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OZET

YUKSEK LISANS TEZI

KARBOPLATIN’IN BAS VE BOYUN KANSERI UZERINDEKI ANTi-KANSER
ETKIiSININ MiR-145 ILE iLISKiSININ ARASTIRILMASI

Ahsen KILIC

Erzurum Teknik Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Molekiiler Biyoloji ve Genetik Ana Bilim Dali
Danisman: Dog. Dr. Omer Faruk KARATAS

Bas ve boyun skuaméz hiicreli karsinom (HNSCC), bas ve boyun bolgesinde sik goriilen kanser tiirlerinden
biridir. Karboplatin, HNSCC dahil birgok kanserin tedavisinde kullanilir. Karboplatinin tiimor hiicrelerinin
mikroRNA profilini degistirdigi gosterilmistir, ancak, karboplatin sitotoksik etkilerini gosterirken bu
stirecte mikroRNA'larin katilimi1 hakkinda smurlt ¢alisma vardir. Bu ¢alismada, karboplatin uygulamasi
sonrasinda miR-145 ifade seviyeleri ve iyi karakterize edilmis direkt hedeflerinin arastirilmasi
amaglanmistir. Bu dogrultuda, karboplatin ve miR-145'in HNSCC hiicrelerinin proliferatif kapasitesi
tizerindeki etkisi, Cell Viability Detection Kit-8 kullanilarak degerlendirildi. MiR-145 ve hedeflerinin ifade
seviyeleri, karboplatin muamelesi ve p53 inhibisyonu iizerine kantitatif-gercek zamanli-PCR kullanilarak
degerlendirildi. Western blot, karboplatin ve/veya pifitrin-o ile muamele edilen hiicrelerde p53 ve p53’iin
asetillenmis versiyonlarmin seviyelerini 6lgmek i¢in kullanildi. Karboplatinin, HNSCC hiicrelerinin
canliligini inhibe ettigi ve miR-145 ifade seviyesini doza bagimli bir sekilde indiikledigi gosterildi. MiR-
145’in asint ifadesine benzer sekilde, karboplatin muamelesi miR-145 dogrudan hedeflerinin ifade
seviyesini baskiladi. Ayrica, miR-145'in transkripsiyonel aktivatérii olan ve karboplatin muamelesi
sonucunda aktive olan p53'n karboplatin ile muamele edilmis hiicrelerde pifitrin-a tarafindan
inhibisyonunun miR-145 direkt hedeflerin baskilanmasini tersine ¢evirdigi gosterildi. Sonuglar,
karboplatinin hiicreleri 6ldiirme mekanizmalarindan birinin DNA hasar ile aktiflesen p53’iin artan
ifadesine paralel olarak miR-145 ve hedeflerinin deregiilasyonu olabilecegini géstermektedir. Bildigimiz
kadartyla bu bulgular, kanser hiicrelerinde karboplatin ve miR-145 arasindaki iligkiyi ortaya koyan ilk

bulgulardir.
2021, 63 Sayfa

Anahtar Kelimeler: Bas ve boyun kanseri, Karboplatin, p53, miR-145, mikroRNA



ABSTRACT

MS. Thesis

INVESTIGATION OF THE ANTI-CANCER EFFECTS OF CARBOPLATIN ON
HEAD AND NECK CANCER CELLS IN ASSOCIATION WITH MIR-145

Ahsen KILIC

Erzurum Technical University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Molecular Biology and Genetics
Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Omer Faruk KARATAS

Head and neck squamous cell carcinoma (HNSCC) is one of common cancer types in the head and neck
region. Carboplatin is used against several cancers including HNSCC. Carboplatin has been shown to
change microRNA profile of tumor cells, however, there is limited study about the involvement of
microRNAs while carboplatin exerts its cytotoxic effects. In this study, we aimed at investigating the
expressions of miR-145 and its well-characterized direct-targets upon carboplatin treatment. The effects of
carboplatin and miR-145 on the proliferative capacity of HNSCC cells were evaluated using Cell Viability
Detection Kit-8. Expressions of miR-145 and its targets were evaluated using quantitative-real-time-PCR
upon carboplatin treatment and p53 inhibition. Western blot was used to measure the levels of p53 and its
acetylated versions in cells treated with carboplatin and/or pifithrin-o. We demonstrated that carboplatin
inhibited the viability of HNSCC cells and induced the expression of miR-145 in a dose dependent manner.
Similar to miR-145 overexpression, carboplatin treatment suppressed the expressions of miR-145 direct-
targets. Besides, we showed that carboplatin activated p53, which is a transcriptional activator of miR-145,
and inhibition of p53 by pifithrin-a in carboplatin-treated cells reversed the suppression of miR-145 direct-
targets. Our results show that one of the mechanisms of carboplatin to kill cells might be induction of miR-
145 and deregulation of its targets in parallel, via p53 activation, which happens through carboplatin’s DNA
damaging property. To the best of our knowledge, these findings are the first to reveal the relationship
between carboplatin and miR-145 in cancer cells.

2021, 63 Page

Key Words: Head and neck cancer, carboplatin, p53, miR-145, microRNA
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1. GIRIS

1. GIRIS

1.1 Kanser

Kanser, hiicrelerin kontrolsiiz ve anormal bir sekilde c¢ogalmasiyla normal
hiicrelerin tiimdr hiicrelerine doniistiigii viicudun hemen hemen her dokusunda veya
organinda meydana gelebilen, ¢ok asamali sliregte ortaya ¢ikan bir hastaliktir (Anonim
2021). Tiirkiye Cumhuriyeti Saglik Bakanlig1 kanseri, bir organ veya dokudaki hiicrelerin
kontrolsiiz olarak boliinlip cogalmasiyla ortaya ¢ikan kotii urlar olarak tanimlanmaktadir

(Barlak 2018).

Kanser diinya capinda kardiyovaskiiler hastaliklardan sonra ikinci en yayin
goriilen hastaliktir. Her alt1 6liimden birisi kanser nedeniyle meydana gelmekle birlikte
2018 yilinda kanser iliskili tahmini 6liim say1s1 9.6 milyondur (Anonim 2018). Giiniimiize
kadar tanilanan 200°den fazla kanser tiirii ve 100°den fazla kanser ¢esidi vardir. Kanser
tiirleri genellikle kanserin koken aldig1 doku ve organa gore adlandirilir. Ayrica kanser
tiirleri epitel hiicre veya skuamoéz hiicre gibi kendisini olusturan hiicre tipi ile de tarif

edilebilir (Yildiz 2014).

Kanser hem hiicrelerin boliinmelerini ve isleyis seklini kontrol eden genlerdeki
degisikliklerden hem de g¢evresel faktorlerden kaynaklanan kompleks bir hastaliktir.
Kanser olusumuna ve gelisimine katkida bulunan genetik faktorler proto-onkogenler,
timor siipresor genler ve DNA tamir genleri olmak iizere ii¢ ana gen tipini igermektedir.
Proto-onkogenler normal hiicre biiylimesi ve bdliinmesinde temel olarak rol alan
genlerdir. Bu genlerde herhangi bir mutasyon araciligiyla degisiklik meydana geldiginde
normalden daha aktif olarak hiicrelerin kontrolsiiz biiylimelerine, bdliinmelerine ve
hayatta kalmalarina izin vererek kanser gelisimine katkida bulunan genler olarak rol
oynayabilirler. Hiicre biiyliimesini ve boliinmesini kontrol eden diger bir gen grubu tiimor
stipresor genlerdir. Timor slipresor genlerde meydana gelen degisiklikler de hiicrelerin
kontrolsiiz boliinmelerine yol agabilir. DNA tamir genlerinde mutasyon bulunan hiicreler
diger genlerde de mutasyon gelistirme egilimindedirler. Tiim bu mutasyonlarin birikmesi
de hiicrelerde kanser gelisimine neden olabilmektedir (Anonim 2015). Tiim kanserlerin

sadece %5-10'unun kalitsal bir gen kusurundan kaynaklanmasi, kanser olusumunda



1. GIRIS

cevresel faktorlerin Onemini gostermektedir. Kanser olusumunu ve o6liim oranini
etkileyen onemli ¢evresel faktorler arasinda tiitiin, alkol, diyet, yas, obezite, enfeksiyon

ajanlari, cevresel kirleticiler ve radyasyon bulunur (Sekil.1.1) (Anand et al. 2008).

Gevresel

Faktorler
9%90-95
Meme
18
u...m. o
prostat 21 Testikiler PR— : )
a2 o %46 W %3035
e \
. Obezite 3 _ )
*m , %10-20 \
Genler Gevresel '
Faktorler |
Akdtev
ﬂrM Enfeksiyon Ajanlan 5
%1520
Mulupll mi
urmul %25-30

Sekil.1.1 Kansere Sebep Olan Etmenler (Anand et al. 2008).

1.2 Kansere Sebep Olan Bazi Cevresel Faktorler

Tiitiin Kullanimi: Titlin kullanimi, en az 14 kanser tiriiniin gelisme riskini
arttirmaktadir. Buna ek olarak, tiitiin kullanim1 tiim kanser 6liimlerinin yaklasik %25-
30'unu ve akciger kanserinden Sliimlerin %87'sini olusturmaktadir. Tiitiin dumaninda

70'ten fazla kanserojen oldugu belirlenmistir (Anand et al. 2008).

Alkol: Kronik alkol kullaniminin agiz boslugu kanserleri, farenks, hipofarenks, girtlak ve
0zofagus, karaciger, pankreas ve meme kanserleri dahil olmak iizere, bir¢cok kanser i¢in
bir risk faktori oldugu gosterilmistir (Anand et al. 2008). Alkoliin kanser olusumuna nasil
katkida bulundugu tam olarak anlasilamamuistir; ancak etanoliin bir ko-karsinojen oldugu
diistiniilmektedir. Ek olarak alkoliin NF-xB proinflamatuar yolunu aktive ederek timor

olusumuna katki sagladigi diisiiniilmektedir (Sekil 1.2).
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Sekil 1.2 Alkol ve sigara tiiketiminin kanser ile iligkisi (Anand et al. 2008).

Diyet: Diyetin kansere nasil katkida bulundugu tam olarak anlagilamamistir. Ancak
nitratlar, nitrozaminler, pestisitler ve dioksinler gibi kanserojenlerin ¢ogunun yiyecek
veya yemek pisirme iirlinlerinden geldigi diisliniilmektedir. Baz1 gida kanserojenlerinin

inflamatuar yolaklar1 aktive ettigi gosterilmistir (Anand et al. 2008).

Obezite: Insiilin benzeri biiyiime faktdrii, insiilin, leptin, cinsiyet hormonlari, sismanlik,
instilin direnci ve inflamasyon gibi norokimyasallar1 igeren obezite ile kanser arasinda

yaygin iliski oldugu pek ¢ok calisma ile gosterilmistir (Anand et al. 2008).

Enfeksiyon Ajanlari: Diinya capinda neoplazmalarin yaklasik %17,8°1 enfeksiyonlarla
iligkilidir. Enfeksiyonla iliskili inflamasyon, kanser i¢in ana risk faktoriidiir ve kansere
bagli neredeyse tiim virlislerin inflamatuar belirtec olan NF-«kB'yi aktive ettigi

gosterilmistir. (Anand et al. 2008).

Cevre Kirliligi: Bir¢ok hava kirletici madde kanser riskini, 6zellikle de akciger kanseri
riskini arttirmaktadir. Ugucu organik bilesikler ve bocek ilaglari gibi Kirleticiler, cocukluk

¢ag1 16semi ve lenfoma riskini artirir (Anand et al. 2008).

Radyasyon: Radyasyonun yol actig1 kanserler arasinda 16semi, lenfoma, tiroit kanserleri,

cilt kanserleri, sarkomlar, akciger ve meme karsinomlari bulunur (Anand et al. 2008).
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Dogru kanser tanisi etkili tedavi yaklasiminin belirlenmesi i¢in oldukga 6nemlidir.
Kanser tedavi siirecinde mortaliteyi azaltmak ve hastalarin sag kalim oranlarini artirmak
icin farkli tedavi secenekleri kullanilmaktadir. Tedavi secenekleri kanserin tiiriine,
evresine, yerine, kisinin genel saglik durumuna bagl olarak degismekle birlikte
radyasyon, cerrahi ve kemoterapi kullanilan en yaygin ve geleneksel tedavi yontemleri
arasindadir. Cerrahi tedavi viicudun diger kisimlarina yayilmamis olan kanserlerin
tedavisi i¢in kullanilir. Kanserin etkiledigi viicut kismi veya tamami ¢ikarilir fakat tiim
kanser tiirleri i¢in cerrahi tedavi kullanilamaz. Kemoterapi kanser hiicrelerini yok etmek
veya biiyiimelerini yavaslatmak i¢in kullanilan giiglii ilag tedavisidir. Kemoterapi yayilan
kanserler i¢in etkili bir tedavi yontemidir. Mevcut kemoterapi ajanlarinin tiim kanser
tirlerinde etkinligi ayn1 degildir. Kemoterapinin ¢ok sayida tiirii olmasina ragmen
kullanilacak olan yontem kanserin tiiriine, asamasina ve hastaya baglidir. Radyoterapi x-
ray 1sinlarini kullanarak kanser hiicrelerinin ¢ogalmasini yavaslatmak veya yok etmek
icin kullanilan diger bir tedavi yontemidir. Radyoterapi tek basina, kemoterapi veya
cerrahi ile birlikte kullanilabilir (Mariah-Singh and Raymakers 2018; Wadhawan et al.
2019).

Mevcut tedavi yaklasimlarina ragmen kanser sikligi diinya genelinde hizli bir
sekilde artmakta, her gegen giin daha fazla biiyiiyen bir saglik problemi olmaktadir. Ayni
zamanda, bireylerin kendilerine, ailelerine, topluma hem psikolojik hem de maddi bir yiik
olusturmaktadir. Elde edilen yeni veriler ve kanser vaka sayilarindaki artis yeni tani ve
tedavi yontemlerine ihtiya¢ duyuldugunu gostermektedir. Bununla birlikte saglik
sistemlerinin gii¢lii oldugu tilkelerde erken tani ve kaliteli tedavi ile birgok kanser tiiriine

sahip bireylerin hayatta kalma sansi ve orani artmaktadir (Anonim 2021).

1.3 Bas ve Boyun Kanseri

Bas ve boyun skuamdoz hiicreli karsinom (HNSCC), hipofarenks, orofarenks,
dudak, agiz boslugu, nazo-farenks veya larenks kaynakli ¢esitli tiimorleri kapsayan
heterojen bir hastaliktir. HNSCC diinya ¢apinda kanserler arasinda altinci siradadir ve

tiimor o6ltimlerinin yaklagik %1 ila %2'sinden sorumludur (Lo Nigro et al. 2017).
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HNSCC, diinya capinda onemli morbidite ve mortalite ile en sik goriilen
kanserlerden birisidir (Yang et al. 2019). Her yil yaklasik 650.000 yeni HNSCC tanist
konmaktadir (Kawakita and Matsuo 2017).

HNSCC’ler esas olarak agiz boslugu, orofarinks, hipofarenks ve girtlakta ortaya
¢ikar. HNSCC'nin birincil etiyolojisi insan papiloma viriisii (HPV), sigara tiikketimi, alkol
tikketimi ve Epstein-Barr virlisii (EBV) enfeksiyonu ile iliskilidir (Li and Zhang 2019).
Ayrica agiz bakiminin diizenli ve uygun yapilmamasi alkol ve tiitiin iriinlerinin
tiiketimiyle bagimli olarak HNSCC i¢in risk faktorleri arasinda gosterilebilir (Guha et al.
2007). Yas, cinsiyet, meslek, ilaglar, radyasyon, genetik faktorler, immiinolojik etkenler,
kimyasal ajanlar, travma, kronik irritasyon gibi ¢esitli faktorler de HNSCC olusumunda
etkilidir. Erkeklerde HNSCC gelismesi kadinlardan iki kat daha olasidir ve HNSCC
erkeklerde kadinlardan daha erken gelismektedir (ortalama yas: erkekler, 62; kadinlar,
66) (Sundermann et al. 2018).

HNSCC i¢in tedavi segenekleri arasinda cerrahi, radyasyon tedavisi, kemoterapi
ve Uciinlin farkli kombinasyonlar1 bulunmaktadir. Hangi tedavinin segilecegi kanser
tiirline, timor biiyiikliigline, TNM evresine, yerine ve hastanin iradesine baghdir. Bu
kapsamli tedavi yontemlerine ragmen, HNSCC’de 5 yillik sagkalim orani yaklasik
%65'tir. Sagkalim, timoriin erken tespit edilmesiyle ve tiimoriin bulundugu yer ile
iligkilidir (Sekil 1.3) (Sundermann et al. 2018; Yang et al. 2019). HNSCC ile iliskili diisiik
sagkalim oranlari, kismen erken tanidaki basarisizliktan kaynaklanmaktadir. Hastalarin

sadece ligte biri erken evrede teshis edilebilir (Economopoulou et al. 2019).
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Sekil 1.3. HNSCC’de Tiimor Bolgelerine Gore Genel Sag Kalim (Carvalho et al.
2005)’dan degistirilerek alinmstir.
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1.3.1 Larenks Anatomisi ve Larenks Kanseri

Larenks, boyun bdlgesinde bulunan solunum ve konusma fonksiyonlarindan
sorumlu bir organdir (Sekil 1.4) (Dibek 2018). Larenks, yutulan materyalin solunum
yoluna aspirasyonunu 6nlemek icin kaslari ve baglar1 barindiran kikirdakli bir yapiya

sahiptir (Hoerter et al. 2019).

Larenks ti¢ boliime ayrilir: supraglottik boliim, glottik boliim ve subglottik bolim.
Supraglottik boliim, hiyoid kemigin alt sinir1, epiglotis ve vestibiiler kivrimlar arasindaki
boliimii icerir. Glottik bolim, ger¢ek vokal kordlar, larenjiyal ventrikiil ve glottisin
genisligini ayarlayan ariteno kikirdaklarindan olusur. Subglottik boliim ise glottisin alt

sinir1 ile trakeanin krikoid kikirdak alt siniriin arasinda bulunur (Dibek 2018).
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Sekil 1.4 Bas ve Boynun Farkli Bolgelerindeki Olasi1 Kanser Bolgelerini Gosteren
Cizim (Dibek 2018)’den degistirilerek alinmistir.

Larenks nefes alis verisi sirasinda hava akisini diizenleme yetenegine sahiptir.
Ayrica konugma, yutma ve nefes alma gibi bircok onemli fonksiyona sahiptir. Alt
solunum yolunun korunmasi larenksin en 6nemli gorevidir. Yutma sirasinda, larenks
soluk borusunu kapatir ve gecici olarak nefes almay1 durdurur. Larenksin diger gorevleri
arasinda konusma fonksiyonun gergeklestirilmesi, solunum siirecinin diizenlenmesi ve

g0ogiis kafesinin sabitlenmesi gosterilebilir (Dibek 2018).
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Larenks kanseri (LKa) bas ve boyun skuamdéz hiicreli karsinomlarinin en sik
goriilen ikinci kanseridir ve tiim viicut malinitelerinin % 2-5’ini olusturmaktadir (Dibek
2018). LKa, Tirkiye’deki giincel verilere gore o6zellikle erkeklerde goriilen 8. kanser
tiirlidiir (Anonim 2017). LKa, kadinlara oranla erkeklerde daha sik goriilmektedir.
Hastalarin yaklasik %60°1 ileri evrede tani alabildigi i¢in yeni tedaviler gelistirilmesine
ragmen LKa’nin 5 yillik sag kalim oraninda belirgin bir azalis gozlenmemistir (Sekil 1.5)
(Karatas et al. 2016a).

100.000 KiSiDEKI SAYI
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YENiVAKAORANI W 6LUM ORANI

Sekil 1.5. 1992°den Giiniimiize Larenks Kanseri Yeni Vaka ve Oliim Oranlari
(Howlader N et al. 2018)’dan degistirilerek alinmistir.

LKa ilerleyen yaslarda daha sik goriilmektedir. LKa tanisi en fazla 55-64 yaslar
arasinda konmaktadir ve larenks kanserli hastalarda medyan tani yas1 65°tir. Larenks

kanseri sebebiyle 6liimdeki medyan yags1 ise 68’tir (Karatag 2014; Obid et al. 2019).

LKa gelisimine pek cok faktor katkida bulunur. Ancak ana risk faktorii tiitiin
iriinleridir (Obid et al. 2019). Alkol tiiketimi, mesleki maruziyet, yas, cinsiyet, 1k, viral
faktorler, hava kirliligi, radyasyon ise diger dnemli risk faktorleri arasindadir (Dibek
2018). Ses kisikligi, boguk ses, yutma gii¢liigli, nefes darligi, kulak agris1 ve oksiirtik
LKa’nin belirtileri arasindadir (Kmis 2008). LKa tanist i¢in bir¢ok teknik
kullanilmaktadir. Bu teknikler dogrudan veya dolayli larengoskopi, mikrolarengoskopi,
manyetik rezonans goriintilleme taramasi, biyopsi incelemesi, tarama, bilgisayarl
tomografi tarama gogiis filmi, pozitron emisyon tomografi taramasidir (Karatas 2014;

Dibek 2018). LKa tedavisinde konvansiyonel koruyucu cerrahi miidahale, endoskopik
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lazer cerrahisi, larenjektomi, radyasyon tedavisi ve kombine kemoterapi kullanilmaktadir

(Kinis 2008).

1.3.2 Hipofarenks Anatomisi ve Hipofarenks Kanseri

Hipofarenks, sag ve sol piriform siniisler, hipofaringeal duvarlar ve her biri tanisal
kodlama i¢in hipofarenksin bir alt bolgesi olarak kabul edilen postkrikoid bdlgeden

olusan en uzun farenks pargasidir (Helliwell 2003).

Hipofarenkste meydana gelen kanserler, farenksin diger bolgelerinde meydana
gelen kanserlerden daha nadirdir (Helliwell 2003). Hemen hemen tiim hipofarenks
kanserleri mukozal skuamoéz hiicreli karsinomlardir. Hipofarenksin skuamdoz hiicreli
karsinomu, tiim bas ve boyun kanserlerinin yaklasik %5'ini olusturur ve bes yillik
sagkalim oranm1 %30 civarinda seyretmektedir. Klinik olarak, hipofarenks karsinomlari

agresif olma ve uzak bolgelere metastaz yapma egilimindedir (Mura et al. 2013; Pracy et

al. 2016).

Hipofarenksin {ist bolgesinde meydana gelen kanserlerin baslica sebebi alkol ve
titlin irtnlerinin tiiketimi iken hipofarenksin alt bolgesi olan postkrikoid bolgede
meydana gelen kanserlerin baslica sebebinin beslenme eksiklikleri oldugu
diistiniilmektedir (Mura et al. 2013). Hastaligin erken evresindeki semptomlarin
eksikliginden ve tiimoriin genellikle mukoza altina yayilmasindan dolayi, hipofarenks
kanserlerinin ¢ogu ileri evrede ortaya ¢ikar ve genellikle uzak metastazlarla tespit edilir.
Hipofarenksin skuamoz hiicreli karsinomlar1 erkeklerde kadinlara oranla daha sik
goriilmektedir. Hipofarenks karsinomlu hastalarin %50’sinde boyun kitlesi mevcuttur.
Boyun kitlesine ek olarak hastalarda yutma giicliigii, agrili yutma, ses degisimi, kulak
agrist gibi semptomlar gézlenmektedir (Mura et al. 2013; De Virgilio et al. 2019).

Hipofarenks kanserleri icin yaygin kullanilan tedavi secenekleri cerrahi,
radyoterapi ve kemoterapidir. Erken evrede tespit edilen hipofarenks kanserleri sadece
radyoterapi ile tedavi edilebilmektedir ancak ileri evre hipofarenks kanserleri i¢in tedavi

secenegi olarak kemoterapi kullanilmaktadir (Mura et al., 2013).
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1.4 MikroRNA’lar

MikroRNA ‘lar endojen olarak sentezlenen, 18-24 niikleotid uzunlugunda, kisa,
tek zincirli, protein kodlamayan RNA molekiilleridir ve transkripsiyon sonrasi gen
ifadesini kontrol eden RNA’lardir (Ricci et al. 2018).

MikroRNA’lar ilk defa 1993 yilinda C. elegans’in gelisimini ¢alisan bilim
insanlar1 tarafindan kodlamayan lin-4 kisa RNA molekiiliiniin C. elegans larvalarmin
gelisimsel siirecinde lin-14 proteinin ifadesini baskilayarak gelisimde rol aldigi
gosterilerek kesfedilmistir (Lee et al. 1993; Olsen and Ambros 1999). Sonraki yillarda
let-7°nin de kesfedilmesi ve bir¢ok organizmada homologlarinin bulundugunun tespit
edilmesiyle mikroRNA’larin gen ifadesinin diizenlenmesinde Onemli bir regiilator

olabilecegi fikri One siiriilmiistiir (Saliminejad et al. 2018).

Bugiine kadar hayvanlar, bitkiler, yuvarlak solucanlar, sinekler, baliklar,
kurbagalar, ¢icekli bitkiler, yosunlar ve viriislerde yiizlerce mikroRNA geni ve binlerce

mikroRNA c¢esidi tanimlanmistir (Reinhart et al. 2000; Mo 2012)

MikroRNA’lar  hedef genlerinin  3’UTR’lerine  baglanarak mRNA
degredasyonuna ya da transkripsiyonel inhibisyona neden olur (Raisch et al. 2013). Tek
bir mikroRNA 200 kadar farkli mRNA’y1 hedefleyebilir ya da aynt mRNA farkl
mikroRNA’lar tarafindan hedeflenebilir. Bu sekilde, protein kodlayan genlerin yaklagik

olarak %60’1n1in ifadesi mikroRNA’lar tarafindan diizenlenir (Balacescu et al. 2018).

Son zamanlarda yapilan mikroRNA ¢alismalari ile mikroRNA'larin farklilasma,
proliferasyon, hiicre O6liimii, apoptoz, organ gelisimi ve metabolizma dahil birgok
biyolojik siirecin kontrol edilmesindeki gorevleri ortaya konulmustur (Bartel 2004;
Hammond 2015). Biyolojik siire¢lerdeki temel rolleri, mikroRNA’larin ifadelerinin
deregiile olmasinin kanser dahil bir¢cok hastaliga yol acabilecegine isaret etmektedir. Bu
nedenle mikroRNA’larin hastalik siireclerinde ve normal siireglerde nasil rol aldiginin

aragtirilmasi gerekmektedir.
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1.4.1 MikroRNA Biyosentezi

MikroRNA biyosentezi evrimsel olarak korunmus bir mekanizmadir. MikroRNA
biyosentezi ile iliskili olarak diizenli ve diizenli olmayan olmak iizere iki farkli yolak

bulunmaktadir (Sekil 1.6 ) (Saliminejad et al. 2018).
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Sekil 1.6 MiRNA’ larin Diizenli ve Diizenli Olmayan Yolaklarla Biyosentezi
(Saliminejad et al. 2018)’ten degistirilerek alinmastir.

Diizenli mikroRNA biyosentez yolaginda mikroRNA sentezi birkag yiiz niikleotid
ile birkag kilobaz arasinda degisen biiyiikliiklerde primer transkriptlerin (pri-mikroRNA)
sentezi ile baslar (Denli et al. 2004). MikroRNA’lar polimeraz II araciliiyla ¢ekirdekte
uzun pri-mikroRNA’lar olarak transkribe edilir (Ambros 2004; Bartel 2004; Zamore and
Haley 2005). Pri-mikroRNA’larin ¢ogunda mRNA’lar gibi 5* ucunda Cap ve 3’ ucunda
poli-A kuyrugu bulunmaktadir (Cai et al. 2004). Pri-mikroRNA'lar, RNaz Ill enzim
ailesinden olan Drosha ve Dicer i¢in substrat gorevi goren stem-loop yapisina katlanirlar
(Krol et al. 2010). Pri-mikroRNA'lar ¢ekirdekte taninir ve daha sonra RNaz Il enzimi
Drosha ve RNA baglanma preteini DiGeorge syndrome crucial region sequence 8
(DGCRS) araciligryla stem-loop yapisindaki prekiirsér mikroRNA’lart (pre-miRNA'lar)

olusturmak iizere pargalanirlar. Pre-mikroRNA'lar daha sonra niikleer transport reseptorii

10
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Exportin-5 ve Ras-Related Nuclear Protein(RAN) araciligiyla GTP bagimli olarak
sitoplazmaya tasinir (Yi et al. 2003). Burada RNaz I11 enzimi Dicer ve TAR RNA binding
protein (TRBP) tarafindan stem-loop yapisi kesilerek islenir ve ¢ift iplikli olgun
mikroRNA'lar olusturulur (Mo 2012; Ha and Kim 2014). MikroRNA/mikroRNA ¢ift
iplikli yap1 Argonaute (AGO) proteinine yiiklenerek bir ipligi ¢ikarilir ve digeri olgun
mikroRNA olarak islev yapmak iizere AGO araciligiyla RISC (RNA induced silencing
complex) kompleksine yiiklenir. Tek iplikli olgun mikroRNA RISC kompleksine
tutunarak hedef mRNA’lara tasiir (Davis-Dusenbery and Hata 2010). Diger zincirin
niikleazlar araciligiyla pargalandig: diistiniiliirken son bulgular bu zincirin de fonksiyonel
oldugunu ve biyolojik siire¢lerde ¢esitli rolleri oldugunu ortaya ¢ikarilmistir (Bernstein

et al. 2001; Ketting et al. 2001).

Diizenli olmayan yolakta diizenli yolaktan farkli olarak mikroRNA olgunlagmasi
Drosha/DGCRS8'den bagimsiz olarak gergeklesir. pre-mikroRNA’lar mirtron olarak
adlandirilan kisa intron dizilerinden transkribe edilir. Mirtronlar splice mekanizmasi
araciligiyla pre-mikroRNA’lara donistiriiliirler. Daha sonra bu pre-mikroRNA’lar
Exportin-5 araciligiyla sitoplazmaya tasinir ve sonrasinda diizenli yolak ile ayn1 sekilde

olgun mikroRNA sentezi gergeklestirilir (Westholm and Lai 2011).

MikroRNA’nin RISC ile birlesmesi hedef mRNA’ nin taninmasinda énemli rol
oynar ve mRNA deadenilasyonuna, degredasyonuna ya da translasyonel inhibisyona
neden olarak hedef genin baskilanmasina yol agar (Humphreys et al. 2005; Pillai et al.
2005; Nottrott et al. 2006; Petersen et al. 2006; Filipowicz et al. 2008). Olgun mikroRNA
spesifik mRNA’y1 baz eslesmesi yoluyla hedefler (Davis-Dusenbery and Hata 2010).

1.4.2 MikroRNA’lar ve Kanser

MikroRNA ifadesindeki diizensizlikler ¢esitli mekanizmalar aracilifiyla kanser
gelisiminde 6nemli rol oynar. MikroRNA ifade profilleme caligmalari ile normal ve
timorli dokularda farkli ifadelere sahip olduklari, aym1 zamanda tiimor evrelerinin
belirlenmesinde kullanilabilecekleri gdsterilmistir. Ozgiin mikroRNA ifadesi ve kanser
prognozu arasindaki kuvvetli iliski mikroRNA’larin kanser ¢alismalart ve

aragtirmalarindaki 6nemini ortaya koymaktadir (Ma et al. 2012).

11
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MikroRNA’larin hiicre proliferasyonu, apoptoz, farklilagsma, kok hiicre gelisimi,
migrasyon ve invazyon ve benzeri hiicresel siireclerde yer alan gesitli hedef genlerin
ifadesini Ozellikle transkripsiyon sonrasi agamada diizenledikleri ve ifadelerindeki
deregiilasyonun kanser dahil bircok hastaliga sebep oldugu bilinmektedir. (Griffiths-
Jones 2004; Griffiths-Jones et al. 2006; Griffiths-Jones et al. 2008).

MikroRNA’lar kanserde rol aldigi diizenleyici mekanizmalara bagli olarak
onkogenik veya tiimor siipresor mikroRNA (TSmiR) olarak kategorize edilebilir. Bazi
mikroRNA’lar da farkli dokularda onkogen veya tiimor siipresor genleri hedefleyerek

hem onkogenik hem de TSmiR olarak rol alirlar (Sekil 1.7) ( Saliminejad et al. 2018).

TSmiR’ler kanser hiicrelerinde normal doku hiicrelerine gore daha diisiik seviyede
ifade edilirler. TSmiR’lerin azalmis ifadeleri hedef onkogenlerin ifade diizeylerinin
artmasina, boylelikle tiimor gelisimine yol agar. TSmiR’lerin etki mekanizmalar: hiicre
proliferasyonu, hiicre gocii ve apoptozunu etkileyerek karsinogenezde islev goren timor
stipresor genlerle aynidir (Filipowicz et al. 2008; Majid et al. 2010). Bu mikroRNA’larin
in vivo veya in vitro ortamda kanser hiicrelerindeki ifade diizeylerinin normal seviyeye
yiikseltilmesi bu hiicrelerinin proliferatif, invaziv, klonogenik ve metastatik

potansiyellerinin azalmasina yol acar.
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Sekil 1.7 Onkogen ve Tiimor Siipresor MikroRNA” larin Karsinogenez Siireglerindeki
Fonksiyonlar1 (Saliminejad et al. 2018)’ten degistirilerek alinmstir.
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1.4.2 miR-145

MiR-145, yiiksek diizeyde korunmus, ifadesi p53 tarafindan kontrol edilen 6nemli
bir TSmiR’dir. MiR-145, 5q32 kromozomal bolgesinde yerlesik olan 2549 baz
uzunlugundaki MIR145 geninden ifade edilmektedir. Pri-miR-145’in islenmesinden
sonra 88 niikleotit uzunlugundaki pre-miR-145’e doniistiiriilen, sonrasinda da Dicer
tarafindan kirpilarak tek zincirli hale getirilen olgun miR-145" in dizisi 5'-

GUCCAGUUUUCCCAGGAAUCCCU-3'dir (Anonim 2020).

Meme kanseri, kolorektal kanser, hematolojik kanserler, yumurtalik kanseri, B-
hiicreli kanser ve prostat kanseri gibi bircok kanser ¢esidinde siklikla miR-145 ifade
kaybinin oldugu gdosterilmistir (Wang and Lee 2009; Chen et al. 2010). LKa’da yapilan
calismalarda da bir tiimor baskilayict mikroRNA olan miR-145’in ifade kaybinin oldugu
gosterilmistir (Cao et al. 2013; Karatas et al. 2016b; Ding et al. 2017).

p53, hiicre dongiisiinii, DNA replikasyonunu ve kontrolsiiz hiicre boliinmesini
kontrol ettigi i¢in timor baskilayic protein olarak adlandirilir. p53, gesitli genleri aktive
ederek ya da baskilayarak hiicre yollarin1 kontrol eder. p53 proteini mutasyona
ugradiginda islevini kaybeder ve tiimoriin ilerlemesi ile sonuclanir (Kanapathipillai
2018). p53’iin mir-145’in promotorii ile etkilesime girerek mir-145’in ifadesini artirdig1
belirtilmistir. Kanserlerde miR-145 ifadesinin azalmasi promotdr hipermetilasyonu veya
p53 mutasyonlart ile iligkilendirilmistir. Karsinogenez siirecinde miR-145 promotdriiniin
hipermetile oldugu veya p53 mutasyonlarinin p53’tin - miR-145 promotdriine
baglanmasini engelledigi i¢in miR-145 ifadesinin azaldig: belirtilmistir (Sachdeva et al.

2009; Suh et al. 2011).

1.5 Karboplatin

Platin bazli bir anti-kanser ilaci olan karboplatin (cis-diamin-1,1-siklobiitan
dikarboksilat platin), sisplatinin bir analogu olarak gelistirilmistir ve meme, yumurtalik,
akciger ve bas boyun kanserleri dahil olmak {izere bircok kansere karsit uzun zamandir

kullanilmaktadir (Sekil 1.8) (Ando et al. 2014; Dasari and Tchounwou 2014).
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Sekil 1.8 Karboplatin ve Sisplatinin Kimyasal Yapilar1 (Ando et al. 2014)’ten
degistirilerek alinmistir.

Sisplatin etki mekanizmasina benzer sekilde, karboplatin, guanin ve adenin
bazlarina kovalent olarak baglanarak DNA iizerinde capraz baglar olusturur. Olusan
capraz baglar, DNA hasar tanima ve onarimi, hiicre dongiisii durdurma ve apoptozis gibi
cesitli sinyal iletim yollarini aktive ederek hiicrelerin ¢ogalmasini engeller (Sekil 1.9)

(Liu etal. 2011; Ando et al. 2014).

po f— —
— d —_——

— b — I
— e —
0 —_—— — — ——

+ = o , )

- - - e =
— — p— — — —

e = = = —

Karboplatin i ‘ e

— — —

DNA DNA-Karboplatin eklentisi

Sekil 1.9 Karboplatin’in DNA’da Olusturdugu Capraz Baglantilar (De Sousa et al.
2014)’ten degistirilerek alinmistir.

Sisplatin ile karsilastirildiginda karboplatinin daha az nefrotoksik ve néro toksik
yan etkileri vardir (Lokich and Anderson 1998). Karboplatinin sisplatine gore daha az
bulanti, kusma ve bas donmesi meydana getirdigi yapilan Faz [ calismalar ile
gosterilmistir (Lee et al. 1988). HNSCC’li hastalarin tedavisinde de sisplatinin yan
etkilerine kars1 karboplatin alternatif olarak kullanilmaya baslanmistir (Aguiar et al.

2016). Ayrica, karboplatinin, timor hiicrelerinin mikroRNA profilinde  degisikliklere
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neden oldugu cesitli caligmalarla gosterilmistir (Yu et al. 2017; Zang et al. 2017). Ancak,
ozellikle HNSCC'de, tiimor hiicrelerini 6ldiirirken karboplatinin sitotoksik etkilerine

mikroRNA'larin katilim1 hakkinda sinirlt bir ¢aligma vardir.

Tiim bu bilgiler 151¢1nda, bu ¢alismada karboplatin ile muamele edilen HNSCC
hiicre hatlarindan bir tiimor baskilayict mikroRNA olan miR-145’in ve miR-145’in iyi
karakterize edilmis direkt hedeflerinin ifade seviyeleri arastirilarak karboplatinin hiicre
canliligini  azaltirken kullandigi mekanizmalardan birinin  ortaya konulmasi

amaclanmaktadir.
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2. KAYNAK OZETLERI

Shen ve ark. 2018 Karboplatinin larenks kanseri hiicrelerinde doza ve zamana
bagli olarak pro-apoptotik etkisini gostermis ve larenks kanseri hiicrelerinde karboplatin

aracilit apoptoz mekanizmasini ortaya koymuslardir.

Cristina ve ark. 2014 Karboplatinin 4T1 hiicrelerinde ve 4T1 murine meme
kanseri modelinde timor bilylimesini ve metastazi baskilayarak hem in vitro hem de in
vivo anti-kanser etki gosterdigini ve meme kanserinde kombine yeni tedavi stratejilerinin

gelistirilmesi i¢in potansiyel bir aday olabilecegini bulmuslardir.

Lei Lin ve ark. 2016 Karboplatinin kiigiik hiicreli olmayan akciger kanseri
(NSCLC) hiicre hatlarinda mikroRNA ifadesini diizenleyerek NSCLC hiicrelerinin

invazyonunu engelledigini ve anti-kanser 6zellik gosterdigini bulmuslardir.

Economopoulou ve ark. 2019 Bas ve boyun skuamdz hiicreli karsinomda
(HNSCC) sag kalimin iyilestirilmesi igin HNSCC'nin tani, erken tespiti ve prognozunda
umut verici sonuglar gosteren cesitli biyobelirtecler bulunmasi gerektigini ortaya

koymuslardir.

Karatas ve ark. 2016 mikroRNA’larin kanser tam1 ve tedavisinde biyobelirteg
olarak kullanilabilecegini ve larenks kanseri de dahil olmak iizere bir¢ok kanser tipinde

mikroRNA’larin ifadesinin azaldigin1 gostermislerdir.

Seung Un Seo ve ark. 2017 Bas ve boyun skuaméz hiicreli karsinomda (HNSCC)
karboplatin ile muamele edilen kanser hiicrelerinde translasyon sonrasi seviyede c-FLIP

ve Mcl-1 ifadesini asag1 regiile ederek apoptozu indiikledigini gostermislerdir.

Lisa Narveson ve ark. 2016 indiiksiyon kemoterapisi ile tedavi edilemeyen bas ve
boyun kanserli hastalarda daha az toksik yan etkileri olan karboplatin tedavisinin

kullanilabilecegini dnermislerdir.
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Seong O. Suh ve ark. 2011 Prostat kanseri hiicre hatlarinda yaptiklar1 caligsmada
normal hiicrelerde p53’iin mir-145’in promotorii ile etkilesime girerek mir-145’in
ifadesini artirdigini; kanserli hiicrelerde ise p53 proteininde meydana gelen mutasyonun
p53'iin miR-145'e baglanmasini engelledigi i¢in miR-145'in ifadesinin azaldigini ve bu

azalma sonucunda karsinogenezin meydana geldigini bulmuslardir.

Paul Zarogoulidis ve ark. 2015 Akciger kanseri hiicre hatlarinda yaptiklar
caligmada mikroRNA ve karboplatin ile muamele edilen hiicrelerde pro-apoptotik
genlerin aktive oldugunu ve kanser hiicrelerinin proliferatif kapasitelerinin inhibe

edildigini bulmuslardir.
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3.1 Cihazlar

Calismada kullanilan cihazlar Tablo 3.1°de gosterilmektedir.

Tablo 3.1 Cahismada Kullamilan Cihazlar

CIHAZIN ADI MARKA

Derin Dondurucu (-20°C) Templow
Buzdolab1 (4°C) Edesa

Derin Dondurucu (-80°C) ESCO Lexicon®

Epoch Spektrofometre

Laminar air-flow (Class Il Safety Cabinet)

CO Inkiibatér

Akim Sitometre
Mikropipet

Mini Santrifii

Sogutmali1 Santrifiyj

Termal dongii cihaz1 (PZR)
Vorteks

gRT PCR

Otoklav

Invert Mikroskop

Su Banyosu

Saf Su Cihaz1
Isitici-sogutucu Kuru Blok
Isiticili Manyetik Karistiric
Jel Goriintiilleme Cihazi

Blotlama Cihazi

Biotek EPOCH

ESCO NordicSafe™
ESCO Celculture COz Incubator
Partec

Axypet

WiseSpin

Hettich Zentrifugen
SensQuest Labcycler
Wisd Wisemix VM-10
Qiagen Rotor-Gene Q
Tomy SX-500E

Leica

Wisd WiseBath

Millipore Direct- Q-3 UV
Bioer, ch 202

Daihan, shr

Bio-Rad ChemiDoc

Bio-Rad Trans-Blot® Turbo™
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Calismada kullanilan sarf malzemeler, kitler ve kimyasal malzemeler Tablo 3.2°de

gosterilmektedir.

Tablo 3.2 Calismada Kullanilan Sarf Malzemeler, Kitler ve Kimyasal Malzemeler

Sarf Malzeme, Kitler ve Kimyasallar MARKA

96 kuyucuklu plate Corning® Costar®
6 kuyucuklu plate Corning® Costar®
Eppendorf tiipler (0,2 - 0,5- 1,5 ml) IsoLab

25 cm? hiicre biiyiitme kaplari Corning® Costar®
Steril serolojik pipetler (5, 10 ml) LP Italiana

Falkon tiipleri (15, 50 ml) LP Italiana

RPMI 1640 besi yeri Gibco®

DMEM 1X besi yeri Gibco®

Tripsin Gibco®

Fetal Bovine Serum (FBS) Gibco®
Penisilin-Streptomisin Gibco®
L-Glutamin Sigma-Aldrich®
Tripan mavisi Sigma-Aldrich®
Phosphate Buffered Saline (PBS) 1x EcoTech Biotechnology
TRIzol Gibco®

Dimetil siilfoksit (DMSO) Sigma-Aldrich®
Kloroform Sigma-Aldrich®
[zopropanol Sigma-Aldrich®
Etanol Merck
Nitroseliilloz Membran Sigma-Aldrich®
Whatman Kagidi Sigma-Aldrich®
RIPA Lysis Buffer EcoTech Biotechnology
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Laemmli Sample Buffer 10x EcoTech Biotechnology
Siit Tozu EcoTech Biotechnology
ClearBand ECL Western Blot Substrat EcoTech Biotechnology
p53 Primer Antikor Cell Signaling Technology
Beta Aktin Primer Antikor Santa Cruz Biotechnology

Anti-asetil p53(Lys373&382) Primer Antikor Upstate Biotechnology

PMSF Roche

Proteaz Inhibitér Kokteyl Thermo Scientific®
Anti-p53 Asetil K120 Abcam

Sekonder Antikor Santa Cruz Biotechnology

High-Capacity cDNA Reverse Transcription Applied Biosystems
Kit

Lipofectamine 3000 Invitrogen
Cell Viability Detection Kit-8 EcoTech Biotechnology

TagMan MicroRNA Reverse Transcription Kit ~ Applied Biosystems

TagMan Universal Master Mix Applied Biosystems
miR-145 Spesifik Prob Applied Biosystems
RNU43 Spesifik Prob Applied Biosystems
miR-145 mimic Invitrogen
non-targeting mimic control Invitrogen

OCT4 Spesifik Primer Sentegen Biotech
SOX2 Spesifik Primer Sentegen Biotech
KLF4 Spesifik Primer Sentegen Biotech
ABCG2 Spesifik Primer Sentegen Biotech
GAPDH Spesifik Primer Sentegen Biotech

5x HOT FIREPol® EvaGreen®qPCR Supermix  Solis Biodyne
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3.2 Yontem

3.2.1 Hiicre Hatlarimin Temini ve Kiiltiire Edilmesi

Tez kapsaminda kullanilan larenks kanseri hiicre hatti Hep-2 hiicreleri Sap
Enstitiisii Hiicre Kiiltiir Koleksiyonu’ndan ve hipofarenks kanseri hiicre hatti FaDu
hiicreleri izmir Ege Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Biyoloji Anabilim Dali’ndan temin

edildi.

Hep-2 hiicreleri %10 FBS, %]1 penisilin/streptomisin, %1 L-Glutamin eklenerek
hazirlanan RPMI-1640 besi yeri icerisinde ¢ogaltildi. FaDu hiicreleri %10 FBS, %1
penisilin/streptomisin, %1 L-Glutamin eklenerek hazirlanan Dulbecco’s Modified Eagle
Medium (DMEM) besi yeri igerisinde gogaltildi. Hiicreler, deney siiresi boyunca 37°C’de

%5 CO7’li nemlendirilmis inkiibatdrde 25cm? ‘lik flasklar icerisinde kiiltiire edildi.

3.2.2 Hiicre Sayimi

Hiicre sayimi1 Tripan Blue boyama yontemi kullanilarak gergeklestirildi. Hep-2
ve FaDu hiicreleri 25 cm? flasklar igerisinde %70-80 yogunluga ulasincaya kadar kiiltiire
edildi. Yeterli yogunluga ulasan hiicreler PBS ile yikandiktan sonra Tripsin ile muamele
edilerek santrifiij ile ¢oktiriildii. Santrifiij sonrasinda hiicre pelletleri iizerine taze besi
yeri eklendi ve homojen hale gelinceye kadar c¢ozdiiriilerek hiicre siispansiyonlari
hazirlandi. Tripan Blue boyamas:1 i¢in eppendorf tiip igerisine Tripan mavisi
soliisyonundan 15 pl ve sayimi yapilacak hiicre soliisyonundan 15 pl eklendi. Hazirlanan
Tripan mavisi ve hiicre soliisyonu igerisinde kopiik olusmayacak sekilde karistirildi.
Onceden alkol ile temizlenmis olan hemositometre lam ve lameli arasina boyanmus hiicre
soliisyonu yiiklendi. Mikroskop yardimiyla canli hiicrelerin sayimmi gergeklestirildi.
Mililitredeki canli hiicre sayis1 agagidaki formiil kullanilarak hesaplandi ve istenilen

hiicre sayisi hiicre soliisyonu igerisinden alindi.

Ortalama Hiicre Sayis1 x Diliisyon orani x 10.000
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3.2.3 Hiicrelerin 6 Kuyucuklu ve 96 Kuyucuklu Platelere Ekilmesi

Hiicre sayimi1 gergeklestirildikten sonra 6 kuyucuklu platelerin her bir kuyucuguna
2 ml besi yeri igerisinde Hep-2 hiicrelerinden 2x10°, FaDu hiicrelerinden ise 1,8x10°

hiicre olacak sekilde ekim gergeklestirildi.

96 kuyucuklu plateler i¢in ise her bir kuyucukta 100 pl besi yeri igerisinde Hep-
2 ve FaDu hiicrelerinden 3000 hiicre olacak sekilde ekim gergeklestirildi. Hiicreler
deneylerde kullanilincaya kadar 37°C’de %5 CO2 igeren inkiibatorde kiiltiire edildi.

3.2.4 Karboplatinin Stok Cozeltisinin Hazirlanmisi

Ticari olarak temin edilen karboplatin {iiretici firmanin talimatlarina gore
hazirlandi. Kisaca, 5 mg karboplatin tartilarak 1346 ul distile suda ¢oziildi ve 10 mM’lik
stok hazirlandi. Hazirlanan stok karboplatin soliisyonundan 200 pl alinip 800 pl distile su
ile seyreltilerek 2 mM’lik ara stoklar hazirland1 ve alikotlanarak kullanilincaya kadar -

80°C derin dondurucuda muhafaza edildi.

3.2.5 Pifithrin-a Stok Cozeltisinin Hazirlanisi

Ticari olarak temin edilen Pifithrin-a tiretici firmanin talimatlarina gore dimetil

stilfoksit icerisinde ¢oziildii ve 2 mM stok hazirlandi. Alikotlanarak kullanilincaya kadar
-80°C derin dondurucuda muhafaza edildi. Besi yeri ile seyreltilerek 20 uM son

konsantrasyonda hiicrelere uygulandi.

3.2.6 MikroRNA Transfeksiyonu

Tez kapsaminda yapilacak calismalarda kullanilmak {izere hiicreler miR-145
mimik ile transfekte edildi. Kontrol olarak da herhangi bir geni hedeflemeyen

oligoniikleotid dizisi olan kontrol mikroRNA kullanildi.

Transfeksiyon islemi Lipofectamine 3000 Transfection Reagent Kit (Invitrogen,

San Diego, CA, ABD) kullanilarak iretici firmanin protokolii takip edilerek
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gergeklestirildi. Hep-2 ve FaDu hiicreleri 6 kuyucuklu platelere sirasiyla kuyucuk basina
2x10° ve 1,8x10° hiicre olacak sekilde ekilerek 24 saat inkiibasyona birakildi ve

sonrasinda transfeksiyon islemi kisaca asagida tarif edildigi sekilde gerceklestirildi.

6 kuyucuklu platelerde transfeksiyon gerceklestirmek amaciyla her bir kuyucuk
icin 1 pl transfeksiyon reaktifi ve 125 ul Opti-MEM besi yeri, farkli bir tiipte 10 nm
mimik/kontrol mikroRNA yine 125 ul Opti-MEM besi yeri ile karigtirildi. Bu iki karigim
birlestirilerek oda sicakliginda 5 dakika inkiibasyona birakildi. Hiicrelerin bulundugu
kuyucuklardaki besi yeri uzaklagtirildi ve kuyulara taze besi yeri eklendi. Ardindan
hazirlanan 250 pl transfeksiyon karistmi her kuyudaki besi yeri iizerine damla damla
eklenerek plate hafifge karistirildi. Hiicreler, yapilacak deneyin amacina gore 37°C

inkiibator igerisinde inkiibasyona birakilarak 24 veya 48 saat sonra toplandi.

3.2.7 Karboplatinin Hep-2 ve FaDu Hiicrelerinin Proliferasyonu Uzerindeki

Etkisinin Arastirilmasi

Karboplatinin Hep-2 ve FaDu hiicrelerinin hiicre canliligi iizerindeki etkisini
degerlendirmek igin hiicreler 96 kuyucuklu platelere ekildi ve bir giin boyunca 37°C’de
inkiibasyona birakildi. Sonrasinda hiicreler 0,5-1-2 ve 4 pg/ml konsantrasyonlarda
karboplatin iceren besi yeri ile muamele edildi. Karboplatinin hiicre canlilig1 tizerindeki
etkisi 24 ve 48 saat sonra Cell Viability Detection Kit-8 (CVDK-8, EcoTech
Biotechnology, Tiirkiye) kullanilarak {retici firmanin protokolii takip edilerek
degerlendirildi. Kisaca inkiibasyondan sonra kuyucuklardaki besi yeri bosaltild1 ve her
bir kuyucuga %10 CVDK-8 soliisyonu igeren taze besi yeri eklendi. Hiicreler 37°C’de
karanlikta 3 saat boyunca inkiibasyona birakildi. Hiicre canliligi Epoch 2 Microplate

Spectrophotometer cihazi ile 450 nm’de abzorbans 6l¢limii yapilarak degerlendirildi.

3.2.8 Karboplatinin MiR-145 ile birlikte Hep-2 ve FaDu Hiicrelerinin

Proliferasyonu Uzerindeki Etkisinin Arastiriimasi

Karboplatin veya miR-145’in Hep-2 ve FaDu hiicrelerinin hiicre canliligt

tizerindeki etkisini degerlendirmek icin hiicreler 96 kuyucuklu platelere ekildi ve bir giin
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boyunca 37°C’de inkiibasyona birakildi. Sonrasinda Lipofectamine RNAiIMAX
Transfection Reagent kit (Invitrogen, San Diego, CA, ABD) kullanilarak {iretici firmanin
protokolii takip edilerek 10 nm miR-145 mimik veya kontrol mikroRNA transfeksiyonu
yapildi. Transfeksiyon yapilan hiicreler 4 pg/ml konsantrasyonda Karboplatin ile
muamele edildi ve hiicreler 48 saat 37°C’de inkiibasyona birakildi. Hiicre canliligi
CVDK-8 kiti kullanilarak iiretici firmanin protokolii takip edilerek degerlendirildi. Kisaca
inkiibasyondan sonra kuyucuklardaki besi yeri bosaltildi ve her bir kuyucuga %10
CVDK-8 soliisyonu igeren taze besi yeri eklendi. Hiicreler 37°C’de karanlikta 3 saat
boyunca inkiibasyona birakildi. Hiicre canliligi Epoch 2 Microplate Spectrophotometer

cihazi ile 450 nm’de abzorbans Sl¢iimii yapilarak degerlendirildi.

3.2.9 Hiicrelerden TRIzol ile RNA izolasyonu

Hep-2 ve FaDu hiicreleri 6 kuyucuklu platelere ekildi ve bir giin boyunca
inkiibasyona birakildi. Sonrasinda hiicreler miR-145, karboplatin ve/veya Pifithrin-a ile
muamele edilerek 24 saat inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon siiresi sonrasinda her
kuyudaki besi yeri uzaklastirildi ve hiicreler 1x PBS ile yikandi. Her kuyuya 500 ul
TRIzol soliisyonu eklendi ve hiicreler scraper yardimiyla bulunduklar1 kuyucuklardan
kazindi ve toplandi. Hiicreler TRIzol’de iyice homojenize edildikten sonra oda
sicakliginda 5 dk inkiibe edilerek hiicrelerin iyice parcalanmasi saglandi. Sonrasinda
orneklerin tizerine 100 pl kloroform eklenerek iyice ¢alkalandiktan sonra oda
sicakliginda 2-3 dk inkiibasyona birakildi ve 4°C 12000 rpm’de 15 dakika santrifiij
yapilarak faz ayrismasi saglandi. Faz ayrismasi sonucu RNA igeren s1vi seffaf fazlar yeni
mikrosantrifiij tiiplerine aktarildi ve iizerine 250 pl izopropanol eklenerek oda
sicakliginda 10 dakika inkiibasyona birakilarak sonrasinda 4°C 12000 rpm’de 10 dakika
santrifiij yapildi. Tiipiin alt kisminda beyaz renkte ¢okelti seklinde goriilebilen RNA’lar
%75 etil alkolle yikanarak 4°C 7500 rpm’de 5 dakika santrifiij yapildi. RNA’lar
kurumaya birakildi ve iyice kuruduktan sonra niikleaz icermeyen molekiiler grade su
icerisinde ¢oziildii. RNA safliklar1 ve konsantrasyonlart Epoch 2 Microplate

Spectrophotometer cihazi kullanilarak 6l¢iildii.
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3.2.10 ¢cDNA Sentezi ve Kantitatif Ger¢ek Zamanh Polimeraz Zincir Reaksiyonu

Kontrol hiicreleri, Karboplatin, Pifithrin-a ve Karboplatin ile birlikte Pifithrin-o
uygulamasi sonrasinda Hep-2 ve FaDu hiicrelerinden izole edilen RNA o6rneklerinin her
birinden 1000 ng kullanilarak cDNA sentezi yapildi. cDNA sentez islemleri ‘High
Capacity ¢cDNA Reverse Transcription Kit’i (Thermo, ABD) ile iiretici firmanin
protokolii takip edilerek gerceklestirildi. Gen ekspresyon analizleri gercek-zamanli
polimeraz zincir reaksiyonu (QRT-PCR) 5x HOT FIREPol® EvaGreen®qPCR SuperMix
ile tiretici firmanin protokolii takip edilerek Rotor-Gene qRT-PCR cihaz1 kullanilarak
gergeklestirildi. GAPDH internal kontrol olarak kullanildi ve deneyler ii¢ tekrarli olacak
sekilde yapildi. Rolatif kantitasyon analizi delta-delta-CT metodu kullanilarak yapildi.
gRT-PCR reaksiyonlar1 gergeklestirilirken kullanilan primer dizileri Tablo 3.3’te

verilmigtir.

Tablo 3.3 Primer Listesi ve Dizileri

GEN Dizi

SOX2-F 5-CTCCGGGACATGATCAGC-3'
SOX2-R 5-GGTAGTGCTGGGACATGTG-3’
KLF4-F 5'-CCCAATTACCCATCCTTCCTG-3’
KLF4R 5-GTCTTCCCCTCTTTGGCTTG-3’
OCT4-F 5'-CTGGAGAAGGAGAAGCTGGA-3'
OCT4-R 5-CAAATTGCTCGAGTTCTTTCTG-3'
ABCG2-F 5-AGCAGCAGGTCAGAGTGTGG-3’
ABCG2-R 5-GATCGATGCCCTGCTTTACC-3’
GAPDH-F 5- CCATCTTCCAGGAGCGAGATC -3’
GAPDH-R 5'- GGCATTGCTGATGATCTTGAGG -3’
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3.2.11 MikroRNA’lar i¢cin cDNA Sentezi ve Kantitatif Gercek Zamanh Polimeraz

Zincir Reaksiyonu

MiR-145 mimik ya da kontrol mikroRNA ile transfekte edilen Hep-2 ve FaDu
hiicrelerinden TRIzol soliisyonu kullanilarak izole edilen RNA 6rneklerinin
konsantrasyonlart 15 ng/pul olacak sekilde seyreltildi ve her 6rnek i¢in 2 pul RNA
kullanilarak cDNA sentezi gergeklestirildi. cDNA reaksiyonlar1 microRNA TagMan
Assay primerleri ile TagMan MicroRNA Reverse Transcription Kit’i kullanilarak {iretici
firmanin protokolii takip edilerek gergeklestirildi. QRT-PCR islemleri TagMan Universal
Master Mix (Applied Biosystems, Foster City, CA) kiti kullanilarak {iiretici firmanin
protokolii takip edilerek Rotor-Gene gercek zamanli PZR cihazi kullanilarak
gerceklestirildi. RNU43 internal kontrol olarak kullanildi ve deneyler ii¢ tekrarli olacak
sekilde yapildi.

3.2.12 Hep-2 ve FaDu Hiicrelerinden Protein izolasyonu

Hep-2 ve FaDu hiicreleri 6 kuyucuklu platelere ekildi ve bir giin sonra hiicreler
miR-145, karboplatin ve/veya Pifithrin-a ile muamele edildi. 48 saat sonra 6 kuyucuklu
platelerdeki besi yeri uzaklastirildi ve hiicreler bulunduklar1 kuyucuklardan scraper
yardimi ile kazindi. 10 mM PMSF (Roche, Basel, Isvigre) ve fosfataz inhibitdr kokteyl
(Santa Cruz Biotechnology, Dallas) iceren RIPA Lizis Tamponu (EcoTech
Biotechnology, Erzurum, Tiirkiye) icerisinde siispanse edildi ve dondur-¢6z yapilarak
hiicrelerin 1iyice parcalanmasi saglandi. Daha sonra santrifiij yapilarak proteinler
ayristirildi. Ayrnistirilan proteinler 1x Laemmli Sample Buffer (EcoTech Biotechnology,
Erzurum, Tirkiye) ile karistirildi ve 100°C’de 5 dakika kaynatildi. Protein drnekleri

kullanilincaya kadar -80°C derin dondurucuda saklandi.

3.2.13 SDS-PAGE Jel Elektroforezi

SDS-PAGE jel elektroforezinde %4’liikk yiiriitme jeli ve %10’luk ayirma jeli
kullanildi. Kullanilan jeller Tablo 3.4 ve Tablo 3.5’te belirtildigi sekilde hazirlanda.
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Tablo 3.4. SDS-PAGE icin Yiiriitme Jelinin Hazirlanisi

Yiiriitme jeli (%4°liik) Hacim
Akrilamid+Bis-akrilamid (%29+%1) 397,5 ul
Distile su 2,175 ml
Tris-HCI (pH:6.8) 375 ul
Sodyum Dodesil Siilfat (SDS) 30 ul
Amonyum Persiilfat (%10) 30 ul
TEMED 7,5 ul
Tablo 3.5. SDS-PAGE i¢in Ayirma Jelinin Hazirlamis:
Ayirma jeli (%10’1uk) Hacim
Akrilamid+Bis-akrilamid (%29+%1) 1,65 ml
Distile su 1,4 ml
Tris-HCI (pH:8.8) 1,875 ml
Sodyum Dodesil Siilfat (SDS) 50 pl
Amonyum Persiilfat (%10) 50 pul
TEMED 2ul

Ayirma jeli tabloda belirtilen miktarlardaki soliisyonlar karistirilarak iki cam

tabakasi arasinda %10 konsantrasyonda hazirlandi ve jel yiizeyi izopropanol ile kaplandi.

Jel, polimerizasyonu i¢in oda sicakliginda 25-30 inkiibasyona birakildi. Daha sonra

izopropanol uzaklastirildi.

Yiriitme jeli tabloda belirtilen miktarlardaki soliisyonlar karistirtlarak hazirlandi.

Jel, polimerizasyonu i¢in oda sicakliginda 20-25 dakika inkiibasyona birakildi. Jel hazir

hale geldikten sonra onceden 10x Laemmli Sample Buffer (EcoTech Biyoteknoloji,

Erzurum, Tiirkiye) ile hazirlanan esit miktarda protein 6rnekleri jel kuyularina yiiklendi

ve proteinler %10 SDS-PAGE jel ile ayrildi.
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3.2.14 Western Blot

SDS-PAGE jelde proteinler ayrildiktan sonra jel sistemden ¢ikarildi. Proteinler
Trans-Blot® Turbo™ Transfer Sistemi (Bio-Rad, Hercules, CA, USA) kullanilarak
nitroseliiloz membrana aktarildi. Membranlar oda sicakliginda 1 saat %5 yagsiz siit tozu
ile bloklandi. +4°C’de bir gece boyunca B-Actin (1:200; Santa Cruz Biotechnology), p53
(1:1000; Cell Signaling Technology, Danvers, MA), anti-p53 acetyl K120 (1/1000;
Abcam, Cambridge, United Kingdom) ve anti-acetyl-p53 Lys 373&382 (1/1000; Upstate
Biotechnology, Lake Placid, NY) primer antikorlar1 ile blotlandi. Daha sonra PBST ile
yikanan membranlar HRP ile konjuge uygun sekonder antikorlar ile oda sicakliginda 1
saat problandi. Ardindan protein sinyalleri ClearBand ECL Western Blotting Substrate
(Ecotech Biotechnology, Erzurum, Tiirkiye) kullanilarak goriintiilendi. Spesifik protein

bantlar1 ImageJ programi kullanilarak dl¢tildii.

3.2.15 istatistiksel Analiz

Veriler, ortalama + standart hatasi olarak verilmistir ve istatistiksel anlamliliklar
Student’s t test kullanilarak degerlendirildi. Analiz sonuglarinda 0.05’ten kiiciik p

degerleri istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.
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4.1 Karboplatinin Hep-2 ve FaDu Hiicreleri Uzerindeki Proliferatif Etkisinin

Degerlendirilmesi

Karboplatinin Hep-2 ve FaDu hiicrelerinin proliferasyonu iizerindeki etkisi
CVDK-8 testi kullanilarak degerlendirildi. Bunun i¢in hiicreler 24 ve 48 saat boyunca
0,5, 1, 2 ve 4 ug/ml konsantrasyonlarda karboplatin igeren besi yeri ile muamele edildi.
24 saatlik karboplatin ile muamele sonrasinda her iki hiicre hattinda da hiicre canliliginin
en yiikksek doz olan 4 pg/ml konsantrasyonda anlamli olarak azaldigi, 48 saatlik
muameleden sonra ise hiicre canliligmin 1, 2 ve 4 pg/ml konsantrasyonlarda anlaml

olarak azaldigi belirlendi (Sekil 4.1, *p<0,05).
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Sekil 4.1. Karboplatin Uygulamasinin Hep-2 ve FaDu Hiicre Canlilig1 Uzerindeki
Etkileri

4.2 Karboplatinin MiR-145 ifade Seviyesi Uzerindeki Etkisi

Karboplatinin  hiicreleri 6ldiiriirken  kullandig1 potansiyel mekanizmalari
arastirmak i¢cin, HNSCC de dahil olmak {izere ¢esitli kanserlerde 1yi karakterize edilmis
bir timor baskilayict mikroRNA olan mir-145’in ifade seviyesi degerlendirildi. Her iki
hiicre hattinda da miR-145 ifade seviyesinin karboplatin ile muamele edilen hiicrelerde

doza bagli olarak arttig1 gozlendi (Sekil 4.2, *p<0,05).
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Sekil 4.2. Karboplatin Uygulamasimin MiR-145 Ifade Seviyesi Uzerindeki Etkileri

Kisaca, karboplatin, hem Hep-2 hem de FaDu hiicrelerinde mir-145 ifade
seviyesini indiikler ve bu bulgular, miR-145'i karboplatinin 6nemli bir potansiyel endojen
efektorii olarak isaret eder. Karboplatin uygulamasinin proliferasyonu etkili bir sekilde
onledigi ve her iki hiicre hattinda miR-145 ifade seviyesini anlamli olarak artirdigi igin,

sonraki in vitro galismalarda optimum doz olarak 4 pg/ml karboplatin kullanildi.

4.3 Karboplatinin Mir-145 Hedef Genlerinin ifade Seviyesi Uzerindeki Etkilerinin

Degerlendirilmesi

Karboplatin ile muamele Hep-2 ve FaDu hiicrelerinde miR-145 ifade seviyesini
artirdigindan, karboplatin uygulamasi ve ektopik miR-145 ifade seviyesinin kanser
hiicrelerinin fenotiplerinde benzer degisikliklere neden olup olmadigir belirlenmek
istendi. Oncelikle karboplatin ile muamele ve miR-145 ile transfeksiyon sonrasinda miR-
145'in artan ifade seviyesini dogrulamak i¢in Hep-2 ve FaDu hiicrelerinden karboplatin
ile muamele ve miR-145 ile transfeksiyondan 24 saat sonra RNA izolasyonu yapildi ve
ifade analizi real-time PCR kullanilarak 2 ya da 3 tekrarli olarak gergeklestirildi. MiR-
145 ile transfekte edilmis olan Hep-2 ve FaDu hiicrelerinde kontrol hiicreler ile
karsilastirildiginda mir-145’in ifade seviyesinin anlamli olarak arttig1 belirlendi (Sekil

4.3, *p<0,05).
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Sekil 4.3. Karboplatin Uygulamasi ve MiR-145 Transfeksiyonu Sonrasinda
Hiicrelerdeki MiR-145 Ifade Diizeyi

Ayrica miR-145'in timér baskilayict potansiyelini dogrulamak i¢in miR-145 ile
transfekte edilen Hep-2 ve FaDu hiicrelerinden 48 saatin sonunda proliferasyon testi
yapildi. Kontrol hiicreler ile karsilagtirildiginda miR-145 ile transfekte edilen hiicrelerin

canliliginin %80’e kadar diistiigii belirlendi (Sekil 4.4, *p<0,05).
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Sekil 4.4. Karboplatin Uygulamasi ve Ektopik MiR-145 Ifadesinin Hiicre Cogalmasi
Uzerindeki Etkisi

Karboplatinin miR-145'in dogrudan hedeflerinin ifade seviyeleri tizerindeki
etkilerini gérmek i¢cin miR-145'in iyi karakterize edilmis hedefleri olan OCT4, SOX2,
KLF4 ve ABCG2'nin ifade degisimleri degerlendirildi. Ilk olarak, miR-145’in asiri
ifadesi iizerine bu genlerin ifadelerinin azaldig1 dogrulandi. Ayni1 zamanda, bu genlerin
ifade seviyeleri karboplatin ile muamele edilen hiicrelerde degerlendirildi ve kontrollerle
karsilastirildiginda OCT4, SOX2, KLF4 ve ABCG?2 ifade seviyelerinin anlamli olarak
azaldig1 belirlendi. Bu sonuglar, karboplatin uygulamasinin miR-145’in ifade seviyesini
artirmasina paralel olarak, miR-145 hedef genlerinin ifade profilinin degismesine neden

oldugunu gosterdi (Sekil 4.5, *p<0,05).
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Sekil 4.5. Karboplatin Uygulamasi ve Ektopik Mir-145 Ifadesinin Mir-145 Hedef
Genlerinin Ifade Diizeyleri Uzerindeki Etkileri

4.4 Karboplatin P53 Aktivasyonu ile MiR-145 ifade Seviyesini indiikler

Karboplatinin ana etki mekanizmalarindan biri DNA {izerinde c¢apraz baglar
olusturarak DNA’y1 hasara siirliklemektir. Karboplatin ile DNA hasar1 neticesinde aktive
olan p53 arasindaki iliskiyi degerlendirmek i¢in Hep-2 ve FaDu hiicrelerinden western
blot analizi yapildi. Karboplatin ile muamele edilen Hep-2 hiicrelerinde p53 ifadesinin
yaklagik olarak 1,8 kat arttig1, FaDu hiicrelerinde p53 ifadesinin ise yaklasik olarak 1,4
kat arttig1 gozlendi. p53°tin K120 residiisiinden asetillenmis versiyonunun miktarinin
Hep-2 hiicrelerinde yaklasik olarak 2,3 kat artti1, FaDu hiicrelerinde ise yaklasik olarak
2,9 kat arttig1 gozlendi. p53°lin K373 residiisiinden asetillenmis versiyonunun miktariin
ise Hep-2 hiicrelerinde yaklasik olarak 3,7 kat arttigi, FaDu hiicrelerinde ise yaklasik
olarak 2,1 kat arttig1 gozlendi (Sekil 4.6).

Bu sonuglar karboplatin uygulamasinin bas ve boyun kanseri hiicre hatlarinda hem
p53’iin ifadesini hem de p53’iin aktivasyonunu arttirdigini ortaya koydu. Ayn1 zamanda,
miR-145 ile transfeksiyondan sonra p53 ifade seviyesini degerlendirmek igin western blot
analizi yapildi. Hep-2 ve FaDu hiicreleri miR-145 ile transfekte edildikten 48 saat sonra
hiicrelerden protein izolasyonu yapilarak p53 ve asetilenmis versiyonlarinin miktarlar
incelendi. MiR-145 ile transfeksiyon sonucunda p53 ifade seviyesinin Hep-2 hiicrelerinde
yaklasik olarak 1,7 kat arttigi, FaDu hiicrelerinde ise p53 ifade seviyesinin yaklasik olarak
1,8 kat arttig1 gozlendi. p53’iin K120 residiisiinden asetillenmis versiyonunun miktarinin
Hep-2 hiicrelerinde yaklasik olarak 2,4 kat, FaDu hiicrelerinde ise yaklasik olarak 5 kat
arttigl gozlendi. MiR-145 ile transfeksiyondan sonra p53’iin K373 residiisiinden
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asetillenmis versiyonunun miktarinin ise Hep-2 hiicrelerinde yaklasik olarak 3,2 kat
artt1g1; FaDu hiicrelerinde ise yaklasik olarak 2 kat arttig1 gozlendi. (Sekil 4.6). Bu
sonuglar, miR-145’in de p53°1 aktive ederek pro-apoptotik bir etki potansiyeli oldugunu

gosterdi.
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Sekil 4.6. Karboplatin Uygulamasi ve Ektopik Mir-145 Ifadesi Sonrasinda Hiicrelerdeki
pS3 Ifade Diizeyi

Karboplatin ve/veya p53 inhibitorii olan pifithrin-o ile muamele sonucunda
p53’lin inhibisyonunu protein diizeyinde belirlemek i¢in western blot analizi yapildi.
Karboplatin ve/veya pifithrin-o ile muamele edilen hiicrelerden protein izolasyonu
yapilarak p53 ve K120 ve K373 residiilerinden asetilenmis versiyonlarinin seviyeleri
incelendi. Karboplatin ile muamele sonrasinda kontrol hiicreler ile karsilastirildiginda
p53 ile K120 ve K373 asetile p53 ifadesinin arttig1 belirlendi. Pifithrin-a ile muamele
sonrasinda ise p53 ile K120 ve K373 asetile pS53 ifadesinin azaldigi belirlendi.
Karboplatin ve pifithrin-a’nin kombinasyon halinde uygulandiginda ise sadece
karboplatin ile muamele edilen duruma gore p53 ve asetilenmis versiyonlarinin ifade

seviyelerinin de azaldig1 tespit edildi (Sekil 4.7).
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Sekil 4.7. Karboplatin ve/veya Pifithrin- o Uygulamasi Sonrasinda Hiicrelerdeki P53

p53’tin, miR-145 ifade seviyesini miR-145’in promotdr bolgesine baglanarak
transkripsiyonel olarak aktiflestirdigi bilindiginden, Hep-2 ve FaDu hiicreleri karboplatin
ve/veya p53 inhibitorii olan pifithrin-o ile muamele edilerek miR-145 ifade seviyesindeki
degisim incelendi. Hiicrelere yalnizca karboplatin verildiginde miR-145 ifade seviyesinin
kontrole gore arttig1 belirlendi. Pifithrin-a ile p53 inhibisyonu sonucunda her iki hiicre
hattinda da miR-145 ifade seviyesinin azaldig1 tespit edildi. Karboplatin ve pifithrin-o
beraber uygulandiginda ise kontrole kiyasla miR-145 ifade seviyesinin azaldig: bulundu.

Bu bulgular karboplatinin p53 araciligi ile miR-145 ifadesini deregiile ettigi savini
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dogrulamaktadir (Sekil 4.8).

Sekil 4.8. Karboplatin ve/veya Pifithrin- o Uygulamas1 Sonrasinda Hiicrelerdeki miR-
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Karboplatinin miR-145 ifade seviyesini artirdiginin bir kanit1 olarak karboplatin
ve/veya pifithrin-o uygulamasindan sonra miR-145’in hedef genlerinin ifadeleri Hep-2
ve FaDu hiicrelerinde mRNA seviyesinde incelendi. Karboplatin uygulamasindan sonra
mMiR-145’in ifadesinin artiginin yani sira her iki hiicre hattinda da OCT4, SOX2, KLF4,
ABCG2 genlerinin ifadesinin azaldigi belirlendi. Pifithrin-a ile p53 inhibisyonu
sonucunda da miR-145’in ifade seviyesi azalmasina paralel olarak hedef genlerinin
ifadesinin  arttigi  gosterildi. Bu bulgular karboplatinin  hiicreleri  6ldiirme
mekanizmalarindan birinin, miR-145 ve p53 araciligiyla gergeklestigini ortaya

koymaktadir (Sekil 4.9 *p<0,05).
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Sekil 4.9 Karboplatin ve/veya Pifithrin- o Uygulamasi Sonrasinda Hiicrelerdeki miR-
145 Hedef Genlerinin Ifade Diizeyleri Uzerindeki Etkileri

Tiim bu bulgular bir arada degerlendirildiginde, karboplatinin hiicreleri 6ldiirme
mekanizmalarindan birinin, DNA'ya hasar verme 6zelligi araciligiyla gerceklesen p53
aktivasyonu yoluyla miR-145'in indiiksiyonu ve buna paralel olarak miR-145’in

hedeflerinin ifadelerinin azalmasi oldugu ileri siiriilebilir (Sekil 4.10).

Karboplatin
& o Direk Hedefler
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Sekil 4.10 HNSCC’de P53/Mir-145 Aktivasyonu ile Karboplatinin Mekanizmasinin
Sematik Gosterimi
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Bas ve boyun kanserleri diinya ¢capindaki malinitelerin % 3 ila 4'{inii olusturur ve
en sik goriilen besinci kanser tiirlidiir (Alamolhoda et al. 2019). En sik goriilen bas ve
boyun kanseri tipi ise HNSCC 'dir (Hirata-Nozaki et al. 2019). Her yil diinya ¢apinda
yaklasik 700.000 hastaya HNSCC teshisi konmakta ve bu kanser tipiyle iliskili olarak
350.000 6lim meydana gelmektedir (Diao et al. 2019; van Harten et al. 2019). Cerrahi,
radyoterapi ve kemoterapi gibi klinik miidahalelerdeki ilerlemelere ragmen, bas ve boyun
kanseri hastalarinin 5 yillik sag kalim orant son 30 yilda 6nemli oOlgiide artig
gostermemistir (Vigneswaran et al. 2011; Park et al. 2015). Bunun ana nedeni,
HNSCC’nin baglangigta mevcut tedavilerle tam veya kismi iyilesme gosterse de daha
sonra lokal veya metastatik olarak niiks etmesidir (Ricco et al. 2019). Larenjiyal ve
hipofarenjiyal skuamoz hiicreli karsinom, bas ve boyun bolgesinin en yaygin kanser
tirleridir (Lu et al. 2016). Terapdtik modalitelerdeki son gelismelere ragmen hem
larenjiyal hem de hipofarenjiyal kanserli hastalarin ortalama hayatta kalma oranlar

degismeden kalmistir.

MikroRNA'lar RNA'larin 3'UTR'sini hedefler ve hem protein kodlayan hem de
kodlamayan genlerin post-transkripsiyonel olarak ifadelerini diizenler (Seven et al. 2014).
Hiicre ic¢i siireglerin birgogunu diizenledikleri ve deregiilasyonlarimin farkli kanser
tiplerinin baslamasi ve ilerlemesi ile yakindan iliskili oldugu gosterilmistir (Kim et al.
2019). MiR-145, OCT4, SOX2, KLF4 ve ABCG?2 dahil olmak iizere ¢ok sayida
onkojenik dogrudan hedefe sahip bir tiimor baskilayict mikroRNA'dir. Akciger, prostat,
meme, kolon, yumurtalik, mide, kolorektal kanser ve larenjiyal skuamdéz hiicreli
karsinomda asag1 regiile edildigi gosterilmistir (Karatas et al. 2016b; Kim et al. 2019).
Bu ¢alismada, karboplatin ile muamele edilen hiicrelerde miR-145 ve direkt hedeflerinin
ifade seviyeleri arastirildi ve miR-145 ifadesindeki artisla birlikte, dogrudan hedeflerinin
seviyelerinde 6nemli bir diisiis gbzlendi. Bu bulgular, kanser hiicrelerinde karboplatin

sitotoksisitesi i¢in 6nemli bir potansiyel mekanizmaya isaret etmektedir.

Karboplatin, bas boyun kanserlerinin tedavisinde yaygin olarak kullanilan
kemoterapotik bir ajandir (Maring et al. 2018; Szturz et al. 2019). Karboplatinin ana
hedefi DNA’dir ve DNA’ya baglanarak zincirdeki bazlar arasinda ¢apraz baglar olusturur
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(Shen et al. 2018). Bu ¢apraz baglar, DNA replikasyonunu ve onarimini inhibe ederek,
transkripsiyon hatalarina ve hiicresel fonksiyonlarin inhibisyonuna yol acar (Shen et al.
2018; Shu 2018). Karboplatin, hiicre dongiisii tutuklanmasini tesvik eder, proliferasyonu
inhibe eder ve p53 sinyal yolunun aktivasyonu yoluyla kanser hiicrelerinin apoptozunu
indiikler (de Souza et al. 2014; Zhang et al. 2017). Bununla birlikte, karboplatin
sitotoksisitesinin mekanizmalar1 hakkinda sinmirli bilgi oldugundan, alternatif etki

modellerini ortaya ¢ikarmak i¢in daha fazla arastirmaya ihtiya¢ vardir.

Karboplatin, DNA lezyonlarinin olusumu ve dolayistyla p53 sinyal yolunun
aktivasyonu ile karakterizedir. Hiicrede genotoksik stres ve DNA hasari meydana
geldiginde, lizin 120 ve lizin 373'te asetilasyon meydana gelir ve bu modifikasyonlar, p53
DNA baglanma aktivitesinin artmasina yol acar (Knights et al. 2006; Sykes et al. 2006).
Lizin K120'deki asetilasyon, DNA hasarindan sonra hMOF ve TIP60 asetiltransferazlar
tarafindan hizla gerceklestirilir; bu, p53'e PUMA ve BAX gibi pro-apoptotik genlere
baglanma potansiyeli saglar. Ayrica p300/CBP, DNA hasar1 iizerine p53’in 373.
rezidiisiinde bulunan lizinleri spesifik olarak asetiller ve p53 N-terminal rezidiilerinin
hiper-fosforilasyonuna yol agan ve p53'lin pro-apoptotik genlerin promotérleri ile
etkilesimini tesvik eden p53 aktivasyonu, hiicre 6liimiine yol agar (Knights et al. 2006).
Bu ¢alisma ile bas ve boyun kanseri hiicrelerinin karboplatin ile muamelesinin p53 ifade
seviyesini arttirdigi ve DNA hasari ile iliskili K120 ve K373 bolgelerinde asetilasyonunu
tesvik ettigi gosterildi.

MiR-145'in promotdriinde p53 yanit elemanlarina sahip oldugu ve miR-145’in
ifadesinin transkripsiyonel seviyede p53 araciligiyla kontrol edildigi gosterilmistir
(Sachdeva et al. 2009; Suh et al. 2011). Karboplatin p53 ifade seviyesini indiiklediginden,
karboplatin muamelesi {izerine miR-145'in yukar1 regiilasyonu ve miR-145 dogrudan
hedeflerin asag1 regiilasyonu dogrulandi. MiR-145’in artan ifadesinin p53 indiiksiyonu
ile iligkisini dogrulamak icin, Pifithrin-a kullanarak p53 inhibe edildi ve p53'iin
inhibisyonunun, miR-145 ifade seviyesinin baskilanmasiyla sonuglandigi gosterildi.
Ilging bir sekilde, p53 inhibisyonu, miR-145'in karboplatinin sitotoksisite potansiyeline
katkis1 i¢in ikinci bir kanit saglayan miR-145 hedef genlerinin ifade seviyelerinin

artmasina da yol agt.
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Bulgular g6z oniinde bulundurularak, karboplatinin p53 araciligiyla miR-145
ifade seviyesini doza bagimli bir sekilde indiikledigi literatiirde ilk kez gosterildi. Bu
sonuglar, karboplatinin HNSCC hiicrelerini 6ldiiriirken kullandigi mekanizmalardan
birinin, énemli bir tiimoér baskilayici mikroRNA olan indiiklenmis miR-145 ifadesi

yoluyla uygulanabilecegini gosterdi.
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Tezden Uretilmis Yaynlar:

Mode of Action of Carboplatin Via Activating p53/miR-145 Axis
in Head and Neck Cancers

Ahsen Kilic, BSc; Neslisah Barlak, MSc; Fatma Sanli, MSc; Abdulmelik Aytatli, BSc; Ozel Capik, MSc;
Omer F. Karatas, PhD

Objectives: In this study, we aimed at investigating the expressions of miR-145 and its well-characterized direct targets
on carboplatin treatment.

Study Design: Laboratory study.

Methods: The effect of carboplatin and miR-145 on the proliferative capacity of head and neck squamous cell carcinoma
cells was evaluated using Cell Viability Detection Kit-8. Expressions of miR-145 and its targets were evaluated using quantita-
tive real-time polymerase chain reaction on carboplatin treatment and p53 inhibition. Western blot was used to measure the
levels of p53 and its acetylated versions in cells treated with carboplatin and/or pifithrin-o.

Results: We demonstrated that carboplatin induced the expression of miR-145 in a dose-dependent manner and suppressed
the expressions of miR-145 direct targets. In addition, we showed that inhibition of p53 by pifithrin-u in carboplatin-treated cells
reduced miR-145 expression and reversed the suppression of miR-145 direct targets.

Conclusions: Considering all these findings together, one of the proposed mechanisms of carboplatin to kill cells might be
the induction of miR-145 and deregulation of its targets in parallel, via p53 activation, which happens through carboplatin’s
DNA-damaging property. To the best of our knowledge, these findings are the first to reveal the relationship between carboplatin
and miR-145 in cancer cells.

Key Words: Head and neck cancer, carboplatin, p53, miR-145, microRNA.
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