Uludag Universitesi Tip Fakiiltesi Dergisi
47 (3) 365-372, 2021
DOI: https://doi.org/10.32708/uutfd.1002443

OZGUN ARASTIRMA

Ponatinib miRNA ifa*delerini Duzenleyerek Meme Kanseri
Hucrelerini Hedefler

Cagla KAYABASI', Sunde YILMAZ SUSLUER', Tugce BALCI OKCANOGLU?,
Besra OZMEN YELKEN’, Zeynep MUTLU', Cansu CALISKAN KURT',
Bakiye GOKER BAGCA*, Cigir BIRAY AVCI', Cumhur GUNDUZ'

Ege Universitesi Tip Fakiiltesi, Tibbi Biyoloji Anabilim Dal1, izmir.

2 Yakin Dogu Universitesi, Saglik Hizmetleri Meslek Yiiksekokulu, Lefkosa, KKTC.

*  izmir Bakir¢ay Universitesi T1p Fakiiltesi, T1bbi Biyoloji Anabilim Dali, izmir.

*  Aydin Adnan Menderes Universitesi Tip Fakiiltesi, Tibbi Biyoloji Anabilim Dali, Aydin.
OZET

Meme kanseri kadinlarda en yaygin gézlenen kanser tiiriidiir. Mevcut tedavilerin diisiik segicilik ya da zamanla olusan ilag direnci gibi
eksiklerini giderebilecek yeni stratejilerin belirlenmesine ihtiyag vardir. Calismamizda, ¢oklu hedefli bir tirozin kinaz inhibitorii olan ponati-
nibin meme kanseri hiicreleri tizerindeki anti-kanser etkisini degerlendirmeyi ve ponatinib yanitinda yer alan miRNA'larin biyoinformatik
yaklasim ile sinyal yolaklarindaki potansiyel islevini tanimlamay1 hedefledik. Bu amagla, MCF-7 hiicrelerinde ponatinibin sitotoksik etkileri
xCELLigence ile ger¢ek-zamanli olarak belirlendi. Ponatinib uygulamasi sonrasinda apoptoz, proliferasyon hizi, hiicre dongiisiindeki degi-
simler akim sitometriyle, miRNA'larin ifadelerindeki diizenlenmeler qRT-PCR ile degerlendirildi. Ifadelerinde anlamli degisim belirlenen
miRNA’larm iligkili oldugu olast mRNA’lar ve sinyal yolaklar1 KEGG yolak analizi ile tanimlandi. Ponatinibin MCF-7 hiicreleri iizerinde
sitotoksik etkiye sahip oldugu (ICsy: 4,59 uM) belirlendi. Ponatinib uygulamasi ile MCF-7 hiicrelerinde anlamli olarak apoptozun indiiklen-
digi, proliferasyonun baskilandig1 ve hiicre dongiistiniin Go/G, S evrelerinde durakladig: belirlendi. Ayrica, let-7a-5p, miR-29a-3p, miR-7-5p,
miR-125b-5p, miR-212-3p ifadelerinde artis (p<0,05), miR-210-3p, miR-19b-3p, miR-140-5p, miR-181b-5p, miR-155-5p, miR-223-3p,
miR-141-3p, miR-21-5p ifadelerinde azalma oldugu (p<0,05), miR-19a-3p ifadesinin ise tamamen baskilandig1 belirlendi. Biyoinformatik
analizler ile, ifadesi degisen miRNA’larin kanserde proteoglikanlar, Hippo, p53, TGF-beta, kanser-iligkili, PI3K-Akt, prolaktin, hiicre don-
giisii, Ostrojen, mTOR sinyal yolaklar ile iliskili oldugu ortaya koyuldu. Ponatinib uygulamasi meme kanseri hiicrelerinde apoptozu indiikle-
yerek, proliferasyonu baskilayarak ve hiicre dongiisiinii durdurarak giiclii anti-kanser aktivite sergilemistir. Ponatinibin belirlenen anti-kanser
etkilerinde miRNA’larin rolleri olabilecegi gosterilmistir. Olast miIRNA-mRNA etkilesimleri ile meme kanserindeki hedef sinyal yolaklari-
nin tanimlanmasi 1s1ginda, ponatinibin tek basina veya diger tedavilerle kombinasyon halinde meme kanseri tedavisi i¢in potansiyel bir
strateji olabilecegi goriisiindeyiz.

Anahtar Kelimeler: Meme Kanseri. MCF-7 Hiicre Hatti. Ponatinib. miRNA. Apoptoz. Proliferasyon. Hiicre Dongiisii.
Ponatinib Targets Breast Cancer Cells by Regulating miRNA Expressions

ABSTRACT

Breast cancer is the most common cancer in women. There is a need to identify novel strategies that can overcome the failure of existing
treatments, such as low selectivity or drug-resistance. In our study, we aimed to evaluate the anti-cancer effect of ponatinib, a multi-targeted
tyrosine kinase inhibitor, on breast cancer cells and to define the potential function of miRNAs involved in the ponatinib response in signal-
ing pathways with bioinformatics analysis. For this purpose, the cytotoxic effects of ponatinib on MCF-7 cells were measured in real-time by
xCELLigence. After ponatinib treatment, changes in apoptosis, proliferation, cell-cycle regulation were evaluated by flow cytometry, and the
regulations of miRNAs were evaluated by qRT-PCR. mRNAs and signaling pathways interacted with miRNAs that significantly changed
were predicted by KEGG pathway analysis. It was determined that ponatinib had a cytotoxic effect (ICsp: 4.59 uM) on MCF-7 cells. After
ponatinib treatment, it was determined that apoptosis was induced, proliferation was suppressed and the cell-cycle was arrested at the Go/G,
and S phases significantly in MCF-7 cells. Ponatinib up-regulated let-7a-5p, miR-29a-3p, miR-7-5p, miR-125b-5p, miR-212-3p expressions
(p<0,05). Following the ponatinib exposure, miR-210-3p, miR-19b-3p, miR-140-5p, miR-181b-5p, miR-155-5p, miR-223-3p, miR-141-3p,
miR-21-5p were down-regulated (p<0,05) while the expression of miR-19a-3p was completely suppressed. Bioinformatics analyzes revealed
that ponatinib-regulated miRNAs are associated with proteoglycans in cancers, Hippo, p53, TGF-beta, cancer-related, PI3K-Akt, prolactin,
cell-cycle, estrogen, mTOR signaling pathways. Ponatinib treatment exhibited potent anti-cancer activity by inducing apoptosis, suppressing
proliferation and blocking the cell-cycle progression in breast cancer cells. It has been shown that miRNAs play roles in the anti-cancer
efficiency of ponatinib. In light of the identification of target signaling pathways based on the predicted miRNA-mRNA interactions, we
believe that ponatinib alone or in combination with other treatments may be a potential strategy for the treatment of breast cancer.
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Kadimlarda en yaygin gozlenen kanser tiirii olan meme
kanseri, kontrolsiiz hiicre proliferasyonu ile karakteri-
ze heterojen bir hastaliktir'”. Meme kanseri 2019
istatistiklerine gore, kadinlarda kanser iligkili 6limler
arasinda akciger kanseri sonrasinda ikinci sirada yer
almaktadir®. Meme kanseri olgularinin ¢ogunlugunda
pozitif olan &strojen reseptdrii (OR) belirli genlerin
ifadelerini diizenleyerek meme kanseri gelisiminde
kritik rol oynamaktadir’. Giiniimiizde meme kanseri-
nin tedavisinde cerrahi miidahale, radyoterapi, hormon
tedavisi, immiinoterapi ve kemoterapi uygulanmakta-
dir'*. Ancak mevcut ilaglarin seciciligi diisiik olabil-
mekte ya da tedavi siirecinde ilaglara zamanla direng
gelisebilmektedir'.

Vaskiiler endotelyal biiylime faktorii reseptorii
(VEGFR), platelet kaynakli biiyiime faktorii reseptorii
(PDGFR), fibroblast biiylime faktorii reseptorii
(FGFR) diizenlenmelerindeki bozulmalar meme kan-
seri icin belirgin risk faktorleridir, bu nedenle meme
kanseri tedavisinde potansiyel hedef teskil ederler’”.
Ponatinib, esasen kronik myeloid 16semi tedavisinde
T3151 mutasyonu tasryan BCR-ABLI fiizyon proteini
hedeflemek i¢in tasarlansa da Src ailesi kinazlari, c-
Kit, VEGFR2, PDGFRa, FGFR1 gibi kinazlar1 da
gii¢lii sekilde inhibe edebilmektedir®™'®. Bu kinazlarin
onemli rol oynadigr meme, tiroid, yumurtalik, akciger
kanserleri iizerinde ponatinibin etkinligi degerlendi-
rilmigtir'".

MikroRNA'lar (miRNA'lar), 19-25 niikleotid uzunlu-
gunda tek zincirli kodlanmayan RNA molekiilleridir.
Hedef mRNA'lara kismi veya tam komplementer baz
eslesmesi yoluyla 3'UTR’den baglanarak mRNA'larin
translasyonlarinin baskilanmasina veya yikimlarina
neden olurlar. miRNA'lar biiyiime, farklilagma, stres
tepkisi, proliferasyon, apoptoz, otofaji gibi biyolojik
stireclere ek olarak malignitelerin gelisimi, metastazi,
prognozu ve ilag direnci ile de yakindan iliskilidir'>".
Farkli kanserlerde, miRNA’larin hem timor baskila-
yict hem de onkogenik aktiviteye sahip olabildikleri
gosterilmistir'*. Meme kanserinde de tiimor baskilayi-
c1 ve onkogen olarak rol oynayan ¢ok sayida miRNA
tanimlanmistir’”.

Diinya genelinde yiiksek insidans ve mortaliteye sahip
meme kanserinin mevcut tedavilerin eksiklerini gide-
rebilecek yeni stratejilerin tanimlanmasina ihtiyac
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vardir. Bu nedenle ¢alismamizda, meme kanseri olgu-
larinin biiyiik cogunlugunu olusturan OR pozitif gru-
bunun in vitro hedeflenmesinde ponatinibin roliinii
arastirdik. Ponatinibin meme kanseri tlizerindeki etki-
leri ile ilgili gesitli ¢aligmalar yapilmasina ragmen
miRNA ekspresyon profili iizerindeki etkisi biyiik
Olciide bilinmemektedir. Bu nedenle c¢aligmamizda,
OR pozitif meme kanseri hiicrelerinde ponatinib yani-
tinda rol alan miRNA'lar1 ve sinyal yolaklari ile iliski-
lerini KEGG yolak analizi ile tanimlamay1 amagladik.

Gereg ve Yontem

Hiicre Kiiltiirii

In vitro ¢alismanzda, OR pozitif insan meme kanseri
hiicre hatti olarak MCF-7 (Katalog No:HTB-22,
ATCC, Manassas, ABD) kullanildi. Hiicreler %10
Fetal Sigir Serumu, 2mM L-glutamin, 100U/mL
penisilin, 0,1 mg/mL streptomisin iceren RPMI-1640
medyumu (Biological Industries, Beit-Haemek, Israil)
ile 37°C’de, %95 nem ve %5 CO,’li etiivde inkiibe
edildi. Ponatinib (#S1490, Selleckchem, Houston,
Teksas, ABD) final konsantrasyonu 10 mM olacak
sekilde dimetil siilfoksit ile ¢oziilerek stok soliisyon
hazirland.

Sitotoksisite Analizleri

Ponatinibin hiicrelerin  %50’sini  6ldiirdiigi  (ICs¢)
sitotoksik dozu gercek-zamanli hiicre analiz sistemi
(RTCA-xCELLigence, Roche, Berlin, Almanya) kul-
lanilarak belirlendi. Sistem deneyler siiresince her 15
dakika bir empedans kayd: gerceklestirdi. Hiicreler, 96
kuyucuklu E-plaklara ii¢ tekrarh olarak ekildi (1x10°
hiicre). Inkiibasyon sonrasinda hiicreler, ponatinib
(3,13-100 uM) ardisik artan dozlari ile 72 saat siire-
since muamele edildi. Sitotoksisite, “xCELLigence
RTCA yazilim1” analiz programinda sigmoidal doz-
yanit egrisi ile [Y=bottom+(top—bottom)/ (1+10"
[(LoglCsy-X)xHillSlope)] hesaplandi.

Apoptoz Analizleri

Ponatinibin apoptotik etkileri akim sitometride (Accu-
ri C6, Becton Dickinson) arastirildi. MCF-7 hiicreleri
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6-kuyucuklu plaklara 5x10° hiicre/kuyucuk olacak
sekilde ekildi ve 24 saat inkiibe edildi. Sonrasinda,
hiicreler 72 saat siiresince ponatinibin ICs, dozu ile
muamele edildi. Ponatinib uygulanmayan kuyucuklar
kontrol olarak kabul edildi.

Fosfatidilserin Eksternalizasyonu ve Membran Biitiin-
liigii Olgiimii

Apoptotik hiicrelerdeki fosfatidilserin eksternalizas-
yonu ve membran biitiinliigii “FITC Annexin V Apop-
tosis Detection” Kit (BD Pharmingen, San Diego, CA,
ABD) kullanilarak dl¢iildi. Deney sonunda hiicreler
kit protokoliine uygun olarak Annexin V/PI ile boya-
narak akim sitometride analiz edildi.

Apoptotik DNA Fragmantasyonu Ol¢iimii

Apoptotik hiicrelerde DNA fragmantasyonu “APO-
DIRECT” Kit (BD Pharmingen) kullanilarak dl¢iildii.
Belirtilen dozlara maruz birakilan hiicreler kit proto-
koliine uygun olarak, %1 paraformaldehit ile fikse
edildi ve %70 soguk etanolde inkiibe edildi. Yikama
basamaklarindan sonra reaksiyon tamponu, TdT en-

zimi ve FITC-dUTP igeren soliisyonda siispanse edildi.

Reaksiyonun durdurulmasi sonrasinda PI/RNase bo-
yama tamponunda inkiibe edilerek 3 saat i¢cinde akim
sitometride analiz edildi.

Proliferasyon Analizi

MCEF-7 hiicrelerinin proliferasyon hizi karboksiflore-
san diasetat sliksinimid ester (CFSE) boyama ile 6l-
¢lildii. MCF-7 hiicreleri deney dncesinde 10 pM CFSE
(BD Pharmingen) ile boyandi. CFSE ile boyanmis
MCF-7 hiicreleri 6-kuyucuklu plaklara 5x10° hiic-
re/kuyucuk olacak sekilde ekildi ve 24 saat inkiibe
edildi. Sonrasinda, hiicreler 72 saat ponatinibin ICs,
dozu ile muamele edildi. Madde uygulanmayan kuyu-
cuklar kontrol olarak kabul edildi. Colcemid (100
ng/ml, Biological Industries) ile muamele edilen hiic-
reler pozitif kontrol olarak kabul edildi. Hiicreler akim
sitometriyle analiz edilerek yesil floresan yogunluk
degisimine gore hiicre proliferasyon hiz1 gosterildi.

Hiicre Déngiisii Analizi

Ponatinibin ICsq dozunun hiicre dongiisii lizerine etki-
leri akim sitometride arastirildi. Bu amagla MCF-7
hiicreleri 6-kuyucuklu plaklara 5x10° hiicre/kuyucuk
olacak sekilde ekilerek 24 saat inkiibe edildi. Siire

sonunda, hiicreler 72 saat ponatinib ile muamele edildi.

Madde uygulanmayan kuyucuklar kontrol olarak ka-
bul edildi. Deney sonunda hiicreler, “Cycletest Plus
DNA Reagent” Kit (BD Pharmingen) protokoliine
uygun olarak hazirlandi ve akim sitometride analiz
edildi.

miRNA Ifadelerinin Belirlenmesi

Ponatinibin miRNA ifade profili iizerine etkileri qRT-
PCR ile degerlendirildi. Bu amagla MCF-7 hiicreleri

25 cm’ flasklara 1x10° hiicre olacak sekilde ekildi ve
24 saat inkibe edildi. Sonrasinda, hiicreler 72 saat
ponatinibin ICsy dozu (4,59 uM) ile muamele edildi.
Madde uygulanmayan hiicreler kontrol grubu olarak
kabul edildi. Deney sonunda hiicreler toplanarak
“miRNeasy Mini” Kit (Qiagen, Hilden, Germany) ile
total RNA izolasyonu gergeklestirildi. RNA 6rnekleri-
nin miktar1 ve kalitesi spektroforometre ile (NanoDrop
1000, NanoDrop Technologies, Wilmington, DE,
USA) 6lgiildii. RNA 6rneklerindeki olgun miRNA’lar
“miScript II Reverse Transcriptase RT” kit (Qiagen)
kullanilarak cDNA’ya dondstiiriildii. Elde edilen
cDNA’lar kullanilarak, primerleri “miScript miRNA
PCR Array Human Breast Cancer” (Katalog
No:MIHS-109Z, Qiagen) plaklarina gomiilii 84 miR-
NA’nin ifadeleri ger¢ek zamanli kantitatif RT-PCR ile
kantite edildi. SNORD61, SNORD68, SNORD72,
SNORD95, SNORD96A ve RNU6-2 normalizasyon
icin kullamldi. Kontrole gore kat degisimleri 2
formiilii ile hesaplandi. Kat degisimi >+2, ve p degeri
<0,05 olan miRNA’larin ifadelerindeki degisimler
anlaml kabul edildi.

Biyoinformatik Analizler

ifadelerinde anlamli degisim belirlenen miRNA’larin
iligkili oldugu mRNA’lar ve sinyal yolaklar1 kyoto
encyclopedia of genes and genomes (KEGG) yolak
analizi ile DIANA miRPath v.3 veri tabaninda analiz
edildi'®. DIANA miRPath veri tabami kullamilarak
Tarbase veri tabami iizerinden, miRNA’larin hedef
sinyal yolaklarina ait p degerleri “Fisher’in birlesik
olasilik testi” ile belirlendi ve p degeri<0,05 anlamli
kabul edildi.

Istatistiksel Analizler

MCF-7 hiicre hatt1 ile yaptigimiz deneylerden elde
ettigimiz sonuglarin istatistiksel olarak karsilagtirilma-
st “GraphPad Prism” programi ile gergeklestirildi.
ikili karsilastirmalar Student’s t-test ile ve gruplar
arasindaki farkliliklar tek yonli ANOVA varyans
analizi yapilarak belirlendi. Anlamlilik degeri p<0,05
olarak alindi.

Bulgular

Ponatinibin MCF-7 Hiicreleri Uzerindeki Sitotoksik
Etkileri

Ponatinibin MCF-7 hiicreleri iizerindeki sitotoksik
etkileri ger¢ek-zamanl hiicre analiz sistemi xCELLi-
gence ile degerlendirildi. MCF-7 hiicreleri i¢in pona-
tinibin 48. saatteki 1Csq dozu 9,51 puM (Sekil 1), 72.
saatteki 1Csy dozu ise Onceki ¢alismamizda belirtigi
iizere, 4,59 uM olarak hesaplandi'’.
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Ponatinibin MCF-7 hiicreleri iizerindeki sitotoksik
etkisi. Ponatinibin artan dozlart hiicreler ile 48 veya
72 saat boyunca kiiltiire edildi. Log(doz)-hiicre indek-
si egrileri, xCELLigence ile hesapland:. Sonuglar, ii¢

bagimsiz deneyin ortalamalaridir.

Ponatinibin MCF-7 Hiicreleri Uzerindeki Apoptotik
Etkileri

MCEF-7 hiicrelerine 72 saat siireyle 4,59 pM ponatinib
uygulamasimnin apoptotik etkinligi degerlendirildi.
Annexin V/PI boyama sonuglarina gore, kontrol gru-
bunda canli hiicre yiizdesi %92,59 iken erken ve geg
apoptotik hiicre yiizdesi toplam1 %4,46 olarak saptan-
di. Ponatinib uygulanan grupta ise canli hiicre yiizde-
si %53,9 iken erken ve gec¢ apoptotik hiicre yiizdesi
toplam1 %44,6 olarak saptandi (Sekil 2a). Ponatinib
uygulamasinin MCF-7 hiicrelerinde apoptozu anlaml
olarak kontrole kiyasla 10 kat indiikledigi saptandi
(p<0,0001). Artisin erken apoptotik asamada oldugu
belirlendi. Ayrica, MCF-7 hiicrelerinde apoptoz DNA
fragmantasyonu oOl¢iimii ile incelendi. Buna gore,
kontrol grubunda apoptotik hiicre yiizdesi %0,9 iken
ponatinib uygulanan grupta apoptotik hiicre yiizde-
si %3,3 olarak saptand1 (Sekil 2b). Ponatinib uygula-
masinin MCF-7 hiicrelerinde kontrole kiyasla apopto-
zu anlamli olarak 3,7 kat arttirdigt teyit edildi
(p<0,0001).

Ponatinibin MCF-7 Hiicreleri Uzerindeki Anti-
proliferatif Etkileri
Ponatinibin MCF-7 hiicreleri  tizerindeki anti-

proliferatif etkileri CFSE boyama ile akim sitometride
degerlendirildi. Doz uygulanmayan kontrol grubu
hiicrelerinin proliferasyonu %50 olarak kabul edildi-
ginde, 4,59 uM ponatinib uygulanan hiicre grubunda
proliferasyonunun %3,76 oldugu belirlendi (Sekil 3).
Ponatinibin 72 saat sonunda MCF-7 hiicre proliferas-
yon hizim1 kontrole kiyasla 13,3 kat azalttig1 ortaya
koyuldu (p<0,0001). Pozitif kontrol olarak kabul edi-
len, hiicre dongiisli inhibitérii colcemid uygulanan
hiicre grubunda proliferasyonun 19,3 kat azalma ile
kiyaslandiginda  (p<0,0001),  ponatinibin  anti-
proliferatif etkinligi oldukca yiiksek olarak degerlendi-
rildi.
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Sekil 2.

Ponatinibin MCF-7 hiicreleri tizerindeki apoptotik
etkileri. MCF-7 hiicreleri, ponatinib (ICsy: 4,59 uM)
ile 72 saat siiresince kiiltiire edildi (n=3). Apoptoz
indiiksiyonu, akim sitometri kullanilarak (a) Annexin
V/PI boyamast (b) DNA fragmantasyonu 6l¢iimii ile
belirlendi. Barlarin iizerindeki yildizlar (*), kontrol
ile karsilastirildiginda anlamli olan farkiiliklar: gos-
termektedir (**** p<0,0001, ** p<0,01, ns p>0,05).

Kontrol Ponatinib (4,59 pM) Colcemid (100 ng/ml)

802 Kontrol 72. saat
g Gate: (P1 in all)

803 Ponatinib 4,59uM 72 saat
g _Gate: (P1 inall)

B01 PK 72 saat
g _Gate: (P1in all)

Hicre Sayisi

% Prolifere Hiicre

Sekil 3.

Ponatinibin MCF-7 hiicre proliferasyonu iizerine
etkileri. CFSE boyamasindan sonra ponatinib (ICs:
4,59 uM) ile 72 saat siiresince kiiltiire edilen MCF-7

hiicrelerinin (n=3) proliferasyon hizlari akim sitomet-
ride 6l¢iildii. Colcemid ile muamele edilmis hiicreler
porzitif kontrol olarak ve negatif kontrol olarak CFSE
ile boyanmamas hiicreler negatif kontrol olarak kulla-
nildi. Barlarin iizerindeki yildizlar (*), kontrol ile
karsilastirildiginda anlaml olan farkliliklar: géster-
mektedir (**** p<0,0001).

Ponatinibin MCF-7 Hiicre Déngiisii Uzerindeki Etki-
leri

Hiicre proliferasyonunu durdurdugunu belirledigimiz
ponatinibin  MCF-7 hiicre dongiisii diizenlenmesi
izerinde etkileri akim sitometride degerlendirildi.
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Kontrol grubunda hiicrelerin Go/G; fazindaki hiicrele-
rin yiizdesi %77,37 ve S fazindaki hiicrelerin yiizde-
si %11,29 iken, ponatinib (4,59 uM) uygulanan hiicre-
lerde sirasiyla %83,07 ve %13,78 olarak saptandi
(Sekil 4). Ponatinibin 72 saat sonunda anlamli diizey-
de Gy/G; ve S tutulumuna neden oldugu ve bu biriki-
me Gy/M fazinda azalmanin eslik ettigi belirlendi
(p<0,0001). Bu sonuglar ile ponatinibin MCF-7 hiicre
dongiisii progresyonunu Gy/G; ve S fazlarinda blokla-
dig1 ortaya koyuldu.

Kontrol

Ponatinib (4,59 M)

Hiicre Sayisi

Pl

Sekil 4.

Ponatinibin MCF-7 hiicre dongiisii iizerindeki etkileri.
MCF-7 hiicreleri, ponatinib (ICsy: 4,59 uM) ile 72
saat stiresince kiiltiire edildi (n=3). Hiicre dongiisti

diizenlenmesi, akim sitometri kullanilarak DNA 'nin P
ile boyamasi yoluyla incelendi. Hiicre déngiistintin

GyG,, S ve Gy/M fazlarinda biriken hiicrelerin yiizde-

si belirlendi. Barlarin tizerindeki yildizlar (*), kontrol

ile karsilastirildiginda anlamly olan farkhiiklar: gés-
termektedir (**** p<0,0001).

Ponatinibin MCF-7 Hiicrelerinde miRNA Profili
Uzerindeki Etkileri

MCF-7 hiicrelerinde, 4,59 puM ponatinibin meme
kanseri ile iligkili miRNA ifade profili lizerine etkileri
qRT-PCR ile degerlendirildi. ifade seviyeleri arastiri-
lan 84 miRNA arasindan, let-7a-5p, miR-29a-3p,
miR-7-5p, miR-125b-5p, miR-212-3p ifadelerinde
ponatinib uygulamasint takiben anlamli diizeyde artis
oldugu saptandi (p<0,05, Sekil 5). En belirgin artigin
24,99 kat ile let-7a-5p ifadesinde oldugu belirlendi.
Ayrica, miR-210-3p, miR-19b-3p, miR-140-5p, miR-
181b-5p, miR-155-5p, miR-223-3p, miR-141-3p,
miR-21-5p ifadelerinde ponatinib uygulamasint taki-
ben anlamli diizeyde azalma oldugu belirlendi (p<0,05,
Sekil 5). En belirgin azalma 5,16 kat ile miR-210-3p
ifadesinde gozlendi. Ponatinib uygulamasi sonrasinda
MCF-7 hiicrelerinde miR-19a-3p ifadesinin tamamen
baskilandig saptandi.

Ifadelerinde anlamli degisim belirlenen (Kat degisi-
mi>+2, ve p<0,05) miRNA’larin hedef mRNA’lar1 ve
sinyal yolaklart DIANA miRPath v.3 veri tabaninda
analiz edildi'®. Ifadesi degisen miRNA’larmn iliskili
oldugu 45 sinyal yolag: arasindan, kanserde proteogli-
kanlar (hsa05205), Hippo sinyal yolagi (hsa04390),
p53 sinyal yolagi (hsa04115), TGF-beta sinyal yolagi
(hsa04350), kanser iliskili yolaklar (hsa05200), PI3K-
Akt sinyal yolag: (hsa04151), prolaktin sinyal yolagi
(hsa04917), hiicre dongiisii (hsa04110), &strojen sin-
yal yolagi (hsa04915), mTOR sinyal yolagi

(hsa04150) biyoinformatik analizlerine iliskin veriler
Tablo I’de verilmektedir. Her miRNA’nin sinyal yo-
laklari icerisindeki hedef mRNA sayis1 ise Tablo I1I’de
ozetlenmistir. MCF-7 hiicrelerinde ponatinib uygula-
mas1 sonrasinda ifadesinin degistigi belirlenen 14
miRNA’dan 13 miRNA’nin kanserde proteoglikanlar
yolagr ile iliskili toplamda 130 geni ve 9 miRNA’nin
Hippo sinyal yolag: ile iligkili toplamda 84 geni en
yiiksek anlamlilik diizeyi ile hedefledigi biyoinforma-
tik analizler ile belirlendi (Tablo II).

miR- | miR16- | miR- | mik- | ik | wk | mR | W& | wR
JAkTA s |ilacASe L 3';" 1413p | Sp | 1865p | 1963p | 2055 | 2143p | 27a3p | 3408p | s48ek
miR | mik | wR-| mik | miR | wiR2- | mR | wiR |
letBbp | w1 | yesp | 1650 | & | 1885 | 20003 |ZF| 5 | amsp | aresp | =R
miR- | mik- | mik- | mik- | mik- | mik- | mR | mR | wk I
178 | J005p | 12055 | 14803 | 18105 | 19335 | 200035 | 20a5p | 22235 | 2003p | ®IRA| RIS
letMS | miRAT| 13003 | 1523p | 181b5p | 1955 | 200e3 | 20b5p | 2233p | 29b3p
eiregp | ®F | mR | mR | wiR | wR | wR
10a5p | 130b-3p | 1555p | 18lcSp | 199b3p | 2023
gy | PR mR | mR | owiR | wR | wR
1065 | 1323p | 1523 | 181d5p | 19afp | 2032 | 2
| PR | mE | mR | wiR | mR | wR
=% | 1sbsp | 1405 | 1sbSp | 1625 | 19a3p | 2045

-1.03 -1.5

118 -1.65 - -5
 EX

Sekil 5.

Ponatinibin MCF-7 hiicrelerinde miRNA profili iize-
rindeki etkileri. MCF-7 hiicreleri, ponatinib (ICs,:
4,59 uM) ile 72 saat stiresince kiiltiire edildi (n=3).
miRNA ifadelerindeki diizenlenmeler gRT-PCR ile

degerlendirildi. Kat degisimi > +£2, ve p degeri < 0,05

anlamli kabul edilmigtir. miRNA isimleri tist panelde

verilmigstir. Ist haritasinda miRNA ifadelerindeki artis-
lar kirmizi, azalmalar yesil renk ile ifade edilmektedir.

Tablo I. Ponatinibin MCF-7 hiicrelerinde ifadesini
degistirdigi miRNA’lar ile iliskili sinyal yo-

laklar
KEGG yolag: p degeri miRNA
| Kanserde proteoglikanlar (hsa05205) <1E-325 13
Il Hippo sinyal yolagi (hsa04390) <1E-325 9
Il p53 sinyal yolagi (hsa04115) 8,74E-13 8
IV TGF-beta sinyal yolagi (hsa04350) 2,32E-06 6
V  Kanser iligkili yolaklar (hsa05200) 6,86E-08 S
VI PI3K-Akt sinyal yolagi (hsa04151) 1,81E-04 5
VIl Prolaktin sinyal yolagi (hsa04917) 2,53E-06 5
VIl Hiicre dongiisii (hsa04110) 8,13E-11 4
IX Ostrojen sinyal yolagi (hsa04915) 6,65E-03 2
X mTOR sinyal yolagi (hsa04150) 2,74E-02 2

MCF-7 hiicrelerine ponatinib uygulamasini takiben ifadesi degisim
gosteren 14 miRNA ile biyoinformatik analiz gerceklestirilmistir.
Hedef sinyal yolag: ile iliskili miRNA sayisi ve miRNA-sinyal
yolag: iliskisine ait p degerleri tabloda verilmektedir. KEGG yolak
analizi DIANA miRPath v.3 veri tabaminda gerceklestirildi'®
[http://snf-515788.vm.okeanos.gmet.gr/  (Son  erisim tarihi:
28.10.2021)].
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Tablo II. Her miRNA’nin belirtilen sinyal yolaklar
icerisindeki hedef mRNA sayisi.

Sinyal yolag igerisindeki hedef mRNA sayisi
miRNA I v v vivi v ix X
hsa-miR-141-3p 20 14 43 138 9
hsa-miR-29a-3p 30 20 16 55 [ 53
hsa-miR-223-3p 6 4
hsa-miR-7-5p 40 32 66 57
hsa-miR-125b-5p = 20 | 21
hsa-miR-140-5p 21 119 11 7 14
hsa-miR-212-3p 15 [12 1 21
hsa-miR-181b-5p 16 18 13
hsa-miR-155-5p 25 9 14
hsa-miR-19a-3p 44 23 20 15 49 22 20 16
hsa-miR-21-5p 32 123 15 49 13 | 20
hsa-let-7a-5p 49 142 23 27 79 43
hsa-miR-19b-3p 35 18 | 12 42 17 13
hsa-miR-210-3p

MCEF-7 hiicrelerine ponatinib uygulamasini takiben ifadesi degisim
gosteren 14 miRNA ile biyoinformatik analiz ger¢eklestirilmistir.
Her miRNA’nin hedef sinyal yolaklar1 igerisindeki hedef mRNA
sayisl tabloda 6zetlenmektedir. Sinyal yolaklarinin sayisal kodlama-
st (I-X) Tablo I’e gore verilmistir. KEGG yolak analizi DIANA
miRPath v.3  veri tabaninda gergeklestirildi'®  [http:/snf-
515788.vm.okeanos.grnet.gr/ (Son erisim tarihi: 28.10.2021)].

Tartisma ve Sonug

Meme kanserinin goriilme sikliginin ve 6liim oranlari-
nin yiiksek seyretmesi nedeniyle’, mevcut tedavilerin
diistik secicilik ya da zamanla olusan ilag direnci gibi
eksiklerini giderebilecek yeni stratejilerin belirlenme-
sine ihtiyag vardir'. Bozulmus FGFR, PDGFR,
VEGFR diizenlenmesi meme kanseri i¢in belirgin bir
risk faktorleridir ve meme kanseri tedavisinde potan-
siyel hedef teskil etmektedirler””. Ponatinib Src ailesi
kinazlari, c-Kit, PDGFRa, VEGFR2, FGFRI1 gibi
kinazlar1 da inhibe etmektedir'’. Bu nedenle ¢alisma-
mizda meme kanseri hiicrelerini hedeflemede kemote-
rapdtik ajan olarak ponatinib segilmistir. Onceki ¢a-
ligmamizda ponatinibin meme kanseri hiicreleri lize-
rinde sitotoksik etkiler sergiledigini de belirlemistik'’.
Shao ve ark. tarafindan yapilan in vitro ¢alismada,
ponatinibin meme kanseri hiicrelerinin migrasyonunu
ve mamosfer olusumunu Snemli dl¢lide inhibe ettigi
ortaya koyulmustur'®. Ponatinibin PDGFR inhibisyo-
nu araciligi ile OR pozitif meme kanseri hiicrelerini
hedefledigi ve tamoksifen terapisinin etkinligini arttir-
dig1 belirlenmistir’®. Benzer sekilde ponatinib kombi-
nasyonunun meme kanserinde doksorubisin uygula-
masinin etkinligini arttirdigi da rapor edilmistir™. Bu
caligmalar 1518inda ponatinibin meme kanseri tedavi-
sinde potansiyel bir terapi olabilecegi goriisii mevcut-
tur. Ponatinibin meme kanseri tizerindeki etkileri ile
ilgili gesitli ¢aligmalar yapilmasina ragmen miRNA
ekspresyon profili lizerindeki etkisi biyik Olgiide
bilinmemektedir. Bu nedenle bu ¢alismada, OR pozitif
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meme kanseri hiicrelerinde ponatinib yanitinda yer
alan miRNA'lar1 ve bunlarin proliferasyon, apoptoz ve
diger sinyal yolaklarindaki potansiyel islevlerini ta-
nimlamay1 amagladik.

Caligmamizda, ponatinibin MCF-7 hiicrelerinde belir-
gin diizeyde apoptozu indiikledigi ortaya koyuldu.
Bauer ve ark. yaptiklari calismada®', ponatinibin
MCEF-7 hiicrelerinde hem Annexin V hem de aktif
kaspaz 3 pozitif hiicre yiizdesinde artisa neden oldu-
gunu saptayarak doza bagli olarak apoptozu indiikle-
digini belirlemislerdir. Benzer sekilde ¢aligmamizda,
MCEF-7 hiicrelerine ponatinib uygulamasinin Annexin
V pozitif hiicrelerde artisa neden olmasina ek olarak
apoptotik DNA kiriklarina sahip hiicrelerin yiizdesin-
deki artisa da neden oldugu ortaya koyuldu. Ponatinib
uygulamast ile ifadesi degisen miRNA’larin apoptotik
prosesin diizenlenmesinde rolleri olan p53, TGF-beta,
PI3K/Akt/mTOR sinyal yolaklart ve kanser iligkili
yolaklar ile baglantili oldugu saptandi. Bu yolaklardan
p53 transkripsiyon bagimli ve bagimsiz bircok meka-
nizma yoluyla apoptozu agik¢a desteklerken”, TGF-
beta diger sinyal yolaklartyla iliskili olarak apoptozu
indiiklemektedir”. PI3K/Akt/mTOR yolag: ise anti-
apoptotik bir yolak olarak rol oynar ve hiicre 6liim
mekanizmasinin ¢esitli bilesenlerini dogrudan diizen-
leyerek hiicre sag kalimmi destekler™. Bu sinyal yo-
laklarinda rolii olan ¢ok sayida mRNA ile iligkili ol-
dugunu biyoinformatik analizler ile saptadigimiz miR-
141-3p, meme kanseri hasta Orneklerinde ve hiicre
hatlarinda artmus ifade sergilemektedir®. Ayrica, miR-
141-3p ifadesinin arttirilmasinin meme kanseri hiicre-
lerinde uzun kodlanmayan RNA (IncRNA) MEG3 ile
diizenlenen apoptozu inhibe ettigi de rapor edilmistir™.
Kanser iliskili yolaklarda rol oynadigini belirledigimiz
miRNA’lardan miR-29a-3p, tamoksifen direncli me-
me kanseri hiicrelerinde timdr baskilayici aktivite ile
iliskilendirilmis™, miR-7-5p’in ise proteazom aktiva-
tor alt birimi 3'i hedefleyerek meme kanserinde in
vitro ve in vivo apoptozu indiikledigi bildirilmistir®’.
OnkomiR miR-19a-3p’nin meme kanseri biiyiimesini
ve koloni olusumunu destekledigi®®, miR-19b-3p’nin
meme kanserinde PI3K-Akt yolagini inhibe ederek
Src inhibitdrii duyarliligini arttirdig: ortaya koyulmus-
tur”. Ponatinibin ifadelerini diizenledigi miRNA larin
potansiyel hedefleri olarak belirlenen sinyal yolaklar1
meme kanseri hiicrelerinde apoptozun indiiklenmesin-
de rol oynuyor olabilir.

MCF-7 hiicreleri iizerinde apoptotik etkisi oldugunu
belirledigimiz ponatinibin hiicreler {izerindeki anti-
proliferatif etkileri de aragtirildi. Caligmamizda 4,59
UM ponatinibin hiicre proliferasyonunu 13 kattan fazla
yavaglattig1 ve bu anti-proliferatif etkinin hiicre don-
giistiniin Gy/G; ve S evrelerinde meydana gelen tutu-
lum kaynakli oldugu ortaya koyuldu. Kim ve ark.
tarafindan MCF-7 hiicreleri ile yapilan galismada'®, 2
uM ponatinibin G¢/G; tutulumuna neden oldugunu
rapor edilmistir. Caligmamizdaki S evresindeki tutu-
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lumun ponatinib dozundan kaynaklandigini diisiin-
mekteyiz. Ponatinib ile ifadesi degisen dort miR-
NA’nin hiicre dongiisii diizenlenmesi ile iliskili oldu-
gu saptandi. Hiicre dongiisii ilerlemesinde rolii olan 43
hedef mRNA ile iligkilendirilen let-7a-5p ve 21 hedef
mRNA ile iliskilendirilen miR-212-3p 6n plana ¢ik-
maktadir. Ponatinib uygulamasi sonrasinda ifadesinde
cok yiiksek artig saptanan let-7a-5p’nin, onkogenik
STAT3 yolaginin baskilanmasinda rol oynadigi ve
saglikli dokulara kiyasla meme kanseri dokularinda
azalma gosterdigi kanitlanmistir®®. Ayrica Su ve ark.
tarafindan yapilan caligmada, hiicre dongiisiiniin G,/S
gecisinde kritik dneme sahip siklin D1 ifadesinin let-7
ailesini tarafindan baskiladigi ortaya koyulmustur®'.
Benzer sekilde Li ve ark. tarafindan yapilan bir ¢alig-
mada ponatinib uygulamas: sonrasinda arttigini belir-
ledigimiz miR-212-3p’nin, MCF-7 hiicrelerinde
IncRNA LINCO01977 aracili proliferasyonu azalttigi
bulunmustur?. Ayrica, Li ve ark. meme kanseri hiicre-
lerinde miR-212-3p inhibisyonunun anti-timér ajan
uygulamasinin anti-proliferatif etkilerini tersine ¢evir-
digini ortaya koymuslardir’. Ponatinib bu miR-
NA'’larin ifadesini arttirarak meme kanseri hiicreleri-
nin proliferasyonunu baskiliyor ve hiicre dongiisiiniin
G/S gegisinin durduruyor olabilir.

Hippo sinyal yolagi, proliferasyon ve hiicre 6limiinii
diizenleyerek doku biiylimesini ve organ boyutunu
kontrol eden bir sinyal kaskadindan olusur’*. Tiimor
baskilayici nitelikteki yolagin baskilanmasi, transkrip-
siyonel aktivitenin diizenlenmesi sonucu kontrolsiiz
hiicre proliferasyonuna ve apoptozdan kagisa neden
olur. Hippo sinyal yolaginda kilit rol oynayan kinazla-
rin ve transkripsiyon koaktivatdrlerinin ifade seviyele-
11 ile meme kanseri progresyonu arasinda yakin iliski
vardir**. Calismamizda MCF-7 hiicrelerinde ponatinib
ile ifadesi diizenlenen 9 miRNA’nin Hippo sinyal
yolag ile iliskili oldugu belirlendi. Bunlar arasindan,
miR-21-5p’nin IncRNA LINC00968 tarafindan siin-
gerlenerek ortamda azalmasinin, Hippo sinyalizasyo-
nunun negatif geri besleme diizenleyicisi olan
SMAD7'nin birikimine yol agtigi bilinmektedir’.
SMAD7 susturulmasi ise Hippo sinyalizasyonunu
durdurarak hiicre proliferasyonunu ve koloni olusu-
munu  arttirmaktadir”’. Dolayisiyla, ponatinib ile
MCF-7 hiicrelerinde ifadesinin azaldigi belirlenen
miR-21-5p, tiimor baskilayic1 Hippo sinyal yolaginin
aktivasyonuna katkida bulunarak ponatinibin anti-
kanser etkisinde rol oynuyor olabilir.

Calismamizda kanserde proteoglikanlar yolagi MCF-7
hiicrelerinde ponatinib ile ifadesi diizenlenen miR-
NA’lar ile en iliskili yolak olarak belirlendi. Hem
stroma hem de kanser hiicreleri tarafindan salgilanan
ekstraselliller matriksin 6nemli bilesenleri proteogli-
kanlar tiimorogenezin her asamasinda yer alirlar™®.
Hormon bagimli meme kanserinde metastaz, epitelyal
mezenkimal gecis, anjiyogenez, ve tedaviye yanit gibi
pek ¢ok mekanizmada rol oynamaktad1r36. Ostrojen
bagimli meme kanseri hiicrelerinde bu yolagin miR-

NA’lar tarafinda yiiksek anlamlilikla hedeflenmesi,
ponatinib tedavisinin belirlenen yiiksek anti-kanser
etkinligini agiklayabilir. Bunun yaninda, meme kanse-
rinde Ostrojenin etkisi 6n plana ¢iksa da hipofiz hor-
monu prolaktin de meme kanseri ile iligkilendirilmek-
tedir’’. Calismamizda, MCF-7 hiicrelerinde ponatinib
ile ifadesi diizenlenen miRNA’larin Ostrojen ve pro-
laktin sinyal yolaklar1 ile iligkili oldugu belirlendi.
Dolayistyla hormon bagimli bu yolaklarin ponatinib
aracili miRNA regiilasyonu ile hedeflenmesi hastali-
gin tedavi seyri agisindan 6nemli bir sonugtur.

Ponatinib OR pozitif meme kanseri hiicrelerinde apop-
tozu indiikleyerek, proliferasyonu baskilayarak ve
hiicre dongiisiinii durdurarak giiclii anti-kanser aktivite
sergilemektedir. Ponatinibin belirlenen yiiksek anti-
kanser etkilerinde miRNA’lar 6nemli rollere sahiptir.
Olast miRNA-mRNA etkilesimlerine dayanarak me-
me kanserindeki hedef sinyal yolaklarinin tanimlan-
masi 1g1ginda, ponatinib tek basina veya diger tedavi-
lerle kombinasyon halinde meme kanseri tedavisi i¢in
potansiyel bir strateji olabilir.

Etik Kurul Onay Bilgisi: Calisma icin etik kurul onayina gerek
yoktur.
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