al. 2005; Lara-Gonzalez et al. 2012). Bas ve boyun
kanserlerinin tedavisinde cerrahi, radyoterapi, kemoterapi ya da kemo-radyoterapi gibi
terapotik yaklagimlar mevcuttur. Ancak, tedavide uygulanacak cerrahi metotlarin
uygulanan organin fonksiyonunu bozdugu da bilinmektedir. Bu nedenle bas ve boyun
kanseri hastalarinin tedavisinde, radyoterapi ve kemoterapi ya da bu ikisinin
kombinasyonunun kullanimina yonelik bir egilim vardir. Kemo-radyoterapi, primer
olarak orofarenks, nazofarenks ve hipofarenks bdlgelerinde gelisen ve ilerleyen
kanserlerde organ fonksiyonunun korunmasina yardimci olmakta ve avantajli bir tedavi
secenegi olarak kabul edilmektedir. Ayrica, kemoterapi ya da kemo-radyoterapi, timoriin
ilerlemesini kontrol altina almak ve ileri evre (III veya IV) bas ve boyun kanserli
hastalarin sag kalim siirelerini uzatmak i¢in de umut verici yontemler olarak
diistiniilmektedir (Kawashita et al. 2020). Ancak, kemoterapi tedavisinde ortaya
cikabilecek olan kemoterapi direnci ise tiimoriin ilerlemesine, niiksetmesine ve hastalarin
uzun vadeli sag kalim oranlarinin diigmesine neden olabilmektedir (Kawashita et al.

2020).

Bas ve boyun kanserli hastalarin tedavisinde taksan grubunu igeren yeni
kemoterapi ajanlarinin gelistirilmesine yonelik yapilan bir caligmada, neoadjuvan
tedavilerin taksanlar1 igermesi, larenksin korunurlugunu arttirmis ve terapiye verilen yanit
oranlarinda gozle goriiliir bir iyilesme saglamistir. Bunun sonucunda, taksan grubunu
iceren neoadjuvan terapi yontemleri, bas ve boyun kanserli hastalarin tedavisinde standart
bir tedavi yontemi olarak kullanilmaya baslanmistir (Salvador-Coloma and Cohen 2016).
Tiim bu bulgularin yani sira, taksan grubu bilesiklerin BBK hastalarinin tedavisinde
kullanim sekline dair net bir prosediiriin bulunmamasi ve uzun siireli kullanimi, bas ve
boyun kanseri hiicrelerinin diren¢ mekanizmasi gelistirmesine yol a¢cmistir. Direng
mekanizmasinin gelisimi ise tiimor hiicrelerinin metastaz yapmasina ve sekonder timor

bolgelerinin ortaya ¢ikmasina neden olmustur (Mody et al. 2016; Woo et al. 2017).
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Kanser kok hiicrelerinin varli§i, apoptozun baskilanmasi, DNA onarim
mekanizmasindaki bozukluklar, artan ila¢ akisi ve epitel mezenkimal gecis dahil
kemoterapotik ajanlara karsi tiimor hiicrelerinin direng gostermesini destekleyen pek cok
sayida mekanizma bulunmaktadir (Bayraktar and Van Roosbroeck 2018; Wang et al.
2015a).

Taksol diren¢ mekanizmalardan en iyi bilineni ve en etkili olan artan ila¢ akisina
neden olan ABC tasiyicilaridir. ABC transporter ailesine dahil olan P-gp’nin bazi kanser
hiicrelerinde yiiksek diizeyde ifade edilmesi taksol gibi kemoterapotik ilaglarin hiicre
yiizeyinde bulunan atim pompasi araciligiyla hiicreden disar1 atilmasina ve hiicre ici
konsantrasyonlarinin azalmasina yol acar (Gottesman and Pastan 1993). Okaryotik
hiicrelerde Sitokrom P450 (CYP) olarak adlandirilan bir grup protein taksol gibi ¢esitli
kemoterapotik ilaglarin metabolize edilmesini saglamaktadir. Kanser hiicrelerinde normal
hiicrelere gore daha yiiksek diizeyde ifade edilebilen bu proteinler, taksoliin hiicre igi
metabolize edilme etkinligini  sinirlandirmasi  sonucu  taksoliin  hiicre  ig¢i
konsantrasyonlarinin azalmasina ve tedavi etkinliginin ortadan kalkmasma yol
acmaktadir. Bunun sonucunda taksoliin tedavi etkinliginin diigmesi tiimdr hiicrelerinin bu

ilaca kars1 direng gelistirilmesi ile iliskilendirilebilir (Jibodh et al. 2013).

Taksol, hiicrenin mitotik faza girmesini engelleyen ve ig ipliklerinin olusumundan
sorumlu olan tiibiilin proteinleri ile mikrotiibiiller arasindaki dengenin degismesine neden
olan anti-mitotik bir ajandir. Okaryotik hiicrelerde tiibiilin proteinlerinin, taksole kars1
baglanma afinitileri degisen cesitli izotipleri bulunmaktadir. Bu izotiplerden herhangi
birinde meydana gelecek olan mutasyonlar, o izotipin hiicrede yiliksek diizeyde ifade
edilmesine, bunun sonucunda da taksole baglanma afinitesinin artmasina yol agar.
Yapilan cesitli ¢aligmalarda tubulin proteinin BIII izoformunun artan ifadesi gesitli
kanserlerde taksole karsi meydana gelen diren¢ mekanizmasi ile iliskilendirilmistir
(Parker et al. 2017). Bir organizmanin dokularin1 yeterince oksijen ile besleyemedigi
durumda ortaya ¢ikan hipokside hiicrelerde cesitli degisiklikler ortaya ¢ikmaktadir. Bu
degisikliklerden birisinde kanser hiicrelerinde anti-apoptotik bir protein olan Bcl-2 ile
hipoksi ile indiiklenen faktor-1 (HIF1- o)’nin artan etkilesimi sonucu pro-apoptotik
mekanizma baskilanir ve apoptotik mekanizmanin ortadan kalkmasina yol acar. Bunlara

ek olarak, artan HIF1-0, EMT ve kanser kok hiicrelerle iliskili proteinlerin ifadesinin

25



1. GIRIS

artmasina neden olur. Dolayisiyla, hiicrelerde azalan taksol aktivitesi taksol ile uyarilan
hiicrenin apoptotik mekanizmalara kars1 bir direng ortaya koymasina yol acar (Sermeus

et al. 2012; Karakashev and Reginato 2015).

1.10. SSFA2 (KRAP; ITPRID2)

KRAP olarak da bilinen SSFA2, KRAS ile indiiklenen aktin etkilesimli bir gendir.
[lk olarak, HCT116 insan kolon kanseri hiicrelerinde KRAS tarafindan up-regiile edilen
genlerden biri olarak tanimlanan KRAP, karaciger, pankreas, kahverengi yag dokusunun
yani sira yetiskin bir farenin nadiren iskelet veya kalp kasinda da ifade edildigi
bilinmektedir (Zhu et al. 2019; Fujimoto et al. 2009). SSFA2, normal kolon epitelinde
nadir olarak ifade edilmesinin yani sira bazi kanser hiicrelerinde deregiile ekspresyona
sahip oldugu gdzlemlenmistir. insanlarda KRAP mRNA seviyesi en giiclii sekilde
pankreas ve testis dokularinda belirlenmesine ragmen, diger organlarda da az da olsa
ifadesinin oldugu gozlemlenmistir (Inokuchi et al. 2004). KRAP, baliktan memeli tiiriine
kadar yapisal olarak korunmus bir gen olmasina ragmen, ekspresyon paterni ve islevi hala
tam olarak aydinlatilamamaistir. Bununla birlikte, KRAP’1n insan ve farede yiiksek dizi
benzerligine sahip olmasi, fizyolojik olarak bu genin olduk¢a 6nemli rollere sahip
olabilecegini diisindiirmektedir (Fujimoto et al. 2007). Son yillarda yapilan ¢ok sayida
aragtirma, SSFA2’nin kanser i¢in potansiyel bir hedef olabilecegini ortaya koymaktadir.
Yapilan bir ¢alismada, SSFA2’nin tercihen karacigere yayilan kiiciik hiicreli akciger
kanseri metastaziyla baglantili oldugu rapor edilmistir (Kakiuchi et al. 2003). Lenfoma
hiicreleri ile yapilan bir ¢alismada, p38 MAPK inhibisyonunun, SSFA2'nin
ekspresyonunu azalttig1 ve kronik lenfositik 16semide proliferatif fenotipi etkileyebilecegi
tespit edilmistir (Lin et al. 2004). Glioma hiicrelerinde ise azalan SSFA2 ifadesi,
hiicrelerin ¢ogalma kapasitesini azaltmis ve IL1A, IL1B and CDK6 ifadelerini
diizenleyerek hiicreleri erken apoptoza tesvik ettigi ortaya ¢ikarilmistir (Zhu et al. 2019).
Tiim bunlara ek olarak mevcut olan diger veriler, SSFA2’nin karsinogenez siirecinde
malignite gelisimi ile dogrudan iligkili oldugunu diisiindiirmektedir (Amatschek et al.
2004; Murillo et al. 2006). KRAP, filamentli aktin (F-aktin) ile iliskili bir sitoplazmik
proteini kodlar ve bu protein, hepatositlerin ve pankreatik acinar hiicrelerin apikal kutbu
cevresinde lokalizedir (Inokuchi et al. 2004; Fujimoto et al. 2007). Yakin zamanda
yapilan bir ¢aligmada KRAP eksikligi olan farelerin belirgin gelisimsel kusurlari

olmamasina ragmen, dogumdan sonra deri alt1 dokusunda yag birikiminin azaldig1 ve
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gelismis glikoz metabolizmasi sergiledigi gosterilmis, bu durum KRAP'n fizyolojik
olarak sistemik enerji homeostazinin diizenlenmesine katildigin1 diistindiirmustiir

(Fujimoto et al. 2009).

KRAP’1n susturuldugu fare modellerinde, farelerin normal bir yasam siiresine
sahip oldugu ve dogurganliginin etkilenmedigi gosterilmistir. Ancak, bu fareler yabanil
tirlere gore siitten kesildikten sonra daha az kilo alim1 ve daha zayif bir goriiniim
sergilemislerdir. Daha da 6nemlisi, KRAP yoksun fareler, yiiksek yagli bir diyet altinda
diyete bagli kilo alimina, yaghh karaciger olusumuna ve insiilin direncine karsi
korunmustur ve bu da KRAP' obezite ve ilgili hastaliklarin 6nlenmesi veya tedavisi igin
potansiyel bir hedef olabilecegini gostermektedir (Fujimoto and Shirasawa 2011).
KRAP’1n metabolizma, hiicre iskeleti ve hiicre go¢iinii diizenlemesindeki fonksiyonunun
daha fazla agiklanmasinin yam sira, KRAP aracili kontrol edilen sinyal yolaklarinin
timor olusum siirecindeki rollerinin daha iyi anlasilmasi karsinogenez siirecindeki
molekiiler mekanizmalar1 daha net sekilde anlamamiza yardimci olacaktir. Bununla
birlikte yapilan literatiir taramasi sonucu, SSFA2’nin bas ve boyun kanserlerinde
malignant fenotipin olusum siireci ile alakali yeterince bilgi olmadigi da ortaya

cikarilmistir.

1.11. TP3R1 Aracih Ca?* Salimm Karsinogenez Siirecinde Olduk¢a Onemlidir

Insan viicudundaki en yaygin ikinci haberci olan hiicre igi kalsiyum iyonlar:
(Ca"), gen ekspresyonu, hiicre dongiisii kontrolii, hiicre hareketliligi, otofaji ve apoptoz
gibi hemen hemen tiim hiicresel yolaklarda etkili bir sinyal molekiiliidiir (Berridge et al.
2000; Schrodl et al. 2009). Bu sinyal molekiilii 6zellikle proliferasyon ve apoptoz
arasindaki dengenin saglanmasi agisindan gereklidir. Hiicre ¢gogalmasi ve hiicre 6liimii
arasinda ortaya ¢ikan dengesizlikler ise kansere neden olan 6nemli bir mekanizmadir

(Schrodl et al. 2009).

Normal Ca?" sinyalinin bozulmas1, malign fenotiplerin gelisimine katkida bulunan
bir stiregtir. Karsinogenez siirecinde, kanser hiicreleri, yliksek oranlarda ¢ogalmak, hiicre
hareketliligini arttirmak, bagisiklik sisteminden kagmak ve yeniden damarlagsmay1

saglayabilmek icin Ca?" sinyallerini yeniden sekillendirmek zorundadirlar. Tiimérijenik
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yolaklarin, Ca*" kanallarini, tastyicilarin veya Ca?’-ATPazlarin degismis ifade seviyesi
veya anormal aktivasyonu ile iligkili olduguna dair artan bir farkindalik vardir (Cui et al.

2017). Bu 6nemli kanallardan biri de inositol 1,4,5- trisfosfat reseptor (IP3R)’leridir.

Inositol 1,4,5-trisfosfat reseptorii (IP3R)’niin dokular arasinda farkli sekilde ifade
edilen ii¢ alt tipi mevcuttur ve her biri Endoplazmik Retikulumun (ER) zarlar1 iizerinde
ozellesmis Ca?* salimim kanali olarak fonksiyon gdstermektedir. IP3R'nin hiicre
icerisindeki uygun lokalizasyonu, fonksiyonu agisindan olduk¢a énem arz etmektedir
(Fujyimoto et al. 2011c).Son zamanlarda yapilan ¢esitli caligmalarla IP3R ’nin 6zellikle tip
I izoformunun (IP3R1) IP3 kaynakli Ca** salimmindan, Ca** salimim kapasitesinden ve
hiicrelerin ¢ogalmasindan birincil derecede sorumlu oldugu gosterilmis (Wang et al.
2001) ve IP3R1 aracili Ca*" artisinin, mitokondriyal apoptozun indiiklenmesi igin de
onemli bir sinyal oldugu bildirilmistir (Assefa et al. 2004). Ayrica, IP3R1 ifadesindeki
degisiklikler tiimdriin biyolojik 6zellikleriyle de iliskilendirilmistir. Mesane kanseri hiicre
hatlarinda, sisplatine karsi diren¢ gelisimi, IP3R1 ifadesinin sisplatin kaynakli asagi
regililasyonu ile iliskilidir. Bu verilerle paralel olarak, IP3R1’in susturuldugu mesane
hiicrelerinde apoptotik mekanizmanin baskilanmasi hiicrelerin sisplatine karsi daha
direngli hale gelmesine neden olmustur (Tsunoda et al. 2005). Jurkat hiicrelerinde de
azalan IP3R1 ifadesi apoptozun 6nemli 6l¢iide inhibisyonuna yol agmistir. Diger taraftan
bu hiicrelerde IP3R1’in asir1 ifadesi, sitozolik Ca®" seviyesinin artmasina ve buna bagl

olarak da apoptozun tetiklenmesine neden olmustur (Jayaraman and Marks 1997).

1.12. SSFA2 ve IP3R Arasindaki Iliski

IP3 reseptorii etkilesimli bolge iceren protein 2 (ITPRID 2) olarak da bilinen
SSFA2, IP3R’nin hiicre i¢i lokalizasyonu ve fonksiyonel aktivitesi agisindan oldukga
onemli bir molekiildiir (Fujimoto et al. 2011b; Fujimoto et al. 2011c). siRNA aracili
KRAP ifadesinin ortadan kaldirilmasiyla hiicrelerde IP3 reseptorii ifadesinin artmasina
ve buna paralel de sitozolik Ca?"konsantrasyonun artmasina neden olmustur. Aksine,
KRAP’in yiiksek diizeyde ifade edildigi hiicrelerde IP3 reseptoriiniin aktivitesini
kaybettigi ve bunun sonucunda da sitozolik Ca*" miktarinda azalmaya neden oldugu
bildirilmistir (Thillaiappan et al. 2021). Bu nedenle KRAP, IP3 reseptorlerinin hiicresel
konumunun belirlenmesinde ve islevsel olmasinda olduk¢a onemlidir ve daha yiiksek

IP3R seviyeleri ise Ca?" sinyallerinin olusumu i¢in oldukca gereklidir (Vorontsova et al.
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2022). Bir baska calismada ise, KRAP’in susturuldugu farelerde, IP3 reseptor alt
tiplerinin karaciger ve pankreas dokularinda lokalizasyonunun bozuldugu gosterilmistir.
Ayrica, kiltirlenmis epitel hiicrelerinde de KRAP’1n IP3 reseptorii ile iliskili oldugu
belirtilmistir. Bu bulgular, KRAP'n fiziksel olarak IP3R ile birlestigini ve IP3R'nin in
vivo ve kiiltiirlenmis epitelyal hiicrelerde uygun yerlesimini diizenledigini ve fizyolojik
hiicresel programlarin altinda yatan Ca®' sinyaline 151k tutabilecegini gdstermektedir

(Fujimoto et al. 2011a).

Bir¢cok agonist araciligiyla hiicresel aktivasyon fosfolipaz C (PLC)’nin
uyarilmasina ve ardindan da hiicre igerisine alinan PLC’nin fosfatidilinositol 4,5-
bifosfatin (PIP2) inositol’ii 1,4,5-trisfosfat (IP3) ve diasilgliserole (DAG) parcalamasina
yol acar. Artan DAG konsantrasyonu protein kinaz C (PKC)’nin aktivasyonuna neden
olurken; IP3, ER zarlarinda bulunan hiicre i¢i bir Ca** salma kanal1 olan IP3R’ye baglanir
ve bunun sonucunda da hiicre i¢i depolardan Ca®" saliimi gergeklesir (Vermassen et al.
2003). ER’den IP3 kaynakli Ca** salinimi, hiicrenin ¢ogalmas: ve hayatta kalmas1 dahil
birgok olayda etkili Ca** sinyalleri iiretir. Ancak, IP3 araciligiyla baslatilan Ca?" sinyalleri
hiicre 6liimiine neden olan apoptotik mekanizmayi da tesvik etmektedir. Bununla birlikte,
hiicrelerin ¢esitli agonistlerle uzun stireli uyarilmasi, IP3 reseptoriiniin ubikitin-
proteazom yolag1 araciligiyla par¢alanmasina ve ER’den hiicre igerisine salinan Ca"
miktarinin diismesine neden olur. Bunun sonucunda da apoptoza gidemeyen hiicre ¢esitli

kemoterapotiklere karsi bir direng gelistirir (Rong et al. 2009).

Bu dogrultuda yaptigimiz tez kapsaminda, BBK klinik ornekleri ve hiicre
hatlarinda miR-200c-3p, miR-363-3p, bu iki mikroRNA’nin olast ortak hedefi olarak
tespit ettigimiz SSFA2 ve ifadesi SSFA2 aracili regiile edilen IP3R1’in ifadelerinin
aragtirtlmasi, miR-200c-3p ile SSFA2’nin BBK karsinogenezindeki rollerinin
arastirilmasi ve miR-200c-3p/SSFA2/IP3R1 aksisinin bas ve boyun kanserlerinde gelisen

taksol direncindeki olasi roliiniin belirlenmesi amag¢lanmustir.
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Jayaraman et al. (1997) tarafindan Jurkat hiicrelerinde azalan IP3R1 ifadesinin
apoptozun o6nemli Olgiide inhibisyonuna yol agtigi belirtilmistir. Diger taraftan bu
hiicrelerde IP3R1’in asir1 ifadesinin, sitozolik Ca®" seviyesinin artmasina ve buna baglh

olarak da apoptozun tetiklenmesine neden oldugu ortaya ¢ikarilmistir.

Wang et al. (2001) tarafindan IP3R’nin 6zellikle tip I izoformunun (IP3R1) IP3
kaynakli Ca®" salmimindan, Ca** salinim kapasitesinden ve hiicrelerin gogalmasimdan

birincil derecede sorumlu oldugu gosterilmistir.

Assefa et al. (2004) tarafindan IP3R1 aracili Ca*' artisinin, mitokondriyal

apoptozun indiiklenmesi i¢in de 6nemli bir sinyal oldugu bildirilmistir.

Tsunoda et al. (2005) mesane kanseri hiicre hatlarinda, sisplatine kars1 direng
gelisimini IP3R1 ifadesinin sisplatin kaynakli agsag1 regiilasyonu ile iliskilendirmistir. Bu
verilere paralel olarak, IP3R1’in susturuldugu mesane hiicrelerinde apoptotik
mekanizmanin baskilanmasinin hiicrelerin sisplatine karsi daha direncgli hale gelmesine

neden oldugu rapor edilmistir.

Fujimoto et al. (2007) mikroarray temelli gen ifade analizi ile SSFA2’nin hiicresel
malignitede yer alan belirli reseptdrleri ve sinyal molekiillerini etkiledigini ve SSFA2’nin

hiicre goei, hiicre cogalmasi ve apoptoz gibi siiregler ile iliskili oldugunu gostermislerdir.

Valladares-Ayerbes et al. (2012) tarafindan miR-200 ailesi iiyelerinin hiicre
invazyonu, gocii, proliferasyonu ve ila¢ direnci ile iligkili olarak farkli kanser tiirlerinde

onemli roller oynadiklar: bildirilmistir.

Bose et al. (2013) skuaméz hiicre karsinomun bas ve boyun kanserlerinin
histolojik acidan en yaygin formu oldugunu ve biitiin bag boyun kanserlerinin yaklasik

%90’ 11 olusturduklarini ifade etmislerdir.

30



2. KAYNAK OZETLERI

Okayama et al. (2016) SSFA2'nin yiiksek fosforilasyon seviyelerinin akciger

adenokarsinomunda kétii sagkalim ile iligkili oldugunu belirtmislerdir.

Karatas et al. (2016) CD133 pozitif ve CD133 negatif olarak ayristirilan LSHK
orneklerinde mikroRNA profil karsilastirmasi neticesinde, miR-200c-3p ve miR-363-
3p’nin CD133 pozitif larenks kanseri kok hiicrelerinde anlamli olarak diisiik seviyede

ifade edildigini ortaya koymuslardir.

Wang et al. (2017) miR363-3p'min asir1 ifadesinin akciger kanser hiicrelerinin
¢ogalmasini ve koloni olusumunu engelledigini, miR-363-3p'nin susturulmasinin ise ters

etkilere sahip oldugunu gdstermislerdir.

Jiang et al. (2018) tarafindan miR-363-3p’nin kii¢iik hiicreli akciger kanser hiicre
hatt1 ve tiimor dokularinda azaldigini, azalan miR-363-3p ifadesinin, kiigiik hiicreli
akciger kanser hastalarinda yakin ve uzak bolgedeki metastazin varligi ile korele oldugu

rapor edilmistir.

O'Brien et al. (2018) organizmalarin gelisimi i¢in kritik dneme sahip olan

mikroRNA’larin kanser dahil ¢esitli insan hastaliklari ile iliskili oldgunu belirtmistir.

Xu et al (2018) tarafindan sodyum biitirat uygulanan koloreaktal kanser
hiicrelerinde miR-200c-3p’nin artan ifadesine paralel Bmi-1’in asagi regiilasyonu

neticesinde hiicrelerin go¢ etme kapasitelerinin azaldigi rapor edilmistir.

Byun et al. (2019) tarafindan miR-200c, hipoksinin ana diizenleyicisi olan HIF-
lo’nin ifadesinin azalmasina ve bunun neticesinde de hipoksi kaynakli etkilerin ortadan
kalkmasia yol actigi belirtilmis, ayrica miR-200c'nin asir1 ekspresyonunun, timor

hipoksisini inhibe eden antikanser 6zellikte terapotik bir hedef olabilecegi gosterilmistir.

Cao et al. (2019) miR-363’lin asag1 regiilasyonunun epitelyal yumurtalik
kanserinin olusumuyla ve sisplatin kemoterapi direnciyle anlamli bir sekilde iliskili

oldugunu rapor etmislerdir.
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Economopoulou et al. (2019) bas ve boyun skuamoz hiicreli karsinomda (BBSK)
sagkalimin iyilestirilmesi icin BBSK’nin tani, erken tespiti ve prognozunda umut verici

sonuglar gosteren cesitli biyobelirtecler bulunmasi gerektigini ortaya koymuslardir.

Li et al. (2019) miR-200c-3p ifadesinin nefroblastoma dokular1 ve hiicrelerini
normal bobrek dokulari ve hiicreleri ile karsilagtirdiklarinda miR-200c¢-3p ifadesinin
onemli 6l¢iide asagi regiile oldugunu bulmuslardir. Ektopik miR-200c-3p’nin FRS2'yi
hedefleyerek nefroblastoma hiicrelerinin canlilik, migrasyon ve invazyon kapasitelerini

inhibe ettigini géstermislerdir.

Shen et al. (2019) kolanjiokarsinomun erken tespiti ve prognostik tahmini i¢in
serum biyobelirtecleri olarak eksozomal miR-200 ailesinden 6zellikle miR-200c-3p’nin

en iyi biyobelirte¢ oldugunu ortaya koymuslardir.

Zhu et al. (2019) glioma hiicre hatlar1 ve dokularinda SSFA2’nin yiiksek diizeyde
ifade edildigini, azalan SSFA2 ifadesine paralel olarak hiicre ¢ogalma kapasitesinin

azaldigini rapor etmislerdir.

Ankasha et al. (2021) olduk¢a metastatik 6zelliklere sahip yiiksek dereceli serdz
yumurtalik kanserinin ilerlemesinde onkojenik miR-200c-3p'nin DLC1’in 3’UTR
bolgesini hedefleyerek neoplastik siirece katkida bulundugunu belirtmistir.

Wang et al. (2021) miRNA-877-5p’nin dogrudan SSFA2'yi hedefledigini ve

prostat kanserinin kotii huylu ilerlemesini engelledigini bildirmislerdir.

Kang et al. (2022) miR-200c-3p'in kolarektal karsinomlu hastalarin dokularinda
yiiksek diizeyde ifade edilen bir mikroRNA oldugunu ve bu nedenle klinik olarak tek bir
hastada koleraktal karsinomun prognozunu ve metastatik potansiyelini dogru bir sekilde

degerlendirmek ve terapotik stratejiyi belirlemek icin kullanilabilecegini bildirmislerdir.

Liu et al. (2022) tarafindan kiigiik hiicreli akciger karsinomunda ektopik miR-
200c-3p’nin hiicrelerin sisplatin hassasiyetini arttirdigi ve RRM2'yi hedefleyerek kiigiik

hiicreli akciger kanseri hiicrelerinin malin fenotiplerini baskiladigi rapor edilmistir.
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Raue et al. (2022) miR-200c¢-3p ifadesinin meme kanseri progresyonu ve makrofaj
hiicre infiltrasyonu ile iligkili oldugunu ve miR-200c-3p’nin makrofajlarda meme kanseri
hiicrelerinin gé¢ etme kapasiteleri ile iligkili cok sayida mRNA’y1 hedefleyebilecegini
ortaya koymuslardir.

Vorontsova et al. (2022) tarafindan ER’den Ca®* salmnimina aracilik eden inositol
trisfosfat reseptorlerin (IP3R'lerin) hiicre ici lokalizasyonlarinin fonksiyonlart agisindan

oldukga 6nemli oldugu rapor edilmistir.
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Bu tez ¢alismasiin tiim basamaklari Erzurum Teknik Universitesi, Yiiksek
Teknoloji Uygulama ve Arastirma Merkezi (YUTAM) laboratuvarlarinda
gerceklestirilmis olup, Erzurum Teknik Universitesi (Proje No: 2020/11) ve Atatiirk
Universitesi (Proje No: TCD-2021-9011) Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi tarafindan

desteklenmistir.

3.1. Materyal

Calisma kapsaminda kullanilan cihazlarin listesi ve kullanim gerekceleri Cizelge

3.1’de sunulmustur.

Cizelge 3.1. Calismada kullanilan cihazlar
Cihaz Marka/Model Kullanim amaci

Laminar air-flow (Class IT Safety Cabinet) ESCO NordicSafe™ Yapilan tiim hiicre kiiltirt
caligmalarina steril bir ortam
saglamak i¢in kullanildi.

Derin Dondurucu (-20°C) Biobase -20°C’de saklanmasi gereken
malzemeler i¢in kullanildi.

Buzdolabi (4°C) Biobase Besiyerleri, kimyasal
mazlemeleri ve kitleri
saklamak i¢in kullanildi.

Derin Dondurucu (-80°C) ESCO Lexicon® Hiicreleri, kullanilan ilaglart
ve kitleri muhafaza etmek
icin kullanildi.

Hiicre canlilik testlerinde
absorbans 6l¢iimii ile RNA

Epoch Spektrofotometre BioTek EPOCH .
ve protein
konsantrasyonlarini
belirlemek i¢in kullanildi.
Saf Su Cihazi-UV Millipore Direct- Q-3 Hazirlanan ¢ozeltilerin

¢Oziiciisli olarak kullanildi.
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Cizelge 3.1. (Devam)

Sogutmal1 Santrifiij

Vorteks

Otoklav

Invert Mikroskop

Isttici-sogutucu Kuru Blok

Su Banyosu

SDS-PAGE elektroforez

Mikropipet seti

Mini Santrifij

Hettich Zentrifugen

Wisd Wisemix VM-10

Tomy SX-500E

Leica

Bioer, ch 202

Wisd WiseBath

Bio-Rad

Axypet

WiseSpin
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RNA ve protein
izolasyonunun belirli bir
agsamasinda kullanildi

Kati-Sivi karigimlari
homojenize etmek
maksadiyla kullanildi.

Caligmalarda kullanilan tim

materyalin sterilizasyonunu
saglamak amaciyla
kullanildi.

Incelenen hiicrelerin
goriintiilenmesi ve bazi
calismalarda fotograflanmasi
amaciyla kullanild.

Calismalarin belirli sicaklikta
inkiibasyon gerektiren
adimlarinda kullanild:.

Hiicre kiiltiiriinde
kullanilacak soliisyonlarin
belirli sicaklik derecelerine
getirilmesinde yararlanildi.

Proteinlerin molekiiler
agirliklarina gore
ayrigtirllmasinda kullanildi.

Her deneyde kullanilacak
stv1 bilesenlerin hacmini
dogru bir sekilde elde etmek
amaciyla kullanildi.

Tiim ¢aligmalarda, ayrigtirma
islemlerini gerceklestirmek
i¢in kullanild1.



3. MATERYAL ve YONTEM

Cizelge 3.1. (Devam)

Gergek zamanlt qPZR
(qRT-PCR) cihaz1

Calkalamali Inkiibator

Inkiibator

Blotlama Cihazi

Masaiistii pH Metre

Analitik Terazi (0,0001)

Dikey Jel Yiiriitme Sistemi

Yatay Jel Yiiriitme Sistemi

MikroRNA’larin ve hedef
genlerin ifade seviyelerini
analiz etmek i¢in kullanildi.

Qiagen Rotor-Gene

ZHICHENG ZHWY- 2102C Bakteri hiicrelerinde
plazmitleri cogaltmak icin

kullanildi.

Transformasyon isleminden
sonra bakterilerin petri
kaplarinda biiyiitiilmesi i¢in
kullanildi.

Memmert

Westen blot ¢aligmasinda
jelden membrana
proteinlerin aktarilmasinda
kullanild.

Bio-Rad Trans-Blot® Turbo™

Hazirlanan soliisyonlarin
pH’sinin ayarlanmasinda
kullanildu.

Adwa, AD1000

Caligmalarda kullanilack ilag
ve diger kimyasallarin
hassas bir sekilde tartmak
amacityla kullanildi.

Shimadzu ATX 224

Bio-Rad Proteinlerin SDS-PAGE jel
elektroforezi ilemolekiiler
agirliklarina gore

ayrilmasinda kullanildi.

izole edilen RNA’larin
integritelerinin kontrol
edilmesinde kullanildi.

Bio-Rad
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Cizelge 3.2. Calismada kullanilan kitler, kimyasallar ve sarf malzemeler

Malzeme Marka Kullanim
Amaci
Caligmalarda kullanilacak
- - SPL hiicrelerin ¢ogaltilmasi i¢in
25 cm* hiicre biiyiitme kaplar1 Kullantldy.
96 kuyucuklu plate Corning® Costar® Canlilik testini yapabilmek

6 kuyucuklu plate

Penisilin-Streptomisin

DMEM-F12 Besiyeri

Nutriculture RPMI 1640

Fetal Bovine Serum (FBS)

L-Glutamin

N,N,N’,N’-Tetramethyl ethylendiamine
(TEMED)

Corning® Costar®

Gibco®

Gibco®

EcoTech Biotechnology®
(Turkiye)

Gibco®

Sigma-Aldrich®

Sigma-Aldrich® (Germany)
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i¢in hiicrelerin gogaltildig1
ortam olarak kullanildi.

RNA/protein izolasyonu,
miRNA ve hedef gen
transfeksiyonu ile tek hiicre
koloni testi i¢in hiicrelerin
kiiltiire edildigi ortam
olarak kullanildi.

Hiicrelerin biiyiitiilme
ortamlarini kontaminasyon
kaynaklarindan (mantar,
bakteri vb) korumak i¢in
kullanild1.

SCC-9 hiicrelerini
cogaltmak amaciyla
besiyeri olarak kullanildi.

FaDu hiicrelerini kiiltiire
edebilmek maksadiyla
besiyeri olarak kullanildi.

Hiicrelerin bliyliyebilmesi
ve ¢ogalabilmesi i¢in
gereken biiyiime
faktorlerini iceren serum
olarak kullanildi.

Hiicrelerin ¢ogalabilmesini
saglayan destekleyici
olarak kullanildi.

Akrilamid-Bis akrilamidin
polimerizasyonunu
katalizleme de kullanildi.
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Cizelge 3.2. (Devam)

RIPA Lizis Buffer

ClearBand Nitroseliiloz Membran

Whatman Kagidi

Laemli Sample Buffer 10x

ClearBand ECL Western Blot Substrat

Proteaz inhibitor Kokteyl

PMSF

High Capacity cDNA Reverse
Transcription Kit

5x HOT FIREPoI® EvaGreen® qPCR
Master mix

Bis-akrilamit

EcoTech Biotechnology ®
(Turkiye)

EcoTech Biotechnology ®
(Turkiye)

Thermo Fisher Scientific

EcoTech Biotechnology®
(Turkiye)

EcoTech Biotechnology ®
(Turkiye)

Thermo Scientific®

Roche

Applied Biosystems

Solis Biodyne

Sigma-Aldrich® (Germany)
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Protein izolasyonunda
hiicreleri par¢alamak igin
kullanildt.

Proteinlerin jelden
aktarimini saglamak
amaciyla kullanildi.

Western blot asamasinda
proteinlerin membrana
yari-kuru aktariminda
sandvi¢ modeli
olusturmak ve tamponun
akigini saglamak amaciyla
kullanildi.

Protein 6rneklerinin
hazirlanmasinda
faydalanildi.

Antijen-antikor iligkisini
belirlemede ve protenleri
saptamada kullanild.

Proteinler izole edildiginde
proteazlarin proteinleri

pargalamasini 6nlemek igin
kullanild.

Protein izolasyonu
sirasinda, serin proteazlarin
hiicre i¢indeki proteinleri
parcalamasini durdurmak
i¢in kullanildi.

Dokulardan ve hiicrelerden
elde edilen RNA’lardan
cDNA elde etme de
yararlanild.

Hedef genlerin ifadesinin
mRNA diizeyinde
belirlenmesinde kullanildi.

SDS-PAGE jelin
polimerlesmesi i¢in
kullanildi.
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Cizelge 3.2. (Devam)

Cell Viability Detection Kit-8

Falkon tiipleri

Steril serolojik pipetler

Primer antikor (B-aktin, SSFA2, IP3R1)

Primer antikor (SSFA2)

Anti-Mouse Sekonder Antikor

Anti-Rabbit Sekonder Antikor

Akrilamit

EcoTech Biotechnology ®
(Turkiye)

LP Italiana

LP Italiana

Santa Cruz Biotechnology®

Biorbyt

Santa Cruz Biotechnology®

Santa Cruz Biotechnology®

BioShop
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Hiicre canliligimi
degerlendirmek icin
kullanildi.

Sivi haldeki malzemelerin,
kimyasallarin ve
besiyerlerinin saklanmast
amaciyla kullanildi.

Tek hiicre koloni testi i¢in
hiicrelerin kiiltiire edilmesi
amaciyla kullanildi.

Membranin protein
havuzundan arastirmaya
konu olan hedef proteini

belirlemek ve dl¢gmek igin,

o proteine spesifik

baglanmay1 saglamak
amacityla kullanildi.

Membranin protein
havuzundan arastirmaya
konu olan hedef proteini

belirlemek ve 6lgmek igin,

o proteine spesifik

baglanmay1 saglamak
amactyla kullanildi.

Membranin protein
havuzundan arastirmaya
konu olan hedef proteini

belirlemek ve 6lgmek igin,

o proteine spesifik

baglanmay1 saglamak
amactyla kullanildi.

Membranin protein
havuzundan arastirmaya
konu olan hedef proteini

belirlemek ve 6lgmek igin,

o proteine spesifik

baglanmay1 saglamak
amaciyla kullanildi.

SDS-PAGE jelin
polimerlegsmesi amaciyla
kullanild1
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Cizelge 3.2. (Devam)

SSFA2 3’UTR plazmidi (pMir Target
vector 7.9 kb)

LightSwitch™ Luciferase Assay Kit

QuikChange II XL Site- Directed
Mutagenesis Kit

Non-targeting mimic Control ve miR-
200c-3p mimic

Sodyum Dodesil Siilfat (SDS)

Corning BioCoat™ Matrigel Invasion
Chamber

Transwell® Permeable Supports
Chamber

[zopropanol

Dimetil siilfoksit (DMSO)

PBS (1X)

Amonyum Persiilfat

ORIGENE

Active Motif

Agilent

Sigma-Aldrich

BioShop

Corning® (USA)

Corning® (USA)

Sigma-Aldrich®

Sigma-Aldrich®

EcoTech Biotechnology®

(Turkiye)

BioShop
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MiR-200c-3p’nin hedef
geninin SSFA2 oldugunu
dogrulamak amaciyla
kullanildu.

Hiicrelerden liisiferaz
deneyini yapmak amaciyla
kullanildi.

MiR-200c-3p’nin hedef
geninin SSFA2 oldugunu
dogrulamak amaciyla
kullanildi.

Hiicrelere mikroRNA
mimik ve kontroliin
transfeksiyonu icin

kullanildi.

SDS PAGE jelin
hazirlanmasinda ve
yiiriitme tamponu igerisinde
kullanildi.

Hiicre invazyon deneyi i¢in
kullanildu.

Hiicre migrasyon deneyi
i¢in kullanildi.

SDS jelinin
hazirlanmasinda kullanildi.

Hem ilaglarin ¢o6ziiciisii
olarak hem de ¢aligilan
hiicrelerin stoklanmasinda
kullanild.

Hiicre kiiltiriinde FBS

kalintilarini uzaklastirmada

kullanildi.

SDS PAGE jelinin

hazirlanmasinda kullanildi.
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Cizelge 3.2. (Devam)

SSFA2 (NM_006751) Human Tagged

ORF Clone

Genetisin

Ponceau S

Trizma Base

Hydrocortisone

Hiicre kiilturt flasklar:

Metanol

Crystal Violet

Lipofectamine 3000 Transfection
Reagent

Eppendorf tiipler (0,2-0,5-
1,5 ml)

ORIGENE

BioShop

EcoTech Biotechnology ® (Turkey)

Sigma-Aldrich® (Germany)

Sigma

SPL (Korea)

Sigma-Aldrich®

Sigma-Aldrich®

Invitrogen

LP Italiana

SSFA2 ekspresyon
plazmidini klonlamak i¢in
kullanildi.

Memeli Hiicrelerine
aktarilan plazmitlerin
secilimini saglamak
amaciyla kullanildi.

Membrana aktarilan
proteinlerin goriiniir hale
getirildikten sonra
kesilebilmesi amaciyla
kullanildi.

SDS-PAGE jelinin
hazirlanmas: sirasinda
kullanildi.

DMEM-F12 besiyerini
hazirlamak amaciyla
kullanildi.

Hiicrelerin kiiltiire
edilmesinde kullanildi.

Hiicrelerin fiksasyonu i¢in
kullanildu.

Migrasyon, invazyon ve tek
hiicre koloni testlerinde
hiicreleri boyamak i¢in

kullanildi.

Hedef genin ve
mikroRNA’nin hiicrelere
aktarilmasini saglayan
transfeksiyon ajani olarak
kullanildu.

Sivi formda Orneklerle
calismak i¢in kullanildi.
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3.2. Yontem

3.2.1. Normal ve tiimorlii bas ve boyun kanseri doku 6rneklerinin temini ve

arsivlenmesi

Atatiirk Universitesi Tip Fakiiltesi Kulak-Burun Bogaz Anabilim Dali’'nda normal
patolojik inceleme sirasinda alinan ve Atatiirk Universitesi Tibbi Patoloji Anabilim
Dali’nda histopatolojik incelemesi yapilan bas ve boyun kanserli 30 hastadan temin
edilen tiimor ve tiimore komsu normal doku Ornekleri tez kapsaminda kullanildi. Elde
edilen tim numuneler cerrahi isleminden hemen sonra sivi nitrojen igerisinde
dondurularak, protein ve RNA izolasyonu ger¢eklestirilene kadar -80°C’de muhafaza

edildi.

Insan doku numunelerini toplama ve kullanma prosediirleri Helsinki
Deklerasyonu ilkelerine gore gerceklestirildi. Tez kapsaminda kullanilacak orneklerin
toplanmasina dair protokol Atatiirk Universitesi Tip Fakiiltesi Etik Kurulu (Erzurum,
Tiirkiye) tarafindan degerlendirildi ve ¢alismanin yapilmasinda bilimsel ve etik a¢idan
bir sakinca olmadig1 kararma varildi (Kurul Karar No: B.30.2.ATA.0.01.00/313). Proje
kapsaminda kullanilan tiim 6rnekler, katilimcilarin her birine yazili bilgilendirilmis onam

formu imzalatilan hastalardan temin edildi.

Hastalardan temin edilen doku Orneklerinin TNM smiflandirilmalari, timor
histolojik derecelendirmeleri, maksimum tiimor ¢api, tiimdriin yerlesimi bilgileri ile hasta
yas1, cinsiyeti, alkol ve sigara kulanim aliskanliklar1 kaydedildi ve 6rnek temin edilen
hastalarin HIV, otoimmiin hastaliklar ve hepatit i¢cin negatif olmalarina dikkat edildi. Tez
calismast kapsaminda gergeklestirilecek gercek zamanli polimeraz zincir reaksiyonu
(qQRT-PCR) deneyleri i¢in calismaya dahil edilecek hasta sayisini belirlemek adina
gergeklestirilen gii¢ analizi asagidaki gibidir;

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

MiR-200c-3p’nin tiimor siipresdr potansiyele sahip oldugunu dogrulamak adina
oncelikle miRGator 3.0 veritabanindaki veriler standart arama parametreleri kullanilarak
incelendi ve miR-200c-3p’nin normal dokulardaki ifade bilgileri veritabani arayiiziinden
temin edildi. Ayrica, The Cancer Genome Atlas (TCGA) veritabanindaki veriler
kullanilarak Kaplan Meier Plotter online uygulamasi yardimiyla miR-200c-3p ifade
seviyesinin sag kalima etkisini incelemek i¢in bas ve boyun kanseri hastalarina ait veriler

kullanilarak sagkalim analizi yapild1 (Li et al. 2018).

3.2.3. Hiicre hatlar ve taxol direncli hiicrelerin olusturulmasi

Tez kapsaminda toplam ii¢ adet hiicre hattt kullanildi. Kullanilan hiicre
hatlarindan FaDu, SCC-9 ve HGF-1 hiicreleri 2020-2022 yillar1 arasinda ATCC® hiicre

kiiltiir koleksiyonundan temin edildi.

Hipofarenks kanseri hiicre hatt1 olan FaDu hiicreleri %10 fetal sigir serumu (FBS),
%1 penisilin-streptomisin ve %1 L-glutamin ile desteklenen RPMI-1640 besiyerinde
kiiltiire edildi. Dil kanseri hiicre hatt1 olan SCC-9 hiicreleri de %10 FBS, %]1 penisilin-
streptomisin, %1 L-glutamin ve 400 ng/ml Hidrokortizon (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO,
ABD) ile hazirlanan DMEM-F12 besiyerinde biiyiitiildii. Deneylerde kontrol olarak
kullanilan immortalize insan agiz i¢i fibroblast hiicreleri HGF-1 ise %10 FBS, %]l
penisilin-streptomisin, %1 L-glutamin ile hazirlanan Dulbecco’s Modified Eagle Medium
(DMEM) besiyerinde ¢ogaltildi. Kiiltiire edilen tiim hiicreler deney siiresi boyunca 37°C
%35 CO; ile nemlendirilmis inkiibatérde 25 cm?’lik flasklar icerisinde cogaltilds.

Hiicrelerin ¢ogaltma isleminin gerceklestirildigi besiyeri, genellikle 3 giinde bir
olacak sekilde degistirildi ve hiicreler %80 yogunluga ulastiklarinda pasajlandi. Biitiin
hiicreler, mikoplazma acisindan rutin olarak test edildi ve tiim deneyler mikoplazma

acisindan negatif olan hiicreler kullanilarak gerceklestirildi.

Taksol direncli bas ve boyun kanseri hiicre hatlar1 FaDu/Tax-R ve SCC-9/Tax-R

hiicreleri, laboratuvarimizda artan dozlarda taksol ile muamele edilerek olusturuldu. ilk
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olarak, pasajlanan parental FaDu ve SCC-9 hiicreleri %40-50 konfluensiye ulastiktan
sonra sirastyla 6 nM ve 0,5 nM taksol ile muamele edildi. 1 giin sonra mikroskop altinda
hiicrelerin morfolojileri ve ¢ogalma hizlar1 baz alinarak besiyerleri taksol igermeyen yeni
besiyerle degistirildi. Belirli bir yogunluga ulastiktan sonra flaska geri ekilen hiicreler
tekrar, taksol ile muamele edildi. Muamele siiresi boyuncamorfolojilerinde ve ¢ogalma
hizlarinda bir degisiklik goriilmedigi saptanan hiicreler taksol igeren besiyerlerinde
birakildi. Bu sekilde en diisiik taksol dozu ile belirli bir siire inkiibe edilen hiicrelerin
taksole diren¢ kazandigini teyit etmek amaciyla; taksole hassas hiicreler ile taksole direng
kazandigini1 diigiindiiglimiiz hiicreler ayn1 taksol dozu ile muamele edildi. 24 saat sonra
taksole hassas hiicrelerin yaklagik %50’sinde 6liim meydana gelirken; direncli hale gelen
hiicrelerin 6lmedigi ve ¢cogaldig1 gozlemlendi. En diisiik doza diren¢ kazandirilan FaDu
ve SCC-9 hiicreleri artan dozlarda taksol ile (ilk dozun 2 kat1 olacak sekilde) muamele
edildi ve diren¢ kazandirma islemi boyunca ayni basamaklar dongiisel bir sekilde
tekrarland1. Bu dongiisel tekrarlar yaklasik 6 ay boyunca artan dozlarda devam edildi ve
en sonunda FaDu hiicreleri 32 nM, SCC-9 hiicreleri ise 2 nM taksol ICso dozlarina direng

kazandirildi.

3.2.4. SSFAZ2 plazmitinin FaDu hiicrelerine stabil transfeksiyonu

FaDu hiicre hatttinda SSFA2 genini overeksprese etmek amaciyla SSFA2 acik
okuma cergevesine sahip insan pCMV6-Entry (PS100001) ekspresyon vektorii (SSFA2
(NM_006751) Human Tagged ORF Clone, Origene Technologies) ve kontrol plazmidi
olarak pCMV6-AC-GFP (Origene Technologies, Inc.) memeli ekspresyon vektorii ticari

olarak satin alindu.

FaDu hiicrelerinin SSFA2 ve kontrol plazmiti ile transfeksiyonu LP3000
Transfection Reagent (Invitrogen, San Diego, CA) yardimiyla iiretici firmanin protokolii

takip edilerek agagida tarif edildigi sekilde gergeklestirildi.

6 kuyucuklu platelerin her bir kuyusuna 80.000 hiicre olacak sekilde FaDu
hiicreleri ekildi. Hiicreler yiizeye tutunduktan 24 saat sonra her bir kuyu i¢in 1 uL
LP3000, 1,25 ul P3000 ve 625 ng plazmit kullanildr. 125 uL OPTIMEM ve 1 pL LP3000
bir tiipte; 125 uL OPTIMEM, 1,25 ul P3000 ve 625 ng plazmit diger bir tiipte karistirildi.
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Daha sonra birlestirilen bu iki karisim oda sicakliginda 15 dk’lik inkiibasyona birakildi.
Inkiibasyon sonrasinda hiicreler transfeksiyon karisimi ile muamele edilerek 37°C’de
inkiibasyona birakildi. SSFA2 genini yiiksek diizeyde ifade eden hiicreler ile kontrol

hiicreleri se¢ilim saglanincaya kadar 37°C ve %5 CO; iceren inkiibatorde kiiltiire edildi.

3.2.5. SSFA2 genini yiiksek diizeyde ifade eden FaDu hiicrelerinin secilimi

SSFA2 genini stabil olarak yiiksek diizeyde ifade eden FaDu hiicreleri ve kontrol
hiicrelerinin sec¢ilimi i¢in %10 FBS, %1 penisilin-streptomisin, %1 L-Glutamin ve 250
ng/ml genetisin (Santa Cruz Biotechnology, Dallas, Amerika Birlisek Devletleri)
eklenerek hazirlanan RPMI-1640 besiyeri igerisinde 37°C ‘de %5 CO: igerigine sahip
inkiibatorde yaklasik 1 ay boyunca ¢ogaltildi ve SSFA2 genini yiiksek diizeyde ifade eden
hiicrelerin secilimi gergeklestirildi. Secilimi tamamlanan ve genetisine direncli hale gelen

hiicreler daha sonraki ¢alismalarda kullanilmak tizere ¢ogaltilip, stoklandi.

3.2.6. miR-200c-3p, miR-363-3p, SSFA2 ve IP3R1 ifadelerinin qRT-PCR ile

degerlendirilmesi

Baslangicta tiimor ve normal doku orneklerinde miR-200c-3p, miR-363-3p ve
SSFA2’nin ifade diizeyleri ger¢ek zamanli polimeraz zincir reaksiyonu (qRT-PCR)
kullanilarak degerlendirildi. Bu kapsamda 6rneklerden RNA izolasyonu, cDNA sentezi
ve qRT-PCR islemleri asagidaki protokollere gore gerceklestirildi.

Dokulardan TRIzol ile RNA izolasyonu:

80°C’de saklanan normal ve tiimor doku oOrnekleri Oncelikle sivi nitrojen
icerisinde havanda doviilerek toz haline getirildi. Ardindan toz haline getirilen numuneler
500 puL TRIzol soliisyonu ile iyice pipetlenerek homojenat haline getirildi. Doku
orneklerinin iyi bir sekilde pargalanmasi ve niikleik asitlere baglanan proteinlerin
tamemen ayrigmasi i¢in dokular TRIzol soliisyonu igerisinde oda sicakliginda 5 dakika
inkiibasyona birakild:. inkiibasyondan sonra her bir drnege 200 uL kloroform eklenerek
tyice kanstirildi ve 2-3 dakika bekletildikten sonra 4°C’de 12.000g’de 15 dakika

santrifiijlendi. Faz ayrismasi saglanan soliisyonlarin iist kissmda RNA igeren organik
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fazlar1 yeni bir mikrosantrifiij tiiplere aktarildi. Sonrasinda 500 pl izopropanol eklenerek
iyice karigtirillan Ornekler oda sicakliginda 10 dakika bekletildikten sonra 4°C’de
12.000g’de 10 dakika santrifiijjlendi. Bu adim sonrasinda beyaz renkte ya da renksiz
cokelti seklinde goriilebilen RNA’lar %75 etil alkolle yikanarak 4°C’de 7.500g’de 5
dakika santrifiijlendi.

Son olarak kurumaya birakilan RNA’lar iyice kuruduktan sonra niikleazlardan
arindirilmis molekiiler diizey su icerisinde ¢oziildii. RNA konsantrasyon ve safliklari
Epoch Microplate Spectrophotometer (BioTek, Winooski, VT, USA) kullanilarak

belirlendi. RNA biitiinliigi ise jel elektroforez araciligryla goriintiilendi.

Hiicrelerden RNA izolasyonu:

MiR-200c-3p mimik ya da kontrol mimik ile transfekte edilen hiicreler ile
SSFA2’nin yiiksek diizeyde ifade edildigi veya baskilandig: hiicrelerden RNA izolasyonu
EcoPure Total RNA Kit (Ecotech Biotechnology, Erzurum, Turkey) kullanilarak tretici
firmanin protokoliine gore gergeklestirildi. Elde edilen RNA’larin konsantrasyon ve
safliklart Epoch 2 Microplate Spectrophotometer (BioTek, Winooski, VT, USA) cihazi
ile 260/230 ve 260/280 nm’de absorbans Olgiilerek belirlendi.

c¢DNA sentezi ve qRT-PCR:

Dokulardan ve hiicrelerden RNA izolasyonu gerceklestirildikten sonra tiimor ve
normal doku 6rneklerinde miR-200c-3p, miR-363-3p, SSFA2 ve IP3R1 ifade diizeyleri
gRT-PCR ile degerlendirildi. MiR-200c-3p, miR-363-3p ve SSFA2 ile IP3R1’in ifade
seviyelerini belirlemek adina her bir 6rnekten elde edilen RNA’larin konsantrasyonlari
strastyla 100 ng/ pLL (mikroRNA cDNA sentezi i¢in) ve 1000 ng/ pL. (mRNA’dan cDNA
sentezi i¢in) sekilde seyreltildi ve her 6rnek i¢in 2 pL RNA kullanildi. Ardindan, miR-
200c-3p’ye veya miR-363-3p’ye 0Ozgii stem loop primer ve ‘High Capacity cDNA
Reverse Transcription Kit” (Thermo, ABD) kullanilarak iiretici firmanin protokollerine
gore cDNA sentezi gergeklestirildi. cDNA sentezi i¢in SensQuest Labcycler PCR
lizerinde sirasiyla 25°C’de 10 dakika, 37°C’de 120 dakika ve 85°C’de 5 dakika
basamaklar1 takip edilerek gerceklestirildi. MiR-200c-3p, miR-363-3p, IP3RI1 ile
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SSFA2’nin ifade analizi 5x HOT FIREPol® EvaGreen® qPCR Mix Plus (ROX)’ (Solis
BioDyne) ve Cizelge 3.3’te listelenen primerler kullanilarak yapildi. qRT-PCR,
RotorGene (Qiagen) gercek-zamanli termal dongii cihazinda, standart parametreler
kullanilarak yiirtitiildii. MiR-200c¢-3p ve miR-363-3p icin RNU43; SSFA2 ve IP3R1 i¢in
ise GAPDH internal kontrol olarak kullanildi ve deneyler iki tekrarli olacak sekilde
yapildi. ifade seviyesindeki farkliliklar delta-delta-CT metodu kullanilarak
gergeklestirildi (Livak and Schmittgen 2001).

Cizelge 3.3. Calisma kapsaminda kullanilan primer dizileri

miR-200¢-3p Dizi
Stem lo op GTCGTATCCAGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCAACTGGATACGACTCCATCC
Forword (5'-3 9 GCACGTAATACTGCCGGGT
Reverse (3'-5 ’) CCAGTGCAGGGTCCGAGGTA
miR-363-3p Dizi
Stem lo op GTCGTATCCAGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCAACTGGATACGACTCCATCC
Forword (5 -3 9 GCACGTAATACTGCCGGGT
Reverse (3'-5 ’) CCAGTGCAGGGTCCGAGGTA
RNU43 Dizi
Forward (5°-3 ’) CTTATTGACGGGCGGACAG
Reverse ( 3°-5 ’)‘ TCAGAACGTGACAATCAGCA
SSFA2 Dizi
Forward ( 5-3 ’)‘ CGCGATATGGCTCAAGGACT
Reverse (3°-5 ’) CAC CATGGAGGTGGTTGG
IP3R1 Dizi
Forward (5°-3 ’) ACATTGGACGAGGCTGGAAA
Reverse ( 3°-5 ’)‘ CCTCATTGCAGCCTGGGTTA
GAPDH Dizi
Forward ( 5-3 ’)‘ CCATCTTCCAGGAGCGAGATC
Reverse (3°-5 ’) GGCATTGCTGATGATCTTGAGG

3.2.7. Hiicre sayimi

Deneylerde kullanilacak hiicrelerin sayimi i¢in ilk olarak; T25 flaskta ¢ogaltilan
hiicrelerin yogunlugu en az %60’a ulastiktan sonra hiicrelerin bulundugu yiizey ilk olarak
1 ml PBS ile yikandi. Daha sonra 1 ml seyreltilmis tripsin ile muamele edilerek kaldirildi
ve kaldirilan hiicreler daha sonra santrifiij ile ¢oktiiriildii. Santrifiij sonras1 siipernatant
dokiildii ve geriye kalan hiicre pelletleri yogunluga bagli olarak belirlenen oranda taze
besiyeri eklenerek ¢ozdiiriildii ve iyice homojen hale gelmesi saglandi. Hiicre sayimi
BioRad TC20™ Automated Cell Counter cihazi araciligiyla gergeklestirildi. Cihazin

sayim i¢in kullanilan slaytlarina 10 pL hiicre ile 10 pL tripan mavisi 1:1 oraninda olacak
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sekilde karigtirildi ve karigimdan 10 pL sayim slaytlarina yiiklendi ve cihaz tarafindan

otomatik olarak hiicre sayimi1 gercgeklestirildi.

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

Hiicre sayimindan sonra deney yapilacak hiicre ve platelere gore degisen sayida
hiicrenin ekimi gerceklestirildi. 6 kuyucuklu plateler i¢in her bir kuyusunda 2 ml besiyeri
icerisinde 12x10*-15x10* hiicre ekimi yapildi. 96 kuyucuklu platelere ise her bir kuyu
icerisinde 100 pL besiyerinde 2x103-3x10° hiicre olacak sekilde ekim gergeklestirildi.

3.2.9. MikroRNA transfeksiyonu

MiR-200c-3p ve herhangi bir geni hedeflemeyen oligonukleotid dizisi kontrol
mikroRNA’nin (non-targeting kontrol) hiicre igine etkili bir sekilde taginmasini
kolaylastiran Lipofectamine® RNAiMAX Reagent (Thermo, Rockford, ABD)
kullanilarak, iiretici firmanin talimatlarina gore yapildi. 6- veya 96-kuyucuklu platelere
uygun sayilarda ekilen ve 24 saatlik inkiibasyon sonrast %80-90 konfluensiye ulasan
hiicrelere Karatas et al. (2016) tarafindan tarif edildigi sekilde transfeksiyon islemi
gerceklestirildi. Transfeksiyon igleminin ardindan 37°C’de inkiibasyona birakilan

hiicreler 24 ve 48 saat sonra fonksiyonel ¢caligmalarda kullanildi.

3.2.10. miR-200c¢-3p ve SSFA2’nin FaDu ve SCC-9 hiicrelerinin canlihi@ iizerindeki

etkilerinin arastirilmasi

MiR-200c-3p’nin ve SSFA2’nin hiicre canlilig1 lizerine etkisi asagida kisaca tarif

edildigi sekilde degerlendirildi.

MiR-200c-3p mimik ve kontrol mimik ile transfekte edilen FaDu hiicreleri 96
kuyucuklu platelerin her bir kuyusuna 2x10° hiicre olacak sekilde ekilirken; SCC-9
hiicreleri ise 96 kuyucuklu platelerin kuyularma kuyucuk basi 3x10° hiicre ekildi.
37°C’de 24 saatlik inkiibasyonun ardindan Lipofectamine® RNAiIMAX Reagent

kullanilarak hiicreler miR-200c-3p mimik ve kontrol mimik ile transfekte edildi.
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SSFA2’nin hiicre canlilig1 iizerine etkisi degerlendirmek i¢in de SSFA2’nin
ifadesinin arttig1 FaDu hiicrelerinden 96 kuyucuklu platelerin her bir kuyusuna kuyu basi
2x10° olacak sekilde hiicre ekimi gerceklestirildi. Her iki grupun hiicre canlilig1 2 giin
boyunca her 24 saatte bir 6l¢iildii. Hiicre canliligi, CVDK-8 (EcoTech Biotechnology)
kiti ile tretici firmanin protokolii takip edilerek Epoch Microplate Spectrophotometer
(BioTek Instruments, Winooski, VT, USA) yardimiyla 450 nm’de absorbans ol¢limii
yapilarak degerlendirildi.

3.2.11. miR-200¢-3p ve SSFA2’nin FaDu ve SCC-9 hiicrelerinin gocii iizerindeki

etkilerinin degerlendirilmesi

MiR-200c-3p’nin FaDu ve SCC-9 hiicrelerinin gé¢ etme potansiyelleri iizerine
etkisini degerlendirmek i¢in hiicreler 6 kuyucuklu platenin her bir kuyusunda kuyu basina
8x10* FaDu ve 10x10* SCC-9 hiicresi diisecek sekilde ekildi. 1 giin sonra hiicreler
Lipofectamine RNAIMAX Transfection Reagent (Invitrogen) kullanilarak miR-200c-3p
mimik ya da kontrol mimik ile transfekte edildi. Hiicre gog¢ii Transwell insert testi ile
Transwell® Permeable Supports (24-well insert, Corning) kullanilarak degerlendirildi.
Bunun i¢in, 1 giin sonra miR-200c-3p mimik ya da kontrol mimik ile transfekte edilen 6
kuyucuklu platedeki hiicreler kaldirild1 ve Transwell® Permeable Supports’a, iki tekrarli
olacak sekilde her chamber’a FaDu (3x10* hiicre) ve SCC-9 (4,5x10° hiicre) hiicreleri
ekildi. 1 giin boyunca 37°C %5 CO» igeren inkiibatdrde birakild:. Inkiibasyon sonrasinda
g0¢ etmeyen hiicreler pamuk swaplar kullanilarak chamberlarin {ist tarafindan kazindi ve
%100 metanol ile membranin alt yiizeyine go¢eden hiicrelerin fiksasyonu saglandi.
Ardindan, her bir chamber %2 etanol ve %0,1 kristal viyole i¢ceren soliisyon icerisine oda
sicakhiginda 20 dakika boyunca inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon sonrasi boya
tamemen uzaklasana kadar her bir chamber 1x PBS (Ecotech Biotechnology, Erzurum,
Tiirkiye) ile yikand1 ve kurumaya birakildi. Kuruduktan sonra slaytlar {izerine sabitlenen
membranlarin farkli bolgelerinden hiicre sayimi yapildi ve invert mikroskop (Leica,

Wetzlar, Germany) yardimiyla fotograflar ¢ekildi.

SSFA2’nin hiicre gocli lizerine etkilerini degerlendirmek adma ITPRDI2’yi
yiiksek diizeyde ifade eden hiicreler ile kontrol plazmitinin yiiksek diizeyde ifade edildigi
hiicreler kullanildi. Bunun i¢in de ayni sekilde Transwell® Permeable Supports
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insertlerden yararlanildi. 24 kuyucuklu platenin her bir kuyusundaki insertlerin igerisine,
3x10* hiicre olacak sekilde 250 uL FBS’siz RPMI-1640 besiyerinde siispanse edilen
hiicreler iki tekrarli olacak sekilde eklendi. Ardindan her bir insert 24 kuyucuklu platede
%10 FBS igeren besiyeri bulunan kuyulara yerlestirildi. FaDu SSFA2 ve FaDu kontrol
hiicreleri 24 saat boyunca 37°C’de %5 CO: igeren nemli inkiibator igerisinde kiiltiir
edildi. Bu siirenin sonunda go¢ etmeyen hiicreler pamuklu swap yardimiyla chamberlarin
iist tarafindan kazindi ve filtrenin alt yilizeyine go¢ eden hiicreler de %100 methanol ile
sabitlendi. Ardindan her bir chamber %2 etanol ve %0,1 kristal viyole iceren soliisyona
birakildi ve 20 dakika siire boyunca boyanmaya birakildi. 1x PBS ile yikanan ve kuruyan

membranlar slaytlarin {izerine sabitlendikten sonra hiicre sayimi1 yapildi.

3.2.12. miR-200c-3p ve SSFA2’nin FaDu ve SCC-9 hiicrelerinin invazyonu

lizerindeki etkilerinin arastirilmasi

MiR-200c-3p mimik ve kontrol mimik ile transfekte edilen FaDu ve SCC-9
hiicrelerinin invaziv potansiyellerini degerlendirmek admna, ilk olarak hiicreler 6
kuyucuklu platelere kuyu basi 8x10* FaDu hiicresi ve 10x10* SCC-9 hiicresi olacak
sekilde ekildi. 1 gilin sonra hiicreler Lipofectamine RNAIMAX Transfection Reagent
(Invitrogen) kullanilarak miR-200c-3p mimik ya da kontrol mimik ile transfekte edildi.
Hiicrelerin invaziv potansiyellerini degerlendirmek i¢in de BD BioCoat Matrigel invasion
chamberlar (Becton Dickinson) kullanildi. Bunun i¢in ilk olarak, transfekte edilen
hiicreler kaldirild1 ve Transwell® Permeable Supports’a, iki tekrarli olacak sekilde FaDu
hiicreleri (5x10* hiicre) ve 250 pL serum icermeyen RPMI-1640 besiyeri icerisinde, SCC-
9 hiicreleri (6x10* hiicre) 250 pL serum icermeyen DMEM-F12 besiyeri icerisinde
siispanse edildi ve iki tekrarli olacak sekilde insertlerin igerisine yerlestirildi. Her bir
insert kemoatraktan olarak serum igeren besiyerlerin bulundugu 24 kuyucuklu platelere
yerlestirildi ve hiicreler 37°C inkiibatorde 24 saat inkiibasyona birakildi. 24 saatin
sonunda go¢ etmeyen hiicreler pamuk swap yardimiyla insertlerin iist ylizeyinden kazindi
ve membranin alt ylizeyine go¢ eden hiicreleri sabitlemek icin insertler %100 methanol
iceren kuyulara yerlestirildi. Daha sonra go¢ eden hiicreleri goriinlir hale getirmek
amactyla chamberlar %2’lik etanol ve %0,3 liik kristal viyole iceren soliisyon igerisinde
20 dakika boyunca boyamaya birakildi. Boyay1 uzaklastirana kadar her bir chamber 1x
PBS (Ecotech Biotechnology, Erzurum, Tiirkiye) ile yikandi ve kurumaya birakildi.
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Kuruyan membranlar slaytlarin iizerine sabitlendi ve ardindan hiicre sayimi yapildi ve

invert mikroskop (Leica, Wetzlar, Germany) yardimiyla fotograflandi.

SSFA2’nin hiicrelerin invaziv kapasiteleri iizerine etkisini degerlendirmek i¢in
BD BioCoat Matrigel invasion chambers (Becton Dickinson) kullanildi. SSFA2’nin asir1
ifade edildigi FaDu hiicreleri ve ile kontrol plazmitinin yiiksek diizeyde ifade edildigi
hiicreler (5x10* hiicre) 250 uL FBS’den yoksun RPMI-1640 besiyeri igerisinde siispanse
edildi ve iki tekrarli olacak sekilde chamberlarin icerisine eklendi. Insertler icerisinde
serum igceren RPMI-1640 besiyerinin bulundugu 24 kuyucuklu platelerin kuyularina
yerlestirildi ve 37°C %5 CO>’li inkiibatdrde 24 saat boyunca kiiltiir edildi. Inkiibasyon
siiresi sonunda go¢ edemeyen hiicreler pamuklu swap yardimiyla chamberlarin iist
kismindan kazindi ve membranin alt ylizeyine go¢ eden hiicreler %100 methanol ile fikse
edildi. Daha sonra chamberlar 20 dakika boyunca %2’lik etanol ve %0,3 1k kristal viyole
iceren soliisyon igerisinde boyandi. Bu siirenin sonunda boyay1 uzaklastirana kadar her
bir chamber 1x PBS (Ecotech Biotechnology, Erzurum, Tiirkiye) ile yikandi ve kurumaya
birakildi. Kuruyan membranlar slaytlarin ylizeyine sabitlendi, farkli bolgelerden hiicre
sayimi1 yapildi ve invert mikroskop (Leica, Wetzlar, Germany) kullanilarak fotograflar

cekildi.

3.2.13. miR-200¢c-3p ve SSFA2’nin FaDu ve SCC-9 hiicrelerinin koloni olusumu

potansiyeli iizerindeki etkilerinin arastirilmasi

MiR-200c-3p mimik ya da kontrol mimik ile transfekte edilen hiicreler ile SSFA2
ifadesinin arttig1 hiicrelerin koloni olusturma potansiyelleri tek hiicre koloni testi ile
degerlendirildi. MiR-200c-3p mimik veya kontrol mimik ile transfekte edilen hiicreler ile
SSFA2’nin overeksprese edildigi hiicreler 6 kuyucuklu platenin her bir kuyusuna 3-4x10°
hiicre diisecek sekilde 3 tekrarli olarak ekildi. Kuyular igerisindeki besiyeleri 3-4 giinde
bir taze besiyeri ile degistirildi. Yaklagik 15 giinliik inkiibasyon sonras1 gozle goriilebilir
biiyiikliige ulasan koloniler %100 metanol ile fikse edildi ve 20 dakika boyunca %2 etanol
ve %0,1 kristal viyole igeren soliisyon i¢erisinde boyanmaya birakildi. Daha sonra invert
mikroskop yardimiyla sayilan koloniler klon ¢esitlerine (holoklon, meroklon ve paraklon)

gore siniflandirildi (Beaver et al. 2014).
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3.2.14. miR-200c-3p ve miR-363-3p’nin in siliko araclarla hedef tahmini

MiR-200c-3p ve miR-363-3p’nin olas1 hedef genlerini belirlemek adina 6ncelikli
olarak biyoinformatik araglar kullanildi. Kullanilan bu in siliko programlar hedef genleri,
3’UTR bolgelerindeki dizilerin mikroRNA’larla komplementerlik olusturabilme
potansiyellerine gore tespit edilmesini saglamaktadir. MiR-200c-3p i¢in ve miR-363-3p
icin ayr1 ayr tespit edilen bu tahmini hedef genler arasindan oncelikli aday genlerin
belirlenmesi i¢in ilk olarak kullanilan 10 in siliko programdan en az 9 tanesi tarafindan
tahmin edilen hedef genler se¢ildi (Cizelge 3.4 ve Cizelge 3.5). MiR -200c-3p ve miR-
363-3p’nin hedefi olarak tahmin edilen genlerden 5 tanesi se¢ildi. Se¢ilen bu hedef genler
icin yapilan literatiir taramasi sonucu bas ve boyun kanserlerinde onkogen olma
potansiyeli en giiclii olan ve her iki mikroRNA icin ortak olarak belirlenen aday hedef

gen ileri dogrulama ¢alismalari i¢in kullanildi.

Cizelge 3. 4. miR-200c-3p icin belirlenen olas1 hedef genler

= E ] &N /M o -~ ) 8 =
1 EfE 2822 923§ 8 ¢
mikroRNA Gen - 2 g £ K E 0 E <Zf 5 g’ g £ Referans
E = E E E E E ¥ = = 3
miR-200c-3p  SSFA2 1 1 1 0 1 1 1 1 1 1 9 Vv (Khowalet
al. 2018)
miR-200c-3p ACTCl1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 9 v (daRochaet
al. 2019)
miR-200c¢c-3p ZEB1 1 1 1 1 0 1 1 1 1 1 9 V (Goppelet
al. 2017)
miR-200c¢c-3p ZFX 1 1 1 0 1 1 1 1 1 1 9 Vv (Yangetal
2015)
miR-200c-3p ATXNI 1 1 1 0 1 1 1 1 1 1 9 v (Li et al.
2018)
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Cizelge 3. 5. miR-363-3p i¢in belirlenen olas1 hedef genler

s T 2 ¢f = 5% 32 % ¢ B
S ° —

mikroRNA  Gen E S g2 2 = E é ; < g = -E Referans

E = EE E EF X Z E F S
‘ (Khowal et al.
miR-363-3p SSFA2 1 1 | 1 1 1 1 1 1 9 V 2018)
. (Zhou et al.
miR-3633p BCATI 1 1 1 o 1 1 1 1 1 1 9 V 2013)
. (Liu et al.
miR-363-3p EGR2 1 1 1 o 1 1 1 1 1 1 9 V 2008)
' (Viola et al.
miR-363-3p  KIF5B 1 1 1 1 1 1 o0 1 1 1 9 V 2017)
. (Yang et al.
miR-363-3p RNF2 1 1 1 0 1 1 1 1 1 1 9 2016)

3.2.15. Dokulardan protein izolasyonu

SSFA2’nin doku 6rneklerinde protein diizeyinde ifadesini degerlendirmek adina
timor ve normal doku Orneklerinde protein izolasyonu gergeklestirildi. -80°C derin
dondurucu buzdolabinda muhafaza edilen dokular ilk olarak siv1 nitrojen i¢inde havanda
doviliip toz haline getirildi. Ardindan toz halindeki 6rnekler 10 mM PMSF ve 1x fosfataz
inhibitorii ile hazirlanan RIPA Lizis Tamponunda (EcoTech Biotechnology, Erzurum,
Turkiye) iyice pipetaj yapildi ve QIAGEN TissueLyser LT kullanilarak {iretici firmanin
protokolii yardimiyla tiim doku ornekleri pargalandi. Siispanse edilen doku ornekleri
4°C’de 13.000 rpm’de 10 dakika santrifiij yapildi. Santrifiij sonrasinda pelletlerden
alimmadan proteinleri iceren silipernatantlar yeni ependorf tiiplere aktarildi. Ardindan
proteinlerin konsantrasyonlar1 belirlendi. Protein 6rnekleri 10x Laemmli Sample Buffer
(EcoTech Biotechnology, Erzurum, Turkiye) ile 100°C’de 5 dakika kaynatildi ve hemen

buz tizerine alind1. Ornekler kullanilmadan once -80°C’de saklandi.

3.2.16. Hiicrelerden protein izolasyonu

MiR-200c-3p mimik ve kontrol mimik ile transfekte edilen FaDu ve SCC-9
hiicreleri, SSFA2’yi yiiksek diizeyde ifade eden FaDu hiicreleri ve Taksol direncli FaDu
ve SCC-9 hiicrelerinden protein izolasyonu yapildi. 6 kuyucuklu platelere ekilen FaDu

ve SCC-9 hiicreleri tutunduktan 1 giin sonra miR-200c-3p mimik ve kontrol mimik ile
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transfekte edildi. 48 saat sonra 1x PBS ile yikanan 6 kuyucuklu platenin kuyusundaki

hiicreler scraper yardimi ile kazindi.

Ayrica, SSFA2’yi yiiksek diizeyde ifade eden FaDu hiicreleri ile Taksol direngli
FaDu ve SCC-9 hiicreleri esit miktarda sayildi. Elde edilen biitiin hiicre gruplari i¢in

protein izolasyonu asagida kisaca tarif edildigi sekilde gergeklestirildi.

10 mM PMSF ve 1x fosfataz inhibitorii igeren RIPA Lizis Tamponu (EcoTech
Biotechnology, Erzurum, Tiirkiye) iceren RIPA Lizis Buffer (EcoTech Biotechnology,
Erzurum, Tiirkiye) igerisinde siispanse hale getirilen hiicreler siv1 nitrojen igerisinde {i¢
kez dondur ¢6z yapilarak iyice parcalanmasi saglandi. 4°C ya da buz iizerinde 5 dakika
inkiibasyona birakildi. Daha sonra hiicreler 4°C 13.000 rpm’de 10 dakika santrifiij edildi.
Temiz ependorfa toplanan proteini iceren siipernatantlar 10x Laemmli Sample Buffer
(EcoTech Biotechnology, Erzurum, Tiirkiye) ile karistirildi ve 100°C’de 5 dakika
boyunca kaynatildi. Deneylerde kullanilincaya kadar biitiin 6rnekler -80°C’de sakland.

3.2.17. Western blot analizi

MiR-200c-3p’nin hedef geninin protein diizeyinde ifadesini belirlemek amaciyla
elde edilen her protein orneginden esit miktarlarda kullanilarak %10 SDS-PAGE jel
yardimiyla ayristirildi. Daha sonra proteinler Trans-Blot® Turbo ™ Transfer Sistemi
(Bio-Rad, Hercules, CA, ABD) yardimiyla nitroseliiloz membranlara aktarildi. Her bir
membran %5 yagsiz siit tozu ile 1 saat oda sicakliginda inkiibe edildi. 4°C’de gece
boyunca anti-SSFA2 (Biorbyt, orb637630, 1:500) anti-IP3R1 (Santa Cruz
Biotechnology, sc-271197, 1:500) ve anti-B-actin (Santa Cruz Biotechnology, sc-47778
HRP, 1:200) primer antikorlar1 ile inkiibe edildi. 1x PBST tamponu ile 3 kez 10’ar dakika
yikanan membranlar daha sonra oda sicaklifinda HRP ile konjuge sekonder antikorla 1
saat inkiibasyona birakildi. Ardindan protein sinyalleri Clarity Max ECL Western Blot
Substrate (BioRad, United States, Hercules, CA) veya ClearBand Western Blotting
Substrate (EcoTech Biotechnology, Erzurum, Tirkiye) kullanilarak goriintiilendi.

Proteine 6zgli bant yogunluklar1 Image J programi kullanilarak dl¢tildii.
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3.2.18. Lusiferaz raportor testi

SSFA2’nin MiR-200c-3p’nin dogrudan hedefi oldugunu dogrulamak amaciyla
lusiferaz raportor testi yapildi. Bunun i¢in miR-200c-3p’nin hedef dizilerini igeren
SSFA2 3°’UTR plazmidi (pMir Target vector 7.9 kb) OriGene Technologies firmasindan
ticari olarak temin edildi. HEK-293 hiicreleri 6 kuyucuklu platelerin her bir kuyusunda
8x10° hiicre olacak sekilde 3 tekrarli olarak ekildi. 24 saat sonra miR-200c-3p mimik ya
da kontrol mikroRNA ve aday hedef geni iceren 3'UTR luciferase reporter (Origene,
Rockville, MD) plazmidi Lipofectamine 3000 reagent (Thermo Fisher Scientific)
yardimiyla hiicrelere transfekte edildi. Transfeksiyon isleminden 48 saat sonra lizis
tamponuyla hiicrelerin iyi bir sekilde pargalanmasi saglandi. Elde edilen lizatlar,
LightSwitch™ Luciferase Assay Kit (Active Motif) kullanilarak lusiferaz aktiviteleri
bakimindan karsilastirildi. Ardindan QuikChange II XL Site-Directed Mutagenesis Kit
(Agilent) araciligiyla aday hedef genin 3'UTR bdlgesindeki tahmini hedef dizisinde
iiretici firmanin protokoliine goére mutagenez gerceklestirildi. ‘QuikChange Primer
Design Tool’ online veritaban1 kullanilarak Mutagenez primer dizileri tasarlandi.
Lusiferaz raportor testi mutant dizileri iceren plazmitlerle yukarida tarif edilldigi sekilde
tekrar edildi. Calisma kapsaminda kullanilan mutageneze ait primer dizileri Cizelge

3.6°da verilmistir.

Cizelge 3.6. SSFA2 3’UTR site directed mutagenez primer dizileri
SSFA2-3’UTR-Mut

Forward (5°-3”) agttttaaaattaattctaatagggaatcaaatgaaataaagtcacatacaaataaatattaggcttttcaaactgctagag
Reverse (3°-57) agttttaaaattaattctaatagggaatcaaatgaaataaagtcacatacaaataaatattaggcttttcaaactgctagag
3.2.19. Apoptoz deneyi

MiR-200c-3p transfeksiyonunun FaDu ve SCC-9 hiicrelerindeki apoptotik
aktivite lizerindeki etkisi i¢in kaspaz deneyi yapildi. Bunun i¢in ilk olarak, 6 kuyucuklu
platein her bir kuyusuna FaDu (8x10%) ve SCC-9 (10x10%) hiicreleri ekildi ve 37°C’de 1
giin inkiibasyona birakildi. Bu siirenin sonunda hiicreler miR-200c-3p mimik veya

kontrol mimik ile transfekte edildi. 48 saatlik transfeksiyon sonrasi apoptotik aktivite
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kolorimetrik Kaspaz-3 “CaspACE™ Assay System, Colorimetric (Biovision)” kiti
kullanilarak iiretici firmanin protokolii takip edilerek 6lciildii. Olgiimler igin hazirlanan
kaspaz assay karisimlari kuyucuklara eklendi ve karanlik ortamda 37°C’de 4 saat
inkiibasyona  birakildi. Optimal yogunluk degisimleri Epoch  Microplate
Spectrophotometer (BioTek Instruments, Winooski, VT, USA) kullanilarak 405 nm’de

yapilan absorbans ol¢iimleri ile degerlendirildi.

3.2.20. Endojen siipresor deneyi

Endojen olarak SSFA2 geninin baskilamanin fonksiyonel etkilerini gérmek i¢in
“EndoGenius Suppressor Assay’’ (EcoTech Biotechnology, Erzurum, Tiirkiye)
kullanildi. Bunun igin ilk olarak, 6 ve 96 kuyucuklu platelere deney i¢in belirlenen
sayilarda hiicre ekimi gerceklestirildi. 24 saat’lik inkiibasyondan sonra liretici firmanin
protokolil takip edilerek transfekte edildi. Transfeksiyondan 48 saat sonra hiicreler ileri

fonksiyonel ¢caligmalar da kullanildi.

3.2.21. Hiicre i¢i Ca®" ol¢iimii

Hiicre igine salman Ca?" miktarmi dlgmek igin ’Fluo-4 DirectTM Calcium Assay
Kit”’ (Invitrogen, Oregon USA) kullanildi. Bunun i¢in ilk olarak, 96 kuyucuklu platelerin
her bir kuyusuna 2x10° hiicre ekildi. 37°C’de 24 saatlik inkiibasyonun ardindan hiicre
i¢ine salinan Ca?" miktari iiretici firmanin protokolii takip edilerek dlciildii. Olgiimler icin
hazirlanan Ca** assay karisgimlart kuyucuklara eklendikten sonra, 1 saat 37°C
inkiibatorde; 1 saat de oda sicakliginda karanlikta birakild:. Inkiibasyon sonrasi, optimal

yogunluk degisimleri, Fluoroskan Ascent FL cihaz kullanilarak degerlendirildi.

3.2.22. Xeostospongin C ve Taksol stok soliisyonlarinin hazirlanmasi

Ticari olarak satin alinan Xeostospongin C (XEC, Cayman, 64950) iireticinin
talimatlarina uygun bir sekilde hazirlandi. 50 mg XEC 56 pL DMSO igerisinde ¢oziilerek

2 mM konsantrasyonda ana stok hazirlandi. Deneylerde kullanilacak olan 10 pM
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konsantrasyonda ara doz hazirlandiktan sonra tiim stoklar kullanilincaya kadar -80°C’de

saklandi.

Ticari olarak satin alinan taksol iireticinin talimatina uygun olacak sekilde
hazirlandi. Bunun i¢in ilk olarak, 5 mg tartilip 585 pul DMSO igerisinde ¢6ziildiikten sonra
10 mM ana stok hazirlandi. 10 mM ana stokdan daha sonra deneylerde kullanilmak iizere

ara stoklar olusturuldu. Tiim stoklar -80°C’de saklandi.

3.2.23. Hiicrelerin XEC ile muamele edilmesi

XEC’in hiicrelere, literatiir taramasi sonucu belirlenen sekilde ve konsantrasyonda
uygulandi (Xu et al. 2015). Bunun igin ilk olarak, 6 ve 96 kuyucuklu platelere belirlenen
sayida FaDu ve FaDu SSFA2 hiicreleri ekildi. 24 saatlik inkiibasyondan sonra, hiicreler
10 uM konsantrasyonda XEC ile 15 dakika boyunca muamele edildi. Muamele sonrasi
XEC igeren besiyerleri ¢ekildi, her bir kuyuya taze besiyerleri eklendi ve XEC ile

muamele edilen bu hiicreler daha sonraki ¢alismalar i¢in kullanildi.

3.2.24. istatistiksel analiz

Ug tekrarli olarak yapilan deneylerde elde edilen veriler ortalama + standart sapma
seklinde verilmistir. Gruplar arasindaki istatistiksel karsilagtirmalar, kontroller ile
kiyaslanarak Mann-Whitney-U testi yardimiyla yapilmistir. Figiirler GraphPad Prism 9.0
(GraphPad Software, Inc., La Jolla, CA) ve Adobe Photoshop 21 aracilifiyla
olusturulmustur. Student’s t test araciligiyla analiz edilen tiim istatiksel verilerin 0,05’

esit veya daha kiiciik degerleri istatistiksel olarak anlamli kabul edilmistir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI ve TARTISMA

4.1. Bas ve Boyun Kanseri Doku Orneklerinde miR-200¢-3p ve miR-363-3p’nin
Ifade Diizeyi Analizi

Atatiirk Universitesi Tip Fakiiltesi Kulak Burun Bogaz Anabilim Dali’nda rutin
olarak patolojik agidan incelenme amaciyla alinan ve Atatiirk Universitesi Tibbi Patoloji
Anabilim Dali’nda incelemesi yapilan ve tez kapsaminda kullanilan bas ve boyun kanseri

dokularinin ait oldugu hastalarin kliniko-patolojik 6zellikleri cizelge 4.1°de verilmistir.

Cizelge 4.1. Hastalarin kliniko-patolojik 6zellikleri

Hasta Sayisi1 (30)
Yas
<60 15
> 60 14
- 1
Cinsiyet
Erkek 29
Kadin 1
Timor Konumu
Supraglottik 13
Glottik 17
TNM Evre
T1 ve T2 12
T3 ve T4 18
Histolojik Grade
Ivell 10
I ve IV 20

Bu hastalardan temin edilen dokularda miR-200c-3p ve miR-363-3p’nin rdlatif
ifade seviyesi kantitatif gercek zamanli PZR yardimiyla degerlendirildi. Gen ifadelerinin
normalizasyonu i¢cin RNU43 internal kontrol olarak kullanildi ve rélatif kantitasyon

analizi delta-delta-CT metodu yardimiyla yapildi.
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BBK tiimor doku 6rneklerinde miR-200c-3p’nin ifade diizeyinin ayni hastalardan
elde edilen normal doku 6rneklerine gore yaklasik 2 kat azaldigi tespit edilmesine karsin
(Sekil 4.1); miR-363-3p’nin ifadesi ise tiimor 6rneklerinde normal doku 6rneklerine gore
degismedigi tespit edildi (Sekil 4.2). Bu bulgular géz 6niinde bulundurularak, sonraki

fonksiyonel ¢aligmalarda miR-200c-3p’nin olas1 timor siipresor potansiyeli arastirildi.
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Sekil 4.1. Bas ve boyun tiimér ve normal doku orneklerinde miR-200c-3p’nin ifade

seviyesi.
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Sekil 4.2. Bas ve boyun tiimoér ve normal doku orneklerinde miR-363-3p’nin ifade
seviyesi.

Sonrasinda tiimor dokularinda normal dokulara gdre azalan miR-200c-3p’nin
tiimor siipresor potansiyele sahip oldugunu dogrulamak adina in siliko veri tabanlari
kullanilds. Tlk olarak miRGator 3.0 veritabanindaki verilerin yardimiyla BBK tiimér ve
normal dokularda miR-200c-3p’nin ifadesi incelendi ve tiimoér dokularinda normal

dokulara goére miR-200C-3p ifadesinin azaldig1 gozlemlendi (Sekil 4.3).
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Sekil 4.3. Tiimor ve normal doku 6rneklerinde miR-200c-3p ifadesinin miRGator 3.0
veritabani aracilig1 ile gosterimi.

Daha sonra Kaplan Meier Plotter online uygulamas: kullanilarak bas ve boyun
kanseri hastalar1 i¢in sagkalim analizi yapildi ve diisiik miR-200c-3p ifadesi olan
hastalarda medyan sagkalim 47,67 hafta iken yliksek miR-200c-3p ifadesi olan hastalarda
medyan sagkalimin 58,73 hafta oldugu tespit edildi (Sekil 4.4). Anlamli olmasa da miR-
200c¢-3p’nin tiimdr siipresor potansiyelini dogrulayan bu bulgu da miR-200c-3p’nin BBK
karsinogenezinde 6nemli roller iistleniyor olabilecegine isaret etmektedir.200c-3p’nin
timor siipresor potansiyelini dogrulayan bu bulgu da miR-200c-3p’nin BBK

karsinogenezinde dnemli roller {istleniyor olabilecegine isaret etmektedir.

hsa-mir-200c
<
- HR = 0.85 (0.65 - 1.11)
logrank P = 0.22
Q
(=]
£ o |
15 o
2
<
£3
o~
o |Expression
— low
Q — high
o T T T T
0 50 100 150 200

Time (months)

Sekil 4.4. miR-200c-3p ifadesinin bas ve boyun hastalarinda sagkalima etkisi

60



4. ARASTIRMA BULGULARI ve TARTISMA

MiR-200c-3p ifadesi T evresi, N evresi ve tiimor gradesi gz Oniine alinarak
degerlendirildiginde anlamli olmamakla birlikte T3 ve T4 evre tiimor dokularinda T2 ve
T1 evre tiimor dokularina gore; N2 ve N3 evre tiimor dokularinda NO ve N1 evre timor
dokularina gore yliksek miR-200c ifadesi tespit edildi. Tiimor gradesine gore yapilan
degerlendirmede ise yine anlamli olmamakla birlikte grade III ve IV tiimo6r dokularinda

grade I ve II tiimor dokularina gore diisiik miR-200c¢ ifadesi tespit edildi (Sekil 4.5).

N Evresi T Evresi Grade
_ R I I —
mm NO-N1 . T1-T2 - -]
N2-N3 | 1 T3-T4 | { - 11V
7 ‘B B
= = -
g 1.0 - B 101 R 107 -
[&] [&] [&]
-] o (w]
o o o
o o o
14 o @
Eosd I E 054 Eos-
© k) T
O Q Q
vd 4 [
0.0- — 0.0+  — 0.0 S
miR-200c miR-200¢c miR-200c

Sekil 4.5. BBK hastalarina ait tiimor ve normal doku 6rneklerinde T evresi, Grade ve N
evresine gore miR-200c-3p’nin ifade seviyesi.

4.2. BBK ve Normal Agiz i¢i Fibroblast Hiicrelerinde miR-200c-3p ifade Analizi

Hastalardan elde edilen tiimor doku 6rneklerinde azalan ifadeye sahip oldugunu
gosterdigimiz miR-200c-3p’nin BBK ve normal agiz i¢i fibroblast hiicrelerinde ifade
seviyesi gercek zamanli PZR ile arastirildi. BBK hiicre hattndan biri olan FaDu
hiicrelerinde miR-200c-3p’nin ifadesinin HGF-1 hiicrelerine gore anlamli olarak daha
diisiik oldugu tespit edilmesine karsin; SCC-9 hiicrelerinde ise miR-200c-3p ifadesinin
HGF-1 hiicrelerine gore anlamli olarak daha yiiksek oldugu belirlendi (Sekil 4.6).

61



4. ARASTIRMA BULGULARI ve TARTISMA

Sekil 4.6. Bas ve boyun kanseri hiicre hatlarinda endojen miR-200c-3p ifade seviyesi

4.3. FaDu ve SCC-9 Hiicrelerinde Transfeksiyondan Sonra Artan miR-200c-3p

Ifadesinin Kantitatif Ger¢ek Zamanh PZR ile Dogrulanmasi

MiR-200c-3p’nin, bas ve boyun kanseri progresyonu ile iliskili hiicresel fenotipler
tizerindeki etkisini belirlemek i¢in kiiltiire edilen FaDu ve SCC-9 hiicreleri miR-200c-3p
mimik ile transfekte edildi. ilk olarak 6 kuyucuklu platelere uygun sayilarda ekilen FaDu
ve SCC-9 hiicreleri 24 saat sonra miR-200c-3p mimik ya da kontrol mikroRNA ile
transfekte edildi. Ardindan transfeksiyon verimliligi kantitatif gercek zamanli PZR ile

incelendi.

MiR-200c-3p mimik ile transfekte edilen hiicrelerde mimik kontrol ile transfekte
edilen hiicrelere gore miR-200c-3p ifadesinin anlamli olarak arttig1 ve transfeksiyonun

basarili bir sekilde gerceklestigi gosterildi (Sekil 4.7).
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Sekil 4.7. miR-200c-3p mimik ile transfeksiyon sonrasinda hiicrelerdeki miR-200c-3p
diizeyi.

44. SCC-9 ve FaDu Hiicrelerinde Artan miR-200c-3p ifadesinin Dil ve
Hipofarenks Kanserlerinin Progresyonu ile Iliskili Hiicresel Fenotipler

Uzerindeki Etkilerinin Analizi

4.4.1. Artan miR-200c-3p ifadesinin BBK hiicre canhhg iizerindeki etkisinin

arastirilmasi

miR-200c-3p ifadesinin FaDu ve SCC-9 hiicrelerinin canlilig1 tizerindeki etkisi
Cell Viability Detection Kit-8 (CVDK-8, EcoTech Biotechnology, Turkey) kullanilarak
tiretici firmanin protokolii takip edilerek degerlendirildi. Bu dogrultuda, artan miR-200c-
3p’nin FaDu ve SCC-9 hiicrelerinde kontrol grubuna gore hiicre canlilifini azalttig1

ortaya konuldu (Sekil 4.8).
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FaDu SCC-9
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Sekil 4.8. miR-200c-3p ile transfekte edilen FaDu ve SCC-9 hiicrelerinde hiicre canliligi

4.4.2 miR-200c-3p’nin BBK hiicrelerinin koloni olusturma potansiyeli iizerindeki

etkisinin arastirilmasi

MiR-200c-3p’nin koloni olusturma potansiyeli tizerindeki etkisi tek hiicre koloni
testi ile degerlendirildi. Artan miR-200c-3p ifadesinin FaDu ve SCC-9 hiicrelerinin
koloni olusturma potansiyelini azalttig1 gosterildi (Sekil 4.9).
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Sekil 4.9. miR-200c-3p ile transfekte edilen hiicrelerin koloni sayisi iizerindeki etkisi

Ayrica, artmis miR-200c-3p ifadesinin kok hiicre olusturma potansiyeli yiiksek
olan holoklon tiirii klonlarin sayisin1 azaltirken, meroklon ve 6zellikle de farklilagmis
hiicre acisindan zengin igerige sahip paraklon tiirii klonlarin sayisinin da arttig1 belirlendi

(Sekil 4.10).
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Sekil 4.10. miR-200c-3p ile transfekte edilen hiicrelerin koloni ¢esidi tizerindeki etkisi

4.4.3. miR-200c-3p’nin FaDu ve SCC-9 hiicrelerinin apoptotik aktivitesi

iizerindeki etkisinin arastirilmasi

MiR-200c-3p transfeksiyonunun FaDu ve SCC-9 hiicrelerinde hiicre canliliini
etkileyen mekanizmalardan birisinin apoptoz aracilt olup olmadigin1 degerlendirmek
adina, hiicrelerdeki apoptotik aktivite kolorimetrik Kaspaz-3 aktivite assayi “Caspase-
3/CPP32 Colorimetric Assay Kit, BioVision)” kiti kullanilarak iiretici firmanin protokolii
takip edilerek oOlgiildii. MiR-200c-3p ifadesinin FaDu ve SCC-9 hiicrelerinde artisina
paralel olarak apoptotik aktivitenin de arttig1 gézlemlendi (Sekil 4.11).
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Sekil 4.11. miR-200c-3p ile transfekte edilen hiicrelerde apoptotik aktivite degisimi
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4.4.4. miR-200c-3p’nin bas ve boyun kanseri hiicrelerinin hiicre gocii iizerindeki

etkisinin arastirilmasi

MiR-200c-3p’nin FaDu ve SCC-9 hiicrelerinin go¢ etme kapasiteleri lizerindeki
etkisini degerlendirmek i¢in hiicre go¢ii testi yapildi. Bulgularimiz, artmis miR-200c-3p
ifadesine bagli olarak FaDu ve SCC-9 hiicrelerinin go¢ etme potansiyelinin azaldigini

ortaya koydu (Sekil 4.12).
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Sekil 4.12. miR-200c-3p ile transfekte edilen BBK hiicrelerinin hiicre gogli degisimi

4.4.5. miR-200c-3p’nin bas ve boyun kanseri hiicrelerinin hiicre invazyonu

iizerindeki etkisinin arastirilmasi

FaDu ve SCC-9 hiicrelerinde artmis miR-200c-3p ifadesinin hiicrelerin invazyon
kapasitesi tizerindeki etkisini degerlendirmek adina, Corning BioCoat™ Matrigel
Invasion Chamberlar kullanildi. Bulgularimiz, artan miR-200c-3p ifadesinin FaDu ve

SCC-9 hiicrelerinin invaziv potansiyelini azalttigin1 gosterdi (Sekil 4.13).
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Sekil 4.13. miR-200c-3p ile transfekte edilen BBK hiicrelerinin hiicre invazyonu degisimi

4.4.6. miR-200c-3p’nin hedefinin belirlenmesi

MiR-200c-3p’nin, bag ve boyun skuamdz hiicreli karsinomlarda timor siipresor
fonksiyona sahip oldugunu molekiiler seviyede daha fazla dogrulamak adina miR-200c-
3p’nin olast hedef genleri arastirildi. Hem miR-200c-3p hem de miR-363-3p i¢in 10 in
siliko programinin en az 9 tanesi tarafindan tahmin edilen ve ortak olan gen hedef olarak
secildi. Tespit edilen bu tahmini hedef genler arasinda, 6ncelikli aday genin belirlenmesi
icin yapilan literatiir taramasi sonucu dil ve hipofarenks kanserlerinde onkogen olma
potansiyeli en yiiksek olan SSFA2 aday gen olarak belirlendi. Ardindan BBK
hastalarindan elde edilen tiimor ve normal doku 6rneklerinde SSFA2’nin ifade seviyesi
qRT-PCR ile degerlendirildi. Bulgularimiz, BBK timor dokularindaki SSFA2
seviyesinin normal dokulara kiyasla anlamli sekilde daha fazla oldugunu ortaya koyarak

SSFA2’nin onkogenik potansiyele sahip olabilecegini gosterdi. (Sekil 4.14).
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Sekil 4.14. Bas ve boyun kanseri tiimor ve normal doku 6rneklerinde SSFA2’nin mRNA
diizeyinde ifade seviyesi.
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BBK hastalarina ait 5 ¢ift normal ve timor doku Orneklerinde SSFA2 ifade
seviyesi protein diizeyinde western blot ile degerlendirildi. Bulgularimiz SSFA2 ifade
seviyesinin tiimor doku 6rneklerinde normal dokulara gore anlamli bir sekilde arttigini

gosterdi (Sekil 4.15).
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Sekil 4.15. Timo6r ve normal doku o6rneklerinde SSFA2’nin protein diizeyinde ifade
seviyesi.

Ayrica, SSFA2 ifadesi icin T evresi, tiimOr gradesi ve N evresine gore
karsilagtirma yapildiginda anlamli olmamakla birlikte T3 ve T4 evre tiimor dokularinda
T1 ve T2 evre tlimor dokularina gore yliksek SSFA?2 ifadesi belirlendi. N evresine gore
yapilan degerlendirmede ise N2 ve N3 evre tiimor dokularinda NO ve N1 evre timor
dokularina gore daha diisiik diizeyde SSFA2 seviyesi tespit edildi. Tiimor gradesine gore
yapilan degerlendirmede ise SSFA2’nin ifadesinin grade Il ve IV tiimor dokularinda
grade I vell tiimor dokularina gore degigsmedigi tespit edildi (Sekil 4.16).
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Sekil 4.16. Bas ve boyun kanseri tiimor ve normal doku 6rneklerinde SSFA?2 ifadesi
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4.5. BBK Hiicre Hatlarinda SSFA2 ifade Diizeyi Analizi

SSFA2’nin ifadesi immortalize insan agiz i¢i fibroblast hiicreleri HGF-1 ile FaDu
ve SCC-9 hiicre hatlarinda mRNA seviyesinde qRT-PCR ile, protein diizeyinde ise
western blot ile degerlendirildi. Bulgularimiz, FaDu ve SCC-9 hiicre hatlarinda HGF-1
hiicreleri ile karsilastirildiginda hem mRNA hem de protein seviyesinde SSFA2
ifadesinin arttigini gosterdi (Sekil 4.17).
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Sekil 4.17. Bas ve boyun kanseri hiicre hatlarinda SSFA2’nin mRNA ve protein
diizeyinde ifade seviyesi.

4.6. SCC-9 ve FaDu Hiicrelerindeki SSFA2 ifadesinin miR-200c-3p Transfeksiyonu

Sonrasinda RNA ve Protein Diizeyinde Tespiti

MiR-200c-3p mimik ya da kontrol mimik ile transfekte edilen BBK hiicrelerinde
SSFA?2 ifade seviyesi RNA ve protein diizeyinde incelendi. MiR-200c-3p ile transfekte
edilen FaDu ve SCC-9 hiicrelerinde kontrol mikroRNA ile transfekte edilen hiicrelere
gore onkogenik potansiyele sahip oldugu diisliniilen SSFA2’nin protein diizeyinde
azaldig1, ancak RNA diizeyinde degismedigi ortaya ¢ikarildi (Sekil 4.18).
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Sekil 4.18. miR-200c-3p ile transfekte edilen BBK hiicre hatlarinda SSFA2 ifadesinin
RNA ve protein diizeyinde tespiti.

4.7.  SSFA2’nin, miR-200c-3p’nin Dogrudan Hedefi Oldugunun Teyit Edilmesi

Elde ettigimiz bu bulgular dogrultusunda, SSFA2’nin miR-200c-3p’nin dogrudan
bir hedefi oldugunu dogrulamak adina lusiferaz raportdr testi yapildi. MiR-200c-3p’nin
transfekte edildigi hiicrelerde, SSFA2 3’UTR ’sini tasiyan lusiferaz geninin aktivitesinin
azaldig gosterildi (Sekil 4.18). Daha sonra SSFA2’nin 3’UTR bélgesindeki tahmini miR-
200c-3p baglanma dizisinde QuikChange II XL Site Directed Mutagenesis Kit yardimiyla
mutagenez meydana getirildi. Hedef bolgede olusturulan mutagenezin basarili sekilde
gerceklestirildigi CodonCode Aligner Software yardimiyla dogrulandi ve ardindan
tahmini miR-200c-3p baglanma dizisi degistirilen SSFA2 3’UTR’sini tasiyan lusiferaz
geninin aktivitesi tizerinde mimik miR-200c-3p’nin etki etmedigi gosterildi (Sekil 4.19).

Bu veriler, SSFA2’nin miR-200c-3p’nin dogrudan bir hedefi oldugunu ortaya koydu.

HEK293T HEK293T
150+ 150+
g |m R 7 | mR200c
= B miR-200c-3p 2 p
2 2
< 100+ = 1004
B N
o @
2 o
ke g
3 504 3 s0-
S x 5
:0 * o]
o h
0- 04
SSFA2 3UTR SSFA2 3UTR Mut

Sekil 4.19. miR-200c-3p mimik ve SSFA2 3’UTR plazmidinin HEK293T hiicrelerine
birlikte yapilan transfeksiyon ardindan hiicrelerde belirlenen lusiferaz aktivite
diizeyi.
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Elde ettigimiz bu veriler bas ve boyun kanserinde tiimdr siipresdr fonksiyon
gosteren miR-200c-3p onkogenik potansiyele sahip SSFA2 ile negatif yonde bir
korelasyon gosterdigini ve bunun neticesinde de BBK patogenezinde 6nemli roller

oynayabilecegini ortaya koymaktadir (Sekil 4.20).

Sekil 4.20. miR-200c-3p ve SSFA2 arasinda negatif yonlii bir korelasyon mevcuttur

4.8. SSFA2 Overekspresyon Plazmitleri ile Transfekte Edilen Bas ve Boyun

Kanseri Hiicresinde SSFA2’nin Artmis ifadesinin Dogrulanmas:

SSFA2’nin bas ve boyun kanserinde onkogenik role sahip oldugunu in vitro
calismalar yardimiyla daha detayli arastirmak i¢in ticari olarak satin alinan, SSFA2’nin
acik okuma ¢ergevesinin klonlandigi pCMV6-Entry vektorii ve kontrol plazmiti pCMV6-
AC-GFP kullanildi. Cogaltildiktan sona hazir hale getirilen plazmitler FaDu hiicrelerine
transfekte edildi. Transfeksiyondan sonra segilimi tamamlanan hiicrelerden RNA ve
protein seviyesinde SSFA2 ifadesine bakildi ve SSFA2 ifade artist RNA ve protein
diizeyinde dogruland: (Sekil 4.21).
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Sekil 4.21. FaDu hiicrelerinde stabil overeksprese edilen SSFA2’nin mRNA ve protein
diizeyinde ifadesi.

4.9. SSFA2’nin Hiicre Canlih@ Uzerindeki Etkisinin Arastirilmasi

FaDu hiicrelerinin canlili1 tizerinde SSFA2’nin etkisi Cell Viability Detection
Kit-8 (CVDK-8, EcoTech Biotechnology, Turkey) kullanilarak iiretici firmanin
protokoliine gore degerlendirildi. Elde ettigimiz bulgular dogrultusunda SSFA2’nin agir1
ifade edildigi FaDu hiicrelerinde canliliginda artis gosterdigi ortaya konuldu (Sekil 4.22).
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Sekil 4.22. FaDu hiicrelerinde stabil overeksprese edilen SSFA2’nin hiicre canlilig
tizerindeki etkisi.
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4.10. SSFA2’nin Hiicre Apoptozu Uzerindeki Etkisinin Degerlendirilmesi

SSFA2’nin FaDu hiicrelerinin canliligin1 etkileyen mekanizmalardan birisinin
apoptoz kaynakli olup olmadigini1 degerlendirmek i¢in hiicrelerdeki apoptotik aktivite
kolorimetrik Kaspaz-3 aktivite testi “Caspase-3/CPP32 Colorimetric Assay Kit,
BioVision)” kiti yardimiyla 6lgiildii. SSFA2 ifadesinin FaDu hiicrelerindeki artigina
paralel apoptotik aktivitenin azaldig1 belirlendi (Sekil 4.23).

FaDu
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wn
T
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Sekil 4.23. FaDu hiicrelerinde stabil overeksprese edilen SSFA2’nin hiicrenin apoptotik
aktivitesi tizerindeki etkisi.

4.11. SSFA2’nin FaDu Hiicrelerinin Koloni Olusturma Potansiyeli Uzerindeki

Etkisinin Arastirilmasi

SSFA2’nin koloni olusturma potansiyeli lizerindeki etkisi tek hiicre koloni testi
yardimiyla incelendi. Bulgularimiz, artan SSFA2 ifadesine paralel FaDu hiicrelerinin
koloni olusturma potansiyelinin de arttigini gosterdi (Sekil 4.24). Ayrica, SSFA2’nin
yiiksek diizeyde ifade edildigi FaDu hiicrelerinde, holoklon tiirii koloni sayilar1 artarken,

paraklon tiirii koloni sayilarinda azalma meydana gelmistir (Sekil 4.24).
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Sekil 4.24. SSFA2 overeksprese plazmitleri ile transfekte edilmis FaDu hiicrelerinin
koloni olusturma potansiyeli.
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4.12. SSFA2’nin FaDu Hiicrelerinin Go¢ Etme Kapasiteleri Uzerindeki Etkisinin

Analiz Edilmesi

SSFA2’nin FaDu hiicrelerinin go¢ etme kapasitesi tizerindeki etkisi Transwell
insert testi kullanimiyla degerlendirildi. Bulgularimiz artan SSFA2 ifadesinin FaDu
hiicrelerinin hiicre gociinii artirdigin1 ortaya koydu (Sekil 4.25).
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Sekil 4.25. SSFA2 overekspresyon plazmitleri ile transfekte edilmis FaDu hiicrelerinin
migrasyon potansiyeli.
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4.13. SSFA2’nin FaDu Hiicrelerinin Hiicre Invazyon Potansiyeli Uzerindeki

Etkisinin Arastirilmasi

SSFA2’nin hiicrelerin invazyon potansiyeli lizerindeki etkilerini degerlendirme de
‘Corning BioCoat™ Matrigel Invasion Chamberlar kullanildi ve artan SSFA?2 ifadesinin

FaDu hiicrelerinde hiicrelerin invaziv potansiyelini artirdigini ortaya koydu (Sekil 4.26).
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Sekil 4.26. SSFA2 overekspresyon plazmitleri ile transfekte edilmis FaDu hiicrelerinin
invazyon potansiyeli.

Tez kapsaminda elde ettigimiz bu bulgular, SSFA2'nin bas ve boyun kanserinde
onkogenik bir potansiyele sahip olabilecegini dogruladi. Ayrica, bas ve boyun
kanserlerinde taksole kars1 ortaya ¢ikan diren¢ mekanizmasinda SSFA2’nin potansiyel

katkilar1 ilk defa bu tez kapsaminda incelenmistir.

4.14. Taksol Direncli BBK Hiicrelerinde SSFA2’nin Etkisinin Arastirilmasi

Kemoterapi direncinin olugmasinda, kanser kok hiicrelerin varlhigi, alternatif
sinyal yolaklarinin aktive olmasi ve tiimor metabolizmasindaki degisimler oldukga
etkilidir (Ramos and Bentires-Alj 2015). Karsinogenez siirecinde alternatif sinyal
yolaklarinin aktivasyonu taksol dahil ¢esitli kemoterapdtiklere karsi direncin ortaya
cikmasinda oldukga etkilidir. Bugiine kadar, taksole olas1 diren¢ mekanizmalar1 kapsamli
bir sekilde calisilmis ve 100’den fazla proteinin bu siirece dahil oldugu 6ne siiriilmiistiir.

Bununla birlikte, altta yatan mekanizmalarin tatmin edici bir acgiklamanin hala eksik
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olmas1 ve Onerilen proteinlerin hicbirinin simdiye kadar klinik olarak kanitlanamamasi,
bas ve boyun kanseri hiicrelerinde taksol direncinin gelismesi sorununun hala tam olarak

¢Oziilememesine neden olmaktadir.

Yapilan c¢esitli ¢alismalarda, onkogen potansiyele sahip oldugu gosterilen
SSFA2’nin, karsionegenezin c¢esitli siireglerinde oldukca etkili oldugu gdosterilmistir.
SSFA2’nin artan fosforilasyon seviyesi akciger adenokarsinomunda diisiik sag kalim ile
iligkilendirilmistir (Okayama et al. 2016). Yine yapilan bir baska ¢alismada, glioma
hiicrelerinde SSFA2 inhibisyonunun, hiicre proliferasyonunu azalttigi, G1/S gecisini
diizenledigi ve apoptozu indiikledigi ortaya ¢ikarilmistir (Zhu et al. 2019). MiR-877-5p
tarafindan dogrudan hedeflenen SSFA2, prostat kanser hiicrelerinin malignant
ozelliklerinin ortadan kalkmasina neden olmustur. (Wang et al. 2021). Biitiin bu
calismalar, SSFA2’nin insan hastaliklarinda 6zellikle de karsinogenez siirecinde

potansiyel bir hedef olarak kritik rollere sahip olabilecegini gostermistir.

4.14.1. SSFA2’nin overeksprese edildigi FaDu hiicrelerinde taksoliin hiicre canlihgi

iizerindeki etkisinin degerlendirilmesi

SSFA2’nin taksol direncinde etkili oldugunu degerlendirmek adina, SSFA2’yi
yiiksek diizeyde ifade eden FaDu hiicreleri artan konsantrasyonlarda taksol ile muamele
edildi. Kontrol hiicrelerinde doz artisina bagli olarak canlilik azalirken, SSFA?2 yiiksek
diizeyde ifade edildigi hiicrelerde ICso degerinin arttig1 gosterildi (Sekil 4.27).
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Sekil 4.27. SSFA2 yiiksek diizeyde ifade eden FaDu hiicrelerinde taksoliin doza bagl
hiicre canlilig1 iizerine etkileri.

4.14.2. Taksol direncli FaDu ve SCC-9 hiicrelerinde SSFA2’nin mRNA ve protein

diizeyinde tespiti

Taksol direngli FaDu ve SCC-9 hiicrelerinde, diren¢ mekanizmasinin daha fazla
ortaya c¢ikarilmasi adina parental ve taksol direngli hiicrelerde gercek zamanli PCR ve
western blot analizi yapildi. Bulgularimiz dogrultusunda, taksol direncgli hiicrelerde
parental hiicrelere gore SSFA2 nin mRNA ve protein diizeyinde arttig1 ortaya konuldu
(Sekil 4.28).
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Sekil 4.28. Taksol direngli hiicrelerde SSFA2’nin mRNA ve protein diizeyinde ifade

seviyesi.
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4.14.3. Taksol diren¢li BBK hiicrelerinde SSFA2’nin endojen siipresor RNA ile

susturulmasinin mRNA ve protein diizeyinde belirlenmesi

Taksole direng kazandirilan BBK hiicrelerinde SSFA2’nin endojen siipresor RNA
ile susturulmasi saglandi. Susturulma isleminin basarili bir sekilde gerceklesip
gerceklesmedigini kontrol etmek amaciyla taksol direncli SSFA2 endojen siipresor RNA
ile transfekte edilen hiicrelerde SSFA2 ifadesi RNA ve protein diizeyinde incelendi.
Bulgularimiz SSFA2’nin mRNA ve protein diizeyinde azaldigini ortaya ¢ikard: (Sekil
4.29).
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Sekil 4.29. Siipresér SSFA?2 ile transfekte edilen taksol direncli hiicrelerde SSFA2’nin
RNA ve protein diizeyinde ifadesi.

4.14.4. SSFA2’nin endojen siipresor RNA ile susturulmasinin hiicre canhihig iizerine

etkisinin degerlendirilmesi

Taksol direngli FaDu ve SCC-9 direngli hiicrelerde SSFA2 endojen siipresor testi
ile susturuldu ve bu hiicrelerin canlilig1 24 ve 48 saat sonra degerlendirildi. Taksol
direncli FaDu ve SCC-9 hiicrelerinde 48. saatte canliligin anlamli bir sekilde azaldig

gozlemlendi (Sekil 4.30).
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Sekil 4.30. SSFA2 ifadesinin susturuldugu taksol direngli hiicrelerde hiicre canlilik
degisimi.
4.14.5. SSFA2’nin endojen siipresor RNA ile susturulmasinin hiicrelerin koloni

olusturma potansiyeli iizerine etkisinin degerlendirilmesi

Taksol direngli FaDu ve SCC-9 hiicrelerinde SSFA2’nin susturulmasi sonrasi
hiicrelerin koloni olusturma potansiyelleri tek hiicre koloni aracilifiyla degerlendirildi.
Bulgularimiz, SSFA2’nin susturuldugu taksol direngli FaDu ve SCC-9 hiicrelerinin
koloni olusum potansiyellerinin azaldigini ortaya koydu (Sekil 4.31).
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Sekil 4.31. SSFA2 ifadesi susturulmus taksol direngli FaDu ve SCC-9 hiicrelerinde
koloni sayis1 degisimi.
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Ek olarak, susturulan SSFA2 ifadesinin taksol direngli FaDu ve SCC-9

hiicrelerinde holoklon tiirii klonlarin azalmasina; paraklon tiirii klonlarin da artmasina

neden oldugu gosterildi (Sekil 4.32).
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Sekil 4.32. SSFA2 ifadesi susturulmus taksol direngli FaDu ve SCC-9 hiicrelerinde
koloni ¢esidi degisimi.

4.15. Taksol Direncli BBK Hiicrelerinde SSFA2 ve TP3R1 Arasmndaki iliskinin

Belirlenmesi

Cesitli maligniteler icin kemoterapotik direng, tedaviden sonra daha diisiik
sagkalim ile iligkilidir. Bu iligkinin arkasindaki mekanizmalar olduk¢a karmasik olmakla
beraber, ¢ok sayida siire¢ tedavi yaklagimlarinin 6niindeki en 6nemli engellerdir (Hoy et
al. 2021). Kanserin tam olarak tedavi edilememe nedenlerinden biri olan bu
kemoterapotik direncin olusumuna; azalan ilag birikimi, apoptozun baskilanmasi, artan
DNA hasar1 ve ilag hedefindeki degisiklikler gibi bir¢cok mekanizma katkida
bulunmaktadir. Karsinogenez stirecinde, kanser hiicrelerinin alternatif sinyal yolaklarim
tercih ettigi ve bunun sonucunda kemoterapoétiklere karst direng mekanizmasi gelistirdigi

cok iyi bilinmektedir. Yapilan ¢alismalarla, IP3R1 aracili Ca*? salinnmmin da bu

mekanizmalardan biri oldugu gosterilmistir.

Insan viicudundaki en yaygin ikinci haberci olan hiicre i¢i kalsiyum iyonlar:
(Ca?") gen ekspresyonu, hiicre dongiisii kontrolii, hiicre hareketliligi, otofaji ve apoptoz
gibi hemen hemen tiim hiicresel yolaklarda yer alan bir sinyal molekiiliidiir (Berridge et

al. 2000; Schrddl et al. 2009). Ca*" sinyal molekiilii 6zellikle proliferasyon ve apoptoz
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arasindaki dengenin saglanmasi agisindan gereklidir. Hiicre ¢ogalmasi ve hiicre 6limii
arasinda ortaya c¢ikan dengesizlikler kansere neden olan Onemli bir mekanizmadir
(Schrodl et al. 2009). Son zamanlarda yapilan g¢esitli ¢alismalarla IP3R ’nin 6zellikle tip 1
izoformunun IP3 kaynakli Ca?" salinimindan, Ca®" salinim kapasitesinden ve hiicrelerin
cogalmasindan birincil derecede sorumlu oldugu gosterilmis (Wang et al. 2001) ve IP3R1
aracili Ca*" artiginin, mitokondriyal apoptozun indiiklenmesi i¢in de dnemli bir sinyal
oldugu bildirilmistir (Assefa et al. 2004). Ayrica, IP3R1 ifadesindeki degisiklikler
tiimdriin biyolojik 6zellikleriyle de iliskilendirilmistir. Mesane kanseri hiicre hatlarinda,
sisplatine kars1 direng gelisimi, IP3R1 ifadesinin sisplatin kaynakli agag1 regiilasyonu ile
iligkilidir. Bu verilerle paralel olarak, IP3R1’in susturuldugu mesane hiicrelerinde
apoptotik mekanizmanin baskilanmasi hiicrelerin sisplatine kars1 daha direngli hale
gelmesine neden olmustur (Tsunoda et al. 2005). Jurkat hiicrelerinde de azalan IP3R1
ifadesi apoptozun 6nemli 6l¢iide inhibisyonuna yol agmistir. Diger taraftan bu hiicrelerde
IP3R1’in asin1 ifadesi, sitozolik Ca*' seviyesinin artmasma ve buna bagl olarak da
apoptozun tetiklenmesine neden olmustur (Jayaraman and Marks 1997). IP3 reseptorii
etkilesimli bolge iceren protein 2 (ITPRID 2) olarak da bilinen SSFA2, IP3R’nin hiicre
ici lokalizasyonu ve fonksiyonel aktivitesi acisindan olduk¢a 6nemli bir molekiildiir

(Fujimoto et al. 2011b; Fujimoto et al. 2011c).

Bu bilgiler dogrultusunda, IP3R1 aktivasyonu, sitozolik Ca*'miktarina artmasina
ve bunun sonucunda da hiicrelerin apoptoza gitmesine neden olmaktadir. Ayrica,
IP3R1’in fonkisyon gosterebilmesi onun hiicre i¢i lokalizasyonuna da baghdir.
Hiicrelerin her hangibir agonistler ile uyarilmasi, ilk etapta [P3R1’in aktive olmasina ve
Ca?"’un ER’den sitoplazmaya salinip hiicrelerin apoptoza gitmesine neden olmaktadir.
Ancak, taksol gibi ¢esitli agonistlerle uzun siireli uyarilma, IP3R1’in pargalanmasina ve
sitozolik Ca®" miktarinin azalip hiicrelerin apoptoza gitmemesine yol agar. Apoptoza
gidemeyen hiicreler bir siire sonra bu kemoterapdtiklere karsi diren¢ mekanizmasi
gelistirmeye ve bunun sonucunda da taksol gibi kemoterapdtiklerin etkinligini
kaybetmesine yol agmaktadir. Tez kapsaminda elde ettigimiz bulgular neticesinde,
taksole kars1 diren¢ mekanizmasinin olugsmasinda SSFA2’nin etkili oldugu gdosterildi.
Ancak, SSFA2’nin diren¢ mekanizmasinda etkinliginin IP3R1 aracili oldugunu

dogrulamak adina ilk olarak SSFA2 overeksprese edildigi FaDu hiicrelerinde IP3R1
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ifadesine mRNA ve protein diizeyinde bakild1 ve beklenildigi gibi SSFA?2 artisina paralel
IP3R1 ifadesinin azaldig1 ortaya konuldu (Sekil 4.33).
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Sekil 4.33. SSFA2’nin overeksprese edildigi FaDu hiicrelerinde IP3R1’in mRNA ve
protein diizeyinde ifade seviyesi.

Ardindan SSFA2’nin susturuldugu taksol direngli SCC-9 hiicrelerinde, IP3R1
ifadesi qRT-PCR ve western blot ile analiz edildi ve taksole diren¢ kazandirilan ve
SSFA2’nin susturuldugu bu gruplarda IP3R1 ifadesinin mRNA ve protein diizeyinde
artt1g1 ortaya konuldu (Sekil 4.34).
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Sekil 4.34. SSFA2’nin susturuldugu taksol direncgli hiicrelerde IP3R1’in mRNA ve
protein diizeyinde ifade seviyesi.
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4.16. Taksol Direncinin Kazanilmasinda IP3R1’in Etkisinin in vitro Fonksiyonel

Deneylerle incelenmesi

Taksol ile kisa siireli hiicrelerin muamele edilmesi IP3R1’in aktive olmasina yol
acmaktadir. Bu bilgiyi dogrulamak adina taksole direng kazandirildiklar1 IC50 dozlari ile
muamele edilen FaDu ve SCC-9 hiicrelerinde IP3R1 ifadesi protein diizeyinde incelendi.
Bulgularimiz, taksol ile kisa siireli muamelenin IP3R1 ifadesinin protein diizeyinde

arttigin1 gosterdi (Sekil 4.35).
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Sekil 4.35. Taksol ICso dozlariyla muamele edilen FaDu ve SCC-9 hiicrelerinde IP3R1’in
protein diizeyi.

Ancak, taksol direncinin olusumunda IP3R1’in etkili oldugunu ortaya koymak
adina taksol diren¢li FaDu ve SCC-9 hiicrelerinde IP3R1’in ifadesi protein diizeyinde
degerlendirildi. Bulgularimiz dogrultusunda, taksol direngli bu hiicrelerde IP3R1
ifadesinin protein diizeyinde azaldig1 gozlemlendi (Sekil 4.36).
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Sekil 4.36. Taksol direncli hiicrelerde IP3R1’in ifadesi parental hiicrelere gore protein
seviyesinde azalmaktadir.
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IP3R1’in taksol direncinde rol aldigin1 daha fazla dogrulamak adina literatiirde
IP3R inhibitorii oldugu bilinen XEC ile muamele edilen FaDu hiicrelerinde hiicre canlilik
deneyi yapildi. Bulgularimiz dogrultusunda, XEC ile muamele edilen FaDu hiicreleri

taksole kars1 direngli hale geldi ve canliligin arttig1 gézlemlendi (Sekil 4.37).

FaDu

150 Kontrol
mmm  Taksol
mmm  Taksol+XEC

100

50+

Hicre Canlih@ %

()=
Sekil 4.37. XEC ile muamele edilen hiicreler taksole kars1 direng gelistirmektedir

Taksol direncinin kazanilmasinda rol oynayan hem IP3R1 hem de SSFA2
arasindaki iliskiyi daha fazla detaylandirmak adina XEC ile muamele edilen FaDu
hiicrelerinde hem IP3R1 hem de SSFA2 ifadesi western blot ile incelendi. XEC ile
muamele sonrast IP3R1 ifadesinin azaldigi; SSFA2 ifadesinin arttig1 ortaya konuldu

(Sekil 4.38).
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Sekil 4.38. XEC ile muamele sonras1 FaDu hiicrelerinde IP3R1 ve SSFA2 protein ifade
diizeyi.
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4.17. Ca** Salimminin Taksol Direncinin Olusumundaki Etkisinin Incelenmesi

Literatiirden elde etti§imiz bilgiler dogrultusunda IP3R1 aracili Ca®" salinimu,
hiicrenin ¢ogalmasi ve hayatta kalmasi dahil bircok olayda etkilidir. Ayrica, IP3
araciligiyla baslatilan Ca®* sinyalleri hiicre 6liimiine neden olan apoptotik mekanizmay1
da tesvik etmektedir. Bununla birlikte, hiicrelerin cesitli agonistlerle uzun siireli
uyarilmasi, IP3 reseptoriiniin ubikitin-proteazom yolagi araciligiyla par¢alanmasina ve
ER’den hiicre icerisine salman Ca?" miktarinin diismesine neden olur. Bunun sonucunda
da apoptoza gidemeyen hiicrenin ¢esitli kemoterapdtiklere karst diren¢ mekanizmasi

gelistirebilmektedir (Rong et al. 2009).

Bu bilgiler ve daha onceki elde ettigimiz bulgular dogrultusunda SSFA2’nin
yiiksek diizeyde ifade edildigi FaDu hiicrelerinde hiicre igi Ca** miktarinda bir azalma

oldugu gozlemlendi (Sekil 4.39).

FaDu
é 110 Kontrol
a SSFA2
g
o 100 -
.Q
2 *
& 90—
)
5
e 80—
g L
S 60+
S 40
o 204
S

Sekil 4.39. SSFA2 nin overeksprese edildigi hiicrelerde hiicre ici Ca** miktari

Ayrica, SSFA2’nin susturuldugu taksol direngli hiicrelerde hiicre igi Ca®"

miktarinin kontrol hiicrelerine gore arttig1 gozlemlendi (Sekil 4.40).
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Sekil 4.40. SSFA2’nin susturuldugu taksol direncli hiicrelerde hiicre igine salman Ca?"
miktari.

Son olarak, IP3R1 inhibitérii XEC ile muamele edilen taksol direngli FaDu

hiicrelerinde hiicre igi Ca?* miktarinin azaldig1 gdzlemlendi (Sekil 4.41).
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Sekil 4.41. XEC ile muamele edilen Taksol direngli hiicrelerde hiicre i¢ine salinan Ca>*
miktari.

Bulgularimiz dogrultusunda, bas ve boyun kanseri hiicrelerinde miR-200c-3p’nin
azalmas1 SSFA2 ifadesinin artmasini saglamistir. Artan SSFA2 ifadesinin ise hiicrelerde
IP3R 1’in baskilanmasina, hiicre igerisine salinan Ca>" miktarmin diismesine ve hiicrelerin
apoptoza gidememesine yol actigi sdylenebilir. Sonu¢ olarak, apoptoza gidemeyen

hiicrelerin ise taksole kars1 bir direng mekanizmasi gelistirdigi diistiniilmektedir.
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5. SONUC ve ONERILER

Bas ve boyun kanseri, 2018°de yaklasik 900.000 yeni vaka ve 450.000 dliimle tim
diinyada en yaygin goriilen altincit malignitedir. Kiiresel kanser istatistik verilerine gore
her yil teshis edilen bas ve boyun kanserleri 700.000 vaka sayisi ile yeni tanilanan kanser
vakalarinin yaklasik %5’ini olusturmaktadir. GLOBOCAN 2018 verileri baz alindiginda
BBK insidansinin 2030 yilina kadar %30 oraninda artarak yilda 1,08 milyon yeni vaka
sayisina ulagsmasit beklenmektedir. BBK’nin %95’ini skuamoéz hiicreli karsinomlar

olusturmaktadir (Kilic et al. 2020; Johnson et al. 2020).

Son yillardaki terapétik ilerlemeler BBK nin tedavisinde basarili sonuglara yol
acmasina ragmen, niiks ve metastaz gibi etkenler bu hastalarin sag kalim oranlarinin
yiikselmesinin oniindeki en 6nemli nedenlerdir (Rahman et al. 2019; Wang et al. 2020;
Zhou et al. 2020). Bu nedenle, BBK karsinogenezinin molekiiler alt yapisinin anlagilmasi,
erken teshis araglarin gelistirilmesi, prognozun 6n goriilmesi ve etkili teraportiklerin
olusturulmasi olduk¢a Onemlidir. Dolayisiyla, BBK hastalarina daha 1yi tedavi
alternatifleri sunmak i¢in BBK'daki etkili biyobelirtecleri ve potansiyel molekiiler

mekanizmalar1 arastirmak oldukca 6nem arz etmektedir.

Su ana kadar, BBK i¢in yapilan pek cok calisma ile, tedavilerin etkinligini
arttiracak ve hastaligin iler1 evrelerde tanilanmasimni engelleyecek, erken tani
biyobelirteglerinin belirlenmesi ile yeni ve daha etkili tedavi stratejilerinin gelistirilmesi
amaglanmistir. Bu amag dogrultusunda, mikroRNA’larin karsinogenez siirecinde etkili
oldugunu gostermek adina ¢ok sayida ¢alisma yapilmistir (Wang et al. 2013; Xu et al.
2022; Feng et al. 2022). Klinik 6rneklerde ve BBK hiicre hatlariin kullanildigi bir¢cok
calismada mikroRNA’larin anormal bir sekilde ifade edildigi ve bu anormalliklerin
BBK’nin olusum ve ilerlemesinde son derece onemli rollere sahip oldugu ortaya
cikarilmistir. Bu nedenle, BBK’nin patogenezinin ve progresyonunun tam olarak

anlasilmasinda, mikroRNA’larin rollerini aydinlatmak dikkat ¢ekici bir adimdir.

MikroRNA’lar genomun protein kodlayan ekzon veya intron bolgelerinden ya da
proteine doniismeyen 3’ ve 5° UTR bolgelerindeki RNA genlerinden veya intergenik

bolgelerdeki kodlamayan genlerden iiretilen, ancak proteine c¢evrilmeyen fonksiyonel
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RNA molekiilleridir. Kesfedilmelerinden bu yana mikroRNA’larin hiicresel siireclerdeki
rollerinin kesfedilmesi ve yeni mikroRNA’larin bulunmasi agisindan biiyiik ilerlemeler

kaydedilmistir.

Proteinlere doniismeyen bu mikroRNA’lar, mRNA’larin 3’UTR bdlgelerini
hedefleyerek bu RNA’larin par¢alanmasina bunun sonucunda da translasyonun durup
hedef genlerin ifadelerinin azalmasina sebep olan bir siirecte yer alirlar. Simdiye kadar
yapilan calismalar, mikroRNA’larin insan kanserlerinde kapsamli bir sekilde deregiile
edildigi ve tiimor baslangici, biiylimesi, metastazi ve ilerlemesinde Onemli roller
oynadigin1 gostermistir (Ali Syeda et al. 2020). Biitiin kanserlerin patofizyolojisini
etkiledigi diistiniilen mikroRNA’larin, olgun veya Oncli transkriptlerinin anormal
ekspresyonu normal dokulara kiyasla birka¢ farkli tiimor dokusunda karakterize
edilmistir. Calismalar ayrica belirli tiimor tipleri ile iligkili olan farkli mikroRNA ifade

profillerinin de oldugunu gostermistir (Ross and Davis 2011).

MiR-200 ailesinin 6nemli bir iiyesi olan miR-200c-3p, farklilasmis epitelyal
dokularda giiclii bir biyobelirte¢ olarak kesfedilen diizenleyici bir faktordiir (Korpal et al.
2008). Danarto et al. (2020) miR-200c-3p’nin metastatik prostat kanseri dokularinda
metastatik olmayan doku Orneklerine gore ifadesinin azaldigini ve prostat kanseri
hastalar1 igin bir biyobelirte¢ olarak islev gorebilecegini rapor etmislerdir. ilging bir
sekilde hem bolgesel hem de metastatik meme kanseri timor ve serum 6rneklerinde miR-
200c-3p’nin yiiksek diizeyde ifade edildigi gosterilmistir (Navarro-Manzano et al. 2022).
Karatas et al. (2016b) tarafindan CD133+ ve CD133- LSHK o6rneklerinin mikroRNA
profil karsilastirmasinin yapildigi baska bir ¢alismada miR-200c-3p ifadesinin CD133+
larenks kanser kok hiicrelerinde kayda deger bir oranda ifadesinin azaldigi ortaya
cikartlmistir. MiR-200c-3p’nin kok hiicrelerle iligkili 6zelliklerin kazanilmasi ve
stirdiiriilmesinin yani sira, kemoterapi direnci, timdr gelisimi ve metastazinda da rol

oynadig bilinmektedir.

Diger mikroRNA’larda oldugu gibi miR-200c-3p’de terapdtik direncin
olusumunda oldukga etkilidir. Meme kanseri hiicre hatlariyla yapilan bir ¢alismada, miR-
200c-3p’nin MDR1 ifadesini baskilayarak hiicrelerin Doxorubicin’e karst hassasiyetini

arttirdig1 belirtilmistir (Safaei et al. 2022). Ayn1 sekilde, Olaparib direngli yumurtalik
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kanseri hiicrelerine miR-200c-3p transfeksiyonu sonrasi, miR-200c-3p direncli hiicrelere
kars1 Olaparib’in antikanser etkinligini arttirdig1 gosterilmistir. Renal hiicreli karsinom
hiicre hatlarinin kullanildig1 bagka bir ¢alismada, miR-200c-3p’nin SLC6A1 ifadesini
baskilayarak invazyon ve migrasyonu engelledigi belirtilmistir (Maolakuerban et al.

2018).

Taksol, meme, yumurtalik ve bas ve boyun kanserleri basta olmak iizere pek ¢ok
kanserin tedavisinde kullanilan antineoplastik bir kemoterapi ajanidir. Taksol gibi
mikrotiibiilleri hedefleyen ilaglar, mikrotiibiillerin dinamik yapisinin bozulmasina,
mitozun engellenmesine neden olur. Bunun sonucunda, proliferatif kapasiteleri

baskilanan hiicreler apoptoza yonlendirilir (Yang et al. 2009; Nogales et al. 1995).

Bas ve boyun kanserlerinin tedavisinde cerrahi, radyoterapi, kemoterapi ya da
kemo-radyoterapi gibi terapotik yaklasimlar mevcuttur. Ancak tedavide uygulanacak
cerrahi metotlarin uygulanan organin fonksiyonunu bozdugu da bilinmektedir. Bu
nedenle, bag ve boyun kanseri hastalarinin tedavisinde radyoterapi ve kemoterapi ya da
bu ikisinin kombinasyonunun kullanimina yonelik bir egilim vardir. Kemoterapi ya da
kemoradyoterapi, tiimoriin ilerlemesini kontrol altina almak ve ileri evre (III veya IV) bas
ve boyun kanserli hastalarin sag kalim siirelerini uzatmak i¢in de umut verici yontemler
olarak diisiiniilmektedir (Kawashita et al. 2020). Bununla birlikte, kemoterapi tedavisinde
ortaya cikabilecek olan kemoterapi direnci, tiimoriin ilerlemesine, niiksetmesine ve
hastalarin uzun vadeli sag kalim oranlarinin diigmesine neden olabilmektedir (Kawashita

et al. 2020).

Kanser kok hiicrelerinin varligi, apoptozun baskilanmasi, DNA onarim
mekanizmasindaki bozukluklar, artan ilag akisi ve epitel mezenkimal gecis dahil olmak
tizere kemoterapdtik ajanlara karsi direnci destekleyen pek cok sayida mekanizma
bulunmaktadir (Bayraktar and Van Roosbroeck 2018; Wang et al. 2015a). Bu
mekanizmalarin ortak 6zelligi, taksol aktivitesinin azalmasina bagl olarak, taksol ile
uyarilma sonucu hiicrelerin apoptotik mekanizmalara kars1 bir direng sergilmesine yol

actig1 bilinmektedir.
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Ayni zamanda KRAP olarak da bilinen SSFA2 KRAS ile indiiklenen aktin
etkilesimli bir gendir. ilk olarak, HCT116 insan kolon kanseri hiicrelerinde KRAS
tarafindan up-regiile edilen genlerden biri olarak tanimlanan KRAP, karaciger, pankreas,
kahverengi yag dokusu ile yetiskin bir farenin nadiren iskelet veya kalp kasinda da ifade
edildigi gosterilmistir (Zhu et al. 2019; Fujimoto et al. 2009). KRAP, baliktan memeli
tiirlerine kadar yapisal olarak korunmus bir gen olmasina ragmen, ekspresyon paterni ve
islevi hala tam olarak aydinlatilamamistir. Ancak, KRAP’1n insan ve farede yiiksek dizi
benzerligine sahip olmasi, fizyolojik olarak bu genin olduk¢a onemli rollere sahip

olabilecegini diisiindiirmektedir (Fujimoto et al. 2007).

Son yillarda yapilan aragtirmalar, SSFA2’nin kanser i¢in potansiyel bir hedef
olabilecegini ortaya koymaktadir. Lenfoma hiicreleri ile yapilan bir calismada, p38
MAPK inhibisyonunun, SSFA2 ekspresyonunu azalttig1 ve SSFA2’nin, kronik lenfositik
l6semide proliferatif fenotipi etkileyebilecegi gosterilmistir (Lin et al. 2004).

IP3R’nin farkl: tipteki dokularda farkli ifadeye sahip ii¢ alt tipi mevcuttur ve her
biri ER zarlar1 iizerinde 6zellesmis Ca®" salinim kanali olarak fonksiyon gdstermektedir.
(Fujimoto et al. 2011c). Son zamanlarda yapilan ¢esitli ¢alismalarla IP3R ’nin 6zellikle
tip I izoformunun (IP3R1) IP3 kaynakli Ca*" salimmindan, Ca*" salinim kapasitesinden
ve hiicrelerin ¢ogalmasindan birincil derecede sorumlu oldugu gosterilmis (Wang et al.
2001) ve IP3R1 aracihi Ca*" artisinin, mitokondriyal apoptozun indiiklenmesi i¢in de

onemli bir sinyal oldugu bildirilmistir (Assefa et al. 2004).

Hiicre i¢i Ca** gen ekspresyonu, hiicre déngiisii kontrolii, hiicre hareketliligi,
otofaji ve apoptoz gibi hemen hemen tiim hiicresel yolaklarda yer alan ve her yerde
bulunan olduk¢a 6nemli bir sinyal molekiiliidiir (Berridge et al. 2000; Schrodl et al. 2009).
Bu, ozellikle proliferasyon ve apoptoz arasindaki dengenin saglanmasi agisindan
gereklidir. Hiicre ¢ogalmasi ve hiicre liimii arasinda ortaya ¢ikan bu tiir dengesizlikler

kansere neden olan 6nemli bir mekanizmadir (Schrddl et al. 2009).

Literatiirden elde edilen birkag arastirmaya gore, IP3 reseptorii etkilesimli bolge
iceren protein 2 (ITPRID 2) olarak da bilinen SSFA2, IP3R nin hiicre i¢i lokalizasyonu

ve fonksiyonel aktivitesi agisindan oldukca 6nemlidir (Fujimoto et al. 201 1b; Fujimoto et
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al. 2011c). siRNA aracili KRAP ifadesinin ortadan kaldirilmasiyla hiicrelerde 1P3
reseptorii ifadesinin artmasina ve buna paralel de sitozolik Ca*'konsantrasyonun
artmasina neden olmustur. Aksine, KRAP’1n yiiksek diizeyde ifade edildigi hiicrelerde
IP3 reseptoriiniin aktivitesini kaybettigi ve bunun sonucunda da sitozolik Ca®" miktarinda
azalmaya neden oldugu bildirilmistir (Thillaiappan et al. 2021). Bu nedenle KRAP, 1P3
reseptorlerinin hiicresel konumunun belirlenmesinde ve islevsel olmasinda oldukga
onemli goriinmektedir ve daha yiiksek IP3R seviyeleri Ca?" sinyallerinin olusumu i¢in

zorunlu goriinmektedir (Vorontsova et al. 2022).

Tim bu bigiler neticesinde, bu tez kapsaminda miR-200c-3p’nin BBK
patogenezinde ve terapdtik direng olusumundaki rollerinin daha detayli incelemesi
yapilmis, olas1 hedef genleri ve bu genlerin taksol direncindeki etkileri in vitro deneylerle

incelenmistir.

Bu amag¢ dogrultusunda yapilan in siliko ¢aligmalarla, miR-200c-3p’nin farenks
ve nazofarenks dokularinda yiliksek ifadeye sahip oldugu, buna karsin bas ve boyun
skuamo6z hiicreli karsinom orneklerinde nispeten diisiik ifadeye sahip oldugu
gosterilmistir. Ardindan, bas ve boyun kanseri hastalarina ait timor doku drneklerinde,
miR-200c-3p ifadesinin normal doku 6rneklerine gére dnemli 6lclide azaldiginin ortaya
cikarilmasi, miR-200c-3p’nin BBK olusum ve patogenezinde katki saglayabilecegine
dair 6nemli bulgular sunmustur. Elde edilen bu bulgular, tez kapsaminda yapilacak

caligmalarin ¢ikis noktas1 olmustur.

Elde ettigimiz verilerde, BBK hiicre hatlarinda miR-200c-3p’nin artan ifadesinin,
hiicre canliligi, hiicre gocii, hiicre invazyonu, hiicrelerin koloni olusturma potansiyeli ve
apoptotik aktivitesi gibi bir takim karsinogenez siireci ile iligkili hiicresel fenotiplerle

negatif yonde iligkili oldugu gdsterilmistir.

MiR-200c-3p’nin bas ve boyun skuamoéz hiicreli karsinomlarda tiimdr siipresor
fonksiyona sahip oldugunu molekiiler seviyede daha fazla dogrulamak adina miR-200c-
3p’nin olas1 hedef genleri aragtirilmistir. Hem miR-200c-3p hem de miR-363-3p icin 10
in siliko programin en az 9 tanesi tarafindan tahmin edilen 5’er gen olasi hedef olarak

olarak secilmistir. Tespit edilen bu tahmini hedef genler arasinda dncelikli aday genin
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belirlemesi i¢in yapilan literatiir taramasi sonucu dil ve hipofarenks kanserlerinde
onkogen olma potansiyeli en yliksek olan SSFA2 aday gen olarak belirlenmistir. Daha
sonra, BBK hiicreleri ve hastalardan elde edilen tiimor doku 6rneklerinde SSFA2 ifade
seviveyisi mRNA ve protein diizeyinde incelenmis ve SSFA2 ifadesinin hem RNA hem
de protein diizeyinde kanser hiicreleri ve tiimor dokularinda normal hiicre ve normal doku
orneklerine gore Onemli Ol¢lide arttigi gosterilmistir. Ayrica, miR-200c-3p’nin BBK
hiicrelerinde ektopik olarak artan ifadesine paralel SSFA2 ifadesinin mRNA ve protein
diizeyinde azaldigi gosterilmis ve bu BBK hiicre hatlarinda miR-200c-3p’nin olasi
hedefinin SSFA2 oldugu lusiferaz testi araciligiyla dogrulanmistir. Bunlara ek olarak,

BBK hiicrelerinde artan SSFA?2 ifadesi agresif tiimdr fenotipleri ile iligkili bulunmustur.

BBK hastalarinin tedavisinin oniindeki en biiylik engellerden biriside tedaviye
direngtir. BBK’inde onkogenik fonksiyona sahip oldugunu gosterdigimiz SSFA2 bu
taksol direncinin ortaya ¢ikmasinda oldukga etkilidir. Bu ama¢ dogrultusunda SSFA2’yi
yiiksek diizeyde ifade ettigimiz BBK’1 hiicrelerinde taksol diren¢ mekanizmasinda etkili
olan IP3R1’in aktivitesi kaybolmakta ve bunun neticesinde ER zarlar iizerinde bulunan
IP3R1 reseptorleri aracilifiyla sitoplazmaya Ca** salimimi gergeklesememektedir. Bunun
sonucunda hiicre igerisine salgilanan Ca** miktar1 azalmakta ve taksol ile uyarilan
hiicreler apoptoza gidememektedir. Sonug olarak, taksole karst kazanilan direng
mekanizmalarindan birisinin de IP3R1 aracilikli apoptoza karsi direng gelismesinden
kaynaklanmaktadir ve bu durumda hiicre i¢i Ca** miktarinin azalmasiyla iliskilidir. Bu
ama¢ dogrultusunda miR-200c-3p’nin hedefi oldugu dogrulanan SSFA2’nin, bas ve
boyun kanserlerinde taksole kars1 gelisen direng mekanizmasi iizerindeki etkilerini ortaya
koymak adina, taksole diren¢ kazandirilan hiicre hatlarinda bir takim in vitro ¢alismalar
yapilmistir. Bu amag¢ dogrultusunda, SSFA2’nin yiiksek diizeyde ifade edildigi FaDu
hiicreleri ve parental hiicreler taksol ile muamele edilmis ve SSFA2’nin yiiksek diizeyde
ifade edildigi hiicrelerde taksoliin canliligi parental hiicrelere gore daha az etkiledigi
gosterilmistir. Ayrica, taksol direncli hiicrelerde parental hiicrelere goére SSFA2
ifadesinin RNA ve protein diizeyinde de 6nemli 6l¢iide arttig1 ortaya konulmustur. Bunun
yant sira, taksol direncli hiicrelerde SSFA2’nin endojen olarak susturulmasi bas ve boyun

kanser hiicrelerini tekrar taksole kars1 hassas hale getirmistir.
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SSFAZ2 ile negatif yonde korelasyon gosterdigi hem literatiir taramasi hem de elde
ettigimiz veriler dogrultusunda ortaya ¢ikarilan IP3R1’in bas ve boyun kanseri
hiicrelerinin taksole karsi gelistirdikleri diren¢ mekanizmasinda etkili oldugu tespit
edilmistir. Bunun i¢in ilk olarak, SSFA2’nin overeksprese edildigi FaDu hiicrelerinde
IP3R1 ifadesinin mRNA ve protein diizeyinde azaldigi gosterilmistir. Ardindan,
SSFA2’nin bas ve boyun kanseri hiicrelerinin taksole karsi direng gelistirmelerinin
IP3R1’in baskilanmasi sonucu oldugunu dogrulamak adina, taksol direncli hiicrelerde
SSFA2’nin endojen olarak susturulmasi saglanmis ve bu hiicrelerde IP3R1 ifadesinin

RNA ve protein diizeyinde arttig1 gosterilmistir.

Taksol direnginde IP3R1’in etkili olabilecegini daha fazla dogrulamak adina,
taksol direncli hiicrelerde IP3R1 ifadesinin mRNA ve protein diizeyinde azaldigi
gosterilmistir. Ayrica, IP3R1’in inhibitorii olan XEC ile hiicrelerin muamele edilmesi de
hiicrelerin taksole kars1 direng gelistirmesine yol agmistir. Bunlara ek olarak, SSFA2 ve
IP3R1 arasinda negatif bir korelasyon oldugu da XEC ile muamele edilen hiicrelerde

SSFA2’nin protein diizeyinde artig gdstermesi ile dogrulanmistir.

ER zarlari iizerinde bulunan IP3R1, hiicre icerine Ca’' saliniminda oldukca
etkilidir. Hiicre icerisine salinan Ca" ise hiicrenin apoptoza gitme siirecine katki saglayan
molekiillerdendir. Bununla birlikte, hiicrelerin cesitli agonistlerle uzun siireli uyarilmasi
IP3 reseptdriiniin ubikitin-proteazom yolagi araciligiyla par¢alanmasina ve ER’den hiicre
ierisine salman Ca?" miktarmin diismesine neden olur. Bunun sonucunda da apoptoza

gidemeyen hiicre ¢esitli kemoterapoétiklere karsi bir direng gelistirir (Rong et al. 2009).

Bu bilgiler dogrultusunda, IP3R1 aracili Ca** salmiminm hiicrelerin taksole kars1
direng gelistirmesinde etkili oldugu ilk olarak SSFA2’nin yiiksek diizeyde ifade edildigi
FaDu hiicrelerinde incelenmis, bu hiicrelerde SSFA2 artisina paralel hiicre igerisine
salinan Ca?" miktarinda bir diisiis meydana gelmistir. Yine aym sekilde, XEC ile
muamele edilen taksol direncli hiicrelerde, hiicre igerisine salinan Ca?" miktarinda da bir
diisiis meydana gelmistir. Bunlara ek olarak, SSFA2’nin endojen olarak susturuldugu
taksol direngli hiicrelerde, hiicre icerisine salinan Ca®" miktarm da bir artis meydana

gelmistir.
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Bulgularimiz, bas ve boyun kanseri hiicrelerinde miR-200c-3p’nin azalmasinin bu
hiicrelerde taksol direncini arttirabilecegini, SSFA2’nin susturuldugu durumlarda ise
artan IP3R1’in bu direnci tersine cevirebilecegini gdstermektedir. Elde ettigimiz bu
bulgular, BBK hiicrelerinde taksole karsi diren¢ mekanizmasmin gelismesinde miR-
200c-3p/SSFA2/IP3R1 aksisinin olduk¢a dnemli bir aract ve BBK tedavisi i¢in 6nemli
bir hedef olabilecegini gostermektedir. Bununla birlikte, bas ve boyun kanserlerindeki
terapotik direng siirecindeki bu yolagin roliiniin daha kapsamli bir sekilde incelenmesi

amactyla bagka projeler i¢in 6n veri olarak kullanilacak sonuglara ulasilmistir.
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