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Oz

Amac: Akciger kanseri diinya genelinde kansere bagl gergeklesen
olimlerde kadinlarda ve erkeklerde ilk siralarda yer almaktadir.
Erken tani yontemlerinde ki gelismeler ve yeni hedeflenen ajanlarin
sayisinin artmasina ragmen akciger kanseri halen erken teshis
edilememekte ve etkin bir sekilde tedavi edilememektedir. Akciger
kanserinin tanisi igin dogru ve guvenilir belirteclere ihtiyag
duyulmaktadir. Ayrica, akciger kanserinde let-7b-5p’nin roli ve
terap6tik potansiyelini ortaya koyan c¢alismalarin oldukga yetersiz
oldugu goézukmektedir. Bu galismada A549 hicrelerinde let-7b-
5p'nin ifade seviyesi miRNA mimik uygulamasi ile arttirilarak
apoptoz ile iligkili genler ile iligkisinin arastiriimasi amaglanmigtir.

Materyal ve Metot: Let-7b-5p’nin hedefi olabilecek apoptoz ile iligkili
genler  onlineveri  tabanlarindan  biyoinformatik  araglarla
belirlenmistir. Let-7b-5p’nin ifade seviyesinin A549 hicrelerinde
arttirnlmasi  amaciyla, let-7b-5p mimigi  hicrelereHiPerFect
transfeksiyon ajani ile transfekte edilmistir. Daha sonra, elde edilen
RNA’lardan let-7b-5p ve apoptoz iligkili genlerin ifade seviyeleri
gPCR ydntemi ile belirlenmistir.

Bulgular:  Akciger kanseri hucrelerinde let-7b-5p’nin ifade
seviyesinin arttirnlmasinin ardindan BCL2, RB1, XIAP, CASP9,
TP53 ve PTEN genlerinin ifade seviyelerinin kontrol gruplarina
kiyasla dustigl bulunmustur. Bunun aksine BAX geninin ifade
seviyesinin arttigt ve CASP3 ve BCL2L1 genlerinin ifade
seviyelerinde herhangi bir degisim olmadigi bulunmustur. In silico
analizler sonucunda TP53 geninin 3' UTR bodlgesinde iki farkli
pozisyonda let-7b-5p baglanma alani oldugu gosterilmistir.

Sonug: Sonug olarak elde ettigimiz bulgular let-7b-5p’nin apoptoz
mekanizmasinda yer alan genleri hedefleyebilecegini ve bu
miRNA’nin akciger kanserinin tani ve/veya tedavisine yonelik nemli
bir biyobelirteg olabilecegine isaret etmektedir.

Anahtar Kelimeler: Akciger kanseri, apoptoz, miRNA, let-7b, TP53

Abstract

Aim: Lung cancer is the leading cause of cancer-related deaths in
men and women worldwide. Developments in early diagnostics and
the number of new targeted agents have increased, lung cancer still
cannot be diagnosed early and treated effectively. Therefore,
accurate and reliable markers are needed for the diagnosis of lung
cancer. Furthermore, studies showing the role and therapeutic
potential of let-7b-5p in lung cancer seem to be quite limited. In this
study, the expression level of let-7b-5p was increased by miRNA
mimic applications in A549 cells to investigate the relationship
between let-7b-5p and apoptosis-related genes.

Materials and Methods: The genes involved in the apoptosis and
predicted to target let-7b-5p were determined by bioinformatics tools
from online databases. In order to increase the expression levels of
let-7b-5p in A549 cells, let-7b-5p mimics were transfected into the
cells with the HiPerFect transfection reagent. Then, expression
levels of let-7b-5p and apoptosis related genes were determined by
qPCR method.

Results: It was found that the expression levels of BCL2, RB1,
XIAP, CASP9, TP53 and PTEN genes decreased after increasing
expression levels of let-7b-5p as compared to control groups in lung
cancer cells. In contrast, the expression level of the BAX gene
increased and no changes were observed in the expression levels
of CASP3 and BCL2L1 genes. As a result of the in silico analysis,
the TP53 gene was shown to have let-7b-5p binding site at two
different positions in the 3'UTR region.

Conclusion: In conclusion, our findings suggest that let-7b-5p can
target genes involved in apoptosis and this miRNA might be an
important biomarker for the diagnosis and/or treatment of lung
cancer.

Keywords: Apoptosis, miRNA, let-7b, lung cancer, TP53

GiRiS

Akciger kanseri, dinya c¢apinda kanser
Olumlerinin en o&nde gelen nedenlerindendir.
GLOBOCAN 2018verilerine gore; 2,09 milyon yeni
akciger kanseri vakasi teshisi konuldugu ve

akciger kanseri kaynakh 1,76 milyon 6lim oldugu

tahmin edilmektedir?.

Histolojik olarak akciger

kanseri, kicuk hucreli akciger kanseri ve kiiguk
hicreli olmayan akciger kanseri olmak Uzere ikiye
ayrilmaktadir ve kiiglk hicreli olmayan akciger
kanseri tim akciger kanseri vakalarinin yaklagik
%80’ini olusturmaktadir. Diger kanser turlerinde

de oldugu gibi akciger kanserinin gelisimi ve
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ilerlemesi genetik ve c¢evresel birgok faktor
tarafindan etkilenen oldukg¢a karmasik bir stiregtir.
Genetik faktorlerin yani sira ¢evresel risk faktorleri
arasinda sigara kullanimi, radyasyon, c¢evre
kirliliginden kaynakh havadan solunan partikiller

siralanmaktadir2.

Akciger kanseri tanisi genellikle ileri evrede
konulmaktadir. Bilgisayarli tomografi (BT) ile
erken tarama mortaliteyi azaltsa da, tumor
invazyonu ve go6¢ aracil hastalik ilerlemesi
standart tedaviye ragmen kansere bagli élimlerin
o6nde gelen nedenini temsil etmektedir’. Son
zamanlarda kat edilen gelismelere ragmen,
akciger kanseri halen etkin bir sekilde tedavi
edilememektedir. Bu nedenle, akciger kanseri tani
ve tedavisi icin daha dogru, etkin yontemlerin

gelistiriimesine acilen ihtiya¢ vardir.

Mikro RNA’lar (miRNA), gen ifadesini negatif
yonde duzenleyen kiguk dizenleyici ve kodlama
potansiyeli olmayan RNA molekdlleridir. Boyutlari
18-24 nikleotid arasinda degisen bu RNA
molekdlleri genomda protein kodlayan genlerin
intron veya ekzon bdlgelerinden veya intergenik
bdlgelerden kodlanabilen RNA transkriptleridir. Bu
kiicik RNA molekdlleri, gen ifadesini post-
transkripsiyonel seviyede dizenleyerek ¢odalma,
buyume, farklilasma ve hatta hiicre 6lumui gibi
kritik ~ slreglerin  dizenlenmesine  aracilik

etmektedirler4.

ilk kodlanmayan RNA, lin-4, Caenorhabditis
elegans solucanlarinda 1993 yilinda
kesfedilmistir, ancak miRNA’lar 2000’li yillarin
baslarinda taninmaya baglanmistir ve bu siregten
sonra miRNA’lar ile iligkili kapsamli c¢alismalar
ciddi bir ivme kazanmistir®. Yapilan arastirmalar
miRNA’larin olgun miRNA haline gelebilmeleri igin
bir seri enzimatik islemden gectigi bir biyogenez
mekanizmasi oldugunu agikhda kavusturmustur.

miRNA’larin - miRNA genomik lokuslarindan

transkripte edilip olgun hale gelmesi ¢cok asamall
bir suregti. RNA polimeraz Il tranfindan
transkripte edilen 500-3000 nt uzunlugundaki
primer miRNA transkriptleri (pri-miRNA) mRNA’lar
gibi 5’ 7-metil guanozin baslik ve 3’ poli(A) kuyrugu
icermektedirler. Henlz c¢ekirdekte olan bu pri-
miRNA’lar, RNaz Il endonukleaz olan Drosha ve
kofaktori Pasha ile birlikte ilk kesilime ugrar ve
ortalama 70 nt uzunlugundaki prekursor
miRNA’lar  (pre-miRNA) elde edilir®.  Pre-
miRNA’lar Exportin-5 araciligi ile ¢ekirdekten
sitoplazmaya tasinir ve burada ikinci bir kesilime
ugrar’. Bu kesilim Dicer enzimi ile katalizlenir ve
sonucunda (yaklasik 18-22 nu uzunlugunda) gift
zincirli miRNA:miRNA dubleksi olusur. Dicer
enzimi olgun miRNA’y1 olusturabilmek i¢in RISC
(RNA-induced silencing complex) olusumunu
tetikler ve ¢ift zincir miRNA:miRNA dubleksinden
yalnizca birisi bu komplekse dahil edilir. RISC'deki
tek zincirli miRNA, tamamlayici mRNA'yi taniyan
bir sablon olarak islev goérir ve daha sonra,
miRNA'nin ve hedef mMRNA'nin tamamlayiciligina
bagh olarak mRNA ifadesini ya dogrudan mRNA
pargalanmasiylaya da translasyonun

baskilanmasi yolu ile negatif ydnde diizenler®.

Yaygin bir sekilde ifade edilen let-7 ailesi
memelilerde ilk tanimlanan miRNA’lardandir®. Let-
7 ailesinin let-7-al, a2, a3, b, ¢, d, e, f1, 2, g, i ve
mMiR-98 olmak Uzere 12 (yesi bulunmaktadir ve
bunlar farkli genomik lokuslarda haritalanmigtir?0,
Yapilan galigmalar let-7’nin embriyonik gelisimde
yer aldigini, kanser hucrelerinin ve kanser kok
hdcrelerinin ¢ogdalmasina ve istilasina katildigini
gOstermektedir. Let-7 aile uyelerinin ifade
seviyeleri bircok kanser cesidinde dusik olarak
bulunmustur!l, Let-7 aile tyeleri gesitli kotl huylu
insan tumorlerinde onkogenlerin ve mitojenik
yolagin temel diizenleyicilerini baskilayarak timor
baskilayici olarak gorev yaparlar!?. Buna ek olarak
let-7b’nin ifadesindeki degisimin akciger, meme ve

62



Bozgeyik

Namik Kemal Tip Dergisi 2019; 7(2): 61 - 71

hepatoselller kanserlerde timor blyimesini etkili

bir sekilde baskiladigi gosterilmistir2: 12-14,

Diger kanser tirlerinde let-7b-5p hakkinda énemli
veriler elde edilmis olsa da, akciger kanserinde let-
7b-5p’nin roli ve terapdtik potansiyelini ortaya
koyan calismalarin oldukga vyetersiz oldugu
gbzikmektedir. Bu nedenle, apoptoz ile iligkili
genler ve let-7b-5p arasindaki etkilesimlerin
belirlenmesi ve bu miRNA'nin apoptozdaki olasi
rollerinin ortaya konulmasi son derece énem arz
let-7b-

transfeksiyonu ile

etmektedir. Yaptigimiz bu g¢alismada,

Spifade seviyesi mimik
arttinlmis ve apoptoz iligkili genlerin Gzerine olan

etkileri belirlenmistir.
MATERYAL ve METOT

Bu calismada A549 akciger kanseri hiicre hatlari
kullaniimistir. Let-7b-5p mimik transfeksiyonlari ve
kontrol gruplari bu htcrelerde olusturulmustur.
Kullanilan akcider kanseri hicreleri ATCC (The
American Type Culture Collection) firmasindan
ticari olarak temin edilmis olup etik kurul izni
gerektirmemektedir. Calismanin deneysel
asamalari Tekirdag Namik Kemal Universitesi
Tibbi Biyoloji ve Tibbi Genetik laboratuvarlarinda
yapilimistir.Bu ¢alisma ic¢in herhangi bir finansal

destek alinmamistir.

Let-7b-5p’nin  hedefledigi tahmin edilen

iligkili

araglarla belirlenmesi

apoptoz ile genlerin biyoinformatik

Online miRNA-mRNA etkilesimlerini gdsteren veri
tabanlarinda let-7b-5p miRNA molekdlinin hedefi
olabilecek apoptoz ile iligkili genler belirlenmistir.
Let-7b-5p’nin
kullanilan veri tabanlari su sekildedir: DIANA

hedeflerinin belirlenmesinde
Tools!5, miRo%, miRDBY” ve mirTarBase!8. Let-
7b-5p ile iligkisi olasi olan genler sirasiyla XIAP,
RB1, BAX, BCL2, BCL2L1, CASP3, CASP9, TP53
ve PTENolarak belirlenmistir (Tablo 1).

Tablo 1. Farkli veri tabanlarinda let-7b-5p’nin hedefi olabilecek
apoptoz iligkili genler

Akcider kanseri hicre hatti, A549, karbondioksit
inkibatérinde 37 °C’'de, %5 CO: icerenve %95
nemli ortamda kdltir edilmistir.  HUcreleri
gogaltmak igin %10 FBS (fetal sigir serum, Sigma-
Aldrich, Almanya) iceren DMEM
Modified Sigma-Aldrich,

Almanya) kullaniimigtir. icerisine %5

(Dulbecco's
Eagle's Medium,

DMEM
oraninda 50 U/ml penisilin/streptomisin antibiyotik
eklenmigtir. Besiyeri igerisinde uygun kosullarda
cogaltilan hiicreler uygun sayiya eristiginde HBSS
(Hank's Balanced Salt Solution, Sigma-Aldrich,
Almanya) solusyonu ile yikama iglemlerine tabi
tutulmustur ve Tripsin-EDTA  (Sigma-Aldrich,

Almanya) yardimi ile hicreler flasklardan
toplanmistir. Tripsin-EDTA'nin etkisini nétrlemek
icin  FBS

hicreler1500 rpm’de santrif(ij edilmigstir. Besi yeri

iceren besiyeri eklenmigtir ve
uzaklastirilan hicreler mimik deneyleri, toplam
RNA izolasyonu veya miRNA izolasyonu igin

kullanima hazir hale getirilmigtir.
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X'e bagl apoptoz baskilayicisi
XIAP (X-linked inhibitor of apoptosis) x '/ x ‘/
Retinoblostoma transkripsiyonel
baskilayicisi1
RB1 (RB transcriptional corepressor ‘/ X ‘/ ‘/
1)
BCL2 ile iligkili X, apoptoz
dizenleyicisi
BAX (BCL2 associated X, apoptosis ‘/ x x x
regulator)
B hucreli [6semi/lenfoma 2
BCL2 (B cell leukemia/lymphoma 2) ‘/ ‘/ x ‘/
BCL2L1 BCL2 benzeri 1 (BCL2 like 1) / x / 4
CASP3 Kaspaz 3 (Caspase 3) S /S S
CASP9 Kaspaz 9 (Caspase 9) x 4 x x
P53 ;’g)mér Protein 53 (Tumor protein ‘/ ‘/ ‘/ /
Fosfataz ve tensin homologu
PTEN (Phosphatase and tensin X / X X
homolog)
Akciger kanseri hiicre hatlarinin kiltir
edilmesi
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A549 hiicrelerinelet-7b-5p mimik

transfeksiyonu

Let-7b-5p miRNA molekilinin ifade seviyesi
arttirmak icin sentetik olarak sentezlenmis let-7b-
5p mimik (Uriin No: 219600; Qiagen, Almanya)
kullanilmigtir.  Uygun  kosullarda  ¢ogaltilan
hiicreler 12 kuyucuklu kiiltir kaplarina 1x105
hicre/ml olacak gsekilde ekilmistir.  Mimik
transfeksiyonu igin, 4 yl HiPerFect Transfection
Reagent (Qiagen, Almanya), 0,6 pl 5mol let-7b-5p
mimik ve 100 yl DMEM igerecek sekilde karisim
hazirlanmistir ve 30 dk boyunca oda sicakliginda
inkiibasyona birakilmistir. inkiibasyon sonunda
karisim damla damla kuyucuklara verilmistir ve
ortalama doért saat sonra toplam hacimde %10

olacak sekilde FBS eklenmistir.
Hiicrelerden toplam RNA ve miRNA izolasyonu

Pellet halinde ¢okturilen akciger kanseri
hicrelerinden toplam RNA izolasyonu yapmak igin
Qiagen RNeasy RNA izolasyon Kkiti (Qiagen,
Almanya) kullanilmistir. islemler Uretici firmanin
tavsiyeleri dogrultusunda gerceklestiriimistir. Bu
dogrultuda, toplanan hicreleri parcalamak icin
700 pl QlAzol Lysis Reagent (Qiagen, Almanya)
kullanilmistir ve ¢6ziinen hcreler steril ependorf
tiplere alinarak oda sicakhdinda 5 dk inkibe
edilmigtir. Kitin prosediriine uygun olarak gerekli
solusyonlar eklenerek ylkama islemleri
yapilmistir. Son olarak steril tUplere RNA’lari
aktarmak igin 30 pl RNaz icermeyen su
kullanilimigtir.  RNA'larin  konsantrasyon ve
kirliliklerini belirlemek icin NanoDrop® ND-1000
spektrofotometrede 260-280 nm dalga boyunda
Olgumler yapilmistir. Bir sonraki asamalar igin
konsantrasyonu ve Kkirliligi uygun olan érnekler

tercih edilmistir.

miRNA  izolasyonlari da toplam RNA

izolasyonlarinda izlenen yoéntem ile yapilmistir.

miRNA elde etmek icin miRNeasy Mini Kit
(Qiagen, Almanya) kullaniimistir. izole edilen
miRNA’larin  konsantrasyon ve  Kirliliklerini
ND-1000

belirlemek icin NanoDrop®

spektrofotometre kullaniimistir.
Tek sarmal cDNA sentezi

miRNA  6rneklerinin = komplementer DNA’ya
cevrilmesi icin miScript ® 1l RT KitmiRNA cDNA
sentez kiti (Qiagen, Almanya) kullaniimistir. Tek
sarmal cDNA sentezlenmesinde, her bir érnek igin
toplam hacim 20 pl olacak sekilde karigsim
hazirlanmistir.  Karisimin igeriginde 4 pul 5x
miScript HiFlex Buffer, 2 yl 10x miScript Nucleics
Mix, 2 yl miScript Reverse Transcriptase Mix (1x),
son hacimde 100 ng/ pl RNA ve 20 plye
tamamlamak igin  steril ¢ift distle su
bulunmaktadir. Hazirlanan bu karisim PCR
cihazinda 37 °C’de 60 dk ve enzim inaktivasyonu
icin 95 °C’de 5 dk inklibe edilmistir.

RNA 6rneklerinden cDNA senteziRT? First Strand
Kit (Qiagen, Almanya) ile gergeklestirilmistir. Kitin
proseduriine uygun olarak hazirlanan karisima
RNA érnekleri eklenerek PCR cihazinda (42 °C’'de
15 dk ve enzim inaktivasyonu igin 95 °C’de 5 dk)
reaksiyon gerceklestiriimistir. Elde edilen tek
sarmal cDNA 6rnekleri gPCR deneylerine kadar -

80°C’de muhafaza edilmistir.
Real-Time PCR (qPCR) deneyleri

Real-Time PCR (gPCR) deneyleri ile let-7b-5p
mimik ile muamele edilmis hlicrelerdeki apoptoz
ile iligkili genlerin ifade seviyesi belirlenmistir.
A549 akciger kanseri hiicrelerinde negatif kontrol
(muamele edilmemis), mimik kontrol
(transfeksiyon ajani ile birlikte scramble eklenen
ornek) ve let-7b-5p mimik transfeksiyonu
sonrasinda Ug¢ Ornekte gen ifadesi deneyleri
yapiimistir. Bu deneyler bagimsiz olarak ¢ kez

tekrar edilmistir.
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Gruplar arasindaki let-7b-5p’nin ifade seviyesinin
belirlenebilmesi icin bu miRNA'ya 6zgll primer
kullaniimigtir ~ (let-7b-5p  hedef dizilimi; 5’-
UGAGGUAGUAGGUUGUGUGGUU-3) ve
normalizasyon i¢cin RNA-UG primeri kullaniimistir.
ifade seviyeleri miScript SYBR® Green PCR Kit
(Qiagen, Almanya) kullanilarak Uretici firmanin
tavsiye ettigi protokole goére gergeklestiriimistir.
Let-7b-5p’nin ifade seviyesinin belirlenmesi igin
PCR karisimi hazirlanmistir ve karisimin igerigi su
sekildedir: 6,25 pl 2x QuantiTect SYBR Green
PCR Master Mix; 1,25 pl 10x miScript Universal
Primer; 1,25 ul 10x miScript Primer Assay; 2,75 pl
distle su ve 1 pl cDNA. Hazirlanan PCR
kanisimlari Rotor-Gene Q cihazinda 95 °C’de 15
dk, 95°C’de 15 sn 55 °C’de 30 sn ve 70 °C’'de 30
sn (40 dongl) olacak sekilde termal sartlara tabi

tutulmustur.

Apoptoz ile iligkili genlerin ifade seviyelerinin
belirlenmesi icin QuantiTect SYBR Green PCR Kit
(Qiagen, Almanya) kullaniimistir. Genlerin ifade
seviyelerinin belirleyebilmek igin 6zgll primerler
tasarlanmistir. Primer tasarimi NCBI veritabaninin
“Primer Blast” arayuzi kullanilarak
gerceklestiriimistir. Tasarim yapilirken, primer
boyutu, Grtin boyutu, baglanma sicakhgi, GC orani
gibi parametreler g6z 6niunde bulundurulmustur
ve primerlerin 6zellikleri Tablo 2’de verilmistir.
Ayrica, referans olarak GlycerAldehyde-3-
Phosphate DeHydrogenase (GAPDH) geni

kullaniimistir.

Gen ifadesi deneyleri igin karisim hazirlanmistir
ve her bir 6rnek igin karisim icerigi su sekildedir:
6,25 ul 2x QuantiTect SYBR Green PCR Master
Mix; 0,3 ul forward primer (10 uM); 0,3 pl reverse
primer (10 uM); 4,65 pl distile su ve 1 ul cDNA.
Hazirlanan PCR karisimlari Rotor-Gene Q
(Qiagen, Almanya) cihazinda 95 °C’de 15 dk,
95°C’de 15 sn 60 °C’de (baglanma sicakligi her
primer ¢ifti icin optimize edilerek en uygun sicaklik
belirlenmistir) 30 sn ve 72 °C’de 30 sn (40 dongu)
termal sartlara tabi tutulmustur. Her reaksiyon
sonunda 55-95°C arasinda erime egrisi analizi

yapilmistir.
istatistiksel Analiz

Kantitatif PCR sonucunda elde edilen Ct (cycle
threshold) degerleri 2-2€t yontemi ile hesaplanarak
analiz edilmistir (ACt = Hedef gen — Referans
Gen)?!9, Daha 6nce de belirtildigi Gizere miRNA gen
ifadesi igin kiigik RNA molekulid RNA-U6; apoptoz
ile iligkili genlerin ifade seviyesini belirlemek igin
ise GAPDH geni referans gen olarak kullaniimistir.
Hesaplanan veriler GraphPad Prism6 paket
programina aktarilarak istatistiksel analizler
yapimistir.  Kargilastirmalar  igin t testi
kullanilmigtir, ayrica normal dagihm géstermeyen
ornekler icin ise Mann Whitney U testi
uygulanmigtir. Delta Ct hesaplama ydnteminin
yani sira kat degisimleri de analiz edilmistir. Kat
degisimi igin ise 222Ct yontemi kullanilmigtir
(AACt=[ muamele edilen(edet gen - Referans Gen) —
kontrol(Hedef gen — Referans Gen) ])1°. BUtlin sonuglar igin

p<0,05 istatistiksel olarak anlamli kabul edilmistir.

Tablo 2. Apoptoz iligkili genlerin primer dizilimleri ve 6zellikleri

Genler  Primer Adi__ Dizilimi (5°---3’)

Uriin Boyutu Tm (°C)

XAIP XIAP-Fw CGAGGAACCCTGCCATGTAT 194 59,53
XIAP-Rv TTCTGACCAGGCACGATCAC 60,04
RB1 RB1-Fw GTCCGGTTTTTCTCAGGGGA 289 59,60
RB1-Rv TTCAAACTCAAGCCTGACGAGA 59,60
BAX BAX-Fw GTCGCCCTTTTCTACTTTGCC 154 59,80
BAX-Rv TGGTCACGGTCCAACCACC 62,11
BCL2 BCL2-Fw ATAACGGAGGCTGGGATGC 149 59,55
BCL2-Rv TCACTTGTGGCCCAGATAGG 59,09
BCL2L1 BCL2L1-Fw TCAGCCACCATTGCTACCAG 197 60,04
BCL2L1-Rv CCAAGGAGCTGGTTTAGGGG 60,03
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Tablo 2. Apoptoz iliskili genlerin primer dizilimleri ve 6zellikleri (Devam)
Genler  Primer Adi _ Dizilimi (5°---3°) Uriin Boyutu Tm (°C)
CASP3 CASP3-Fw  CTCTGGTTTTCGGTGGGTGT 288 60,18
CASP3-Rv TGAGGTTTGCTGCATCGACA 60,25
CASP9 CASP9-Fw  TCAGGCCCCATATGATCGAG 499 58,73
CASP9-Rv_ ACCATGAAATGCAGCGAGGA 60,04
P53 TP53-Fw TTTTCCCCTCCCATGTGCTC 223 59,96
TP53-Rv GCTCGACGCTAGGATCTGAC 60,04
PTEN PTEN-Fw CTGCAGAAAGACTTGAAGGCG 395 59,80
PTEN-Rv GGGAATAGTTACTCCCTTTTTGT 57,25
GAPDH GAPDH-Fw  GATCATCAGCAATGCCTCCT 197 57,73
GAPDH-Rv  TGTGGTCATGAGTCCTTCCA 58,27
BULGULAR transfeksiyonu sonrasinda bu miRNA’nin ifade

Akciger kanseri hiicre hattinda let-7b-5p’nin

ifade seviyesinin arttiriimasi

Apoptoz ile iligkili genlerin dizenlenmesinde let-
7b-5p’nin rolinU ortaya koymak amaciyla A549
hicreleri let-7b-5p mimigi ile transfekte edilmistir
ve bu miRNA'nin ifade dizeyi arttirnimistir. A549
hicrelerinde let-7b-5p mimik transfeksiyonu
sonrasinda let-7b-5p’nin ifade seviyesinde ciddi
artis saglanmistir (p<0,0001) (Sekil 1A). Negatif
kontrole goére kiyaslandidinda let-7b-5p mimik
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15.0 - | E<°'0001|
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seviyesi yaklasik 55 kat (p=0,0003) artarken,
mimik kontrole gore kiyaslandiginda yaklasik 53
kat (p=0,0005) artis gosterdigi bulunmustur.
Ayrica negatif kontrol ile mimik kontrol kendi
aralarinda kiyaslandiklarinda anlamh bir farkhlik
bulunamamistir  (Sekil 1B). Boylelikle A549
akciger kanseri hucrelerinde let-7b-5p’nin ifade
seviyesi 6nemli derece arttiriimistir ve apoptoz ile
iliskili genlerin ifadesinin  belirlenmesi igin

kullaniimigtir.
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Sekil 1. A549 akciger kanseri hicre hattinda let-7b-5p’nin mimik edilmesiyle ifade seviyesinin arttirlmasi. A. Negatif kontrol, mimik
kontrol ve let-7b-5p mimik transfeksiyonu sonrasinda let-7b-5p’nin ifade seviyesinin bagil degisimi gosterilmistir. B. Negatif kontrol,
mimik kontrol ve let-7b-5p mimik transfeksiyonu sonrasinda let-7b-5p’nin ifade seviyesinin katli degisim oranlari gosterilmistir.
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Yiksek let-7b-5p ifade seviyesinin apoptotik

genlere etkisi

Let-7b-5p ifadesi arttinimigs A549 hicrelerinde
TP53, BCL2L1, XIAP, PTEN, RB1, CASP3, BAX,
BCL2 ve CASP9 genlerinin ifade seviyeleri gPCR
yontemi ile belirlenmistir. Genel olarak apoptoz ile
iligkili genlerin ifade seviyelerinde mimik
transfeksiyonundan sonra bir azalma oldugu

gosterilmistir, ancak bu azalma istatistiksel olarak

anlamli  degildir (Sekil 2A). Let-7b-5p mimik
edilmis akciger kanseri hicrelerinde negatif
A B
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kontrole ve mimik kontrole gére kiyaslandiginda
BCL2, RB1, CASP9, XIAP, TP53 ve PTEN
genlerinin ifade seviyesi azalma goésterirken, BAX
geninin ifade seviyesinde artis gérilmustur. Ancak
bu degisimler istatistiksel olarak anlamli dedgildir.
Bunun yani sira, BCL2L1 ve CASP3 genlerinin
ifade dlzeylerinde gruplar arasinda herhangi bir
degisim gortlmemistir (Sekil 2B). Negatif kontrole
ve mimik kontrole gore kiyaslanan let-7b-5pmimik
ile transfekte edilmis hicrelerdeki apoptoz ile
iliskili genlerin ifade seviyeleri arasinda herhangi

bir degisim séz konusu degildir (Sekil 2C).
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Sekil 2. A549 hiicrelerinde let-7b-5p’nin ifade seviyesinin arttirlmasinin ardindan online veri tabanlarindan iligkisi oldugu tahmin edilen
apoptotik genlerin degisimi gosterilmistir. A. Negatif kontrol, mimik kontrol ve let-7b-5p mimik transfeksiyonu sonrasinda apoptotik
genlerin ifade seviyeleri heatmap grafigi ile gosterilmistir (heatmap grafigi online olarak “expression heatmapper” arayiizi kullanilarak
yapilmistir; http://www.heatmapper.ca/expression/). B. Negatif kontrol, mimik kontrol ve let-7b-5p mimik transfeksiyonu sonrasinda
apoptotik genlerin ifade seviyelerinin kat degisimleri gosterilmistir. C. Negatif kontrol, mimik kontrol ve let-7b-5p mimik transfeksiyonu
sonrasinda apoptotik genlerin ifade seviyelerinin bagil degisimleri gosterilmistir.
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Let-7b-5p TP53’lin dogrudan hedefleyebilir

Let-7b-5pmimik transfeksiyonu sonrasinda en ¢ok
azalma TP53 geninde olmustur. Hem negatif
kontrole hem de mimik kontrole kiyasla TP53
geninin ifade seviyesi dislis gostermektedir.
Negatif kontrole kiyasla 1,47 kat dusls
gosterirken, mimik kontrole kiyasla 1,33 kat disus

g6stermektedir. Dolayisiyla bu bulgular let-7b-

5p’ninTP53’0  dogrudan  hedefleyebilecegini
g0Ostermektedir (Sekil 3). Ancak let-7b-5p TP53’l
dogrudan hedefler diyebilmemiz igin daha
kapsamli galismalara ihtiyag vardir. Ayrica, let-7b-
5p mimik transfeksiyonunda, mimik
konsantrasyonuna bagli olarak TP53 geninin ifade
seviyesindeki degisim aralarindaki iligkinin

aciklanmasina yardimci olabilir.

Dur
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1 1496
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NN - i g 111 Pozisyon
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®

Let-7b-5p

Sekil 3.TP53 geninin 3’ UTR bélgesinde iki farkll pozisyonda let-7b-5p baglanma bélgesinin oldugu gésterilmistir. ilk baglanma bélgesi

234-240 pozisyonunda 7mer-m8 (baglanma motifi: ORF...N

..Poly(A); N (herhangi bir niikleotid) miRNA ile uyusum gdsteren

kisim) uyusum gosterirken, ikinci baglanma bdélgesi 669-704 pozisyonunda 8mer (baglanma motifi: ORF...N A...Poly(A); N
(herhangi bir niikleotid) miRNA ile uyusum gosteren kisim) uyusum goéstermektedir. TP53 geni ile let-7b-5p’nin aralarindaki kismi
tamamlayicilik gosterilirken TargetScan veri tabanindan (http://www.targetscan.org) yararlaniimigtir.

TARTISMA

Normal hicreler hayatta kalmak veya programli
bir sekilde ©6lmek igin birgok mekanizma
gelistirmislerdir. Ancak kanser hucrelerinde bu
durum séz konusu degildir. Ozellikle apoptoz
mekanizmasindaki  duzensizlikler sonucunda
timaorlesme kaginilmaz olmaktadir. Bugiine kadar
yapilan ¢aligmalar, mikroRNA'larin hem kanserin
baslanmasinda hem de ilerlemesinde dnemli roller
oynadigini  gdéstermektedir. Ozellikle apoptoz
surecinde dogrudan veya dolayli olarak birgok
genin dizenlemesinde goérev yaparak apoptozu
baskilayici veya tetikleyici fonksiyonlari
bilinmektedir. ilk tanimlanan miRNA olan let-7
ailesinin  Uyelerinin  hedef genlerini  post-
transkripsiyonel seviyede dizenleyerek hem

timor baskilayici hem de onkogenik o6zellikler

gOsterdigi ve apoptoz mekanizmasinin

dlizenlenmesine aracilik ettikleri bildirilmistiri2,

Let-7b, birgok kanser turinde dizensiz ifade
edilerek cesitli kanser suregleri ile
iligkilendirilmistir. ~ Ornegin;  bdbrek kanseri
dokularinda let-7b’nin ifadesinin normal dokulara
kiyasla dusik oldugu ve bu dizensiz ifade
seviyesinin bdbrek kanserlerinde kemoterapiye
direng ile iligkili oldugu gosterilmistir?®. Buna ek
olarak, multipl miyelom doku ve hucre hatlarinda
let-7b-5p’nin ifade seviyesi anlamh olarak duslk
bulunmustur. Multipl miyelom hicre hatlarinda
mimik  transfeksiyonu sonrasinda hicre
¢ogalmasinin  baskilandidi, hicrelerin  S/G2
fazinda durdugu ve IGF1R'yi hedefleyerek
apoptozu uyardigi bulunmustur?!. Evre | akciger

kanseri hastalarindan alinan dokularda let-7bifade
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seviyesi normal dokulara kiyasla anlamli olarak
artis gostermekledir. Kuiglk hcreli olmayan
akciger kanseri hastalarinin dokularindaki let-
7b'nin asin ifadesi bu molekulin prognostik bir
belirteg olarak yararli olabilecegini
dislindlirmektedir?2. Bunun yani sira, sigara igcen
ve igmeyen klgUk hiicreli olmayan akciger kanseri
hastalarinda let-7b ifade seviyesi farkhlik
gOstermektedir. Sigara icmeyen hastalarin
kanserli akciger dokularinda let-7b ifade seviyesi
kontrole kiyasla anlamh bir sekilde dusik

bulunmustur.

Johnson ve arkadaslari, let-7 ailesi Uyelerinin
ifade kaybinin, c¢gesiti insan timorlerinin
patogenezine katkida bulunan bir onkogen olan
RAS'in ifade seviyesinin ciddi bir sekilde artmasi
ile sonuglandigini bildirmislerdir?. Ayrica, let-7
ailesi Uyeleri siklin bagimli kinazlar, siklinler,
transkripsiyon faktorleri ve anti-apoptotik faktorleri
dizenleyerek hlcre donglsind ve apoptozu da
etkilemektedir. Let-7'nin klglk htcreli olmayan
akciger kanseri hucrelerinde baskilanmasi hucre
bélinmesini  arttirirken, asiri  ifade edilmesi
sonucunda hucre buyldmesinin  baskilandig
go6rulmastir. Buna benzer etkiler ksenograftlarda
ve transgenik fare modellerinde de gdézlenmigtir.
KRAS geninin 3-UTR bdlgesinde let-7 ile
tamamlayici  dizilim  iceren 6. nUkleotid
pozisyonunda tek bir nlkleotid polimorfizmi, orta
derecede sigara igenler arasinda artmis kiiguk
hicreli olmayan akciger kanseri riski ile baglantili
oldugu bildirilmistir. Ayrica, kiguk hiicreli olmayan
akciger kanseri hastalarinda let-7 polimorfizminin
gorilme sikligr yaklasik %20 iken saglikl
popllasyonda sadece %6 olarak bulunmustur?s,
Bu bulgular akciger kanserinde normal
seviyelerdeki let-7 fonksiyonun hedefledigi
mRNA’lardaki degisikliklerden etkilenebilecegini
gOstermektedir. Bununla beraber, miRNA ile iligkili

polimorfizmlerin  yani  sira, farkh  miRNA

paternlerinin akciger kanseri hastalarinin klinik

bulgulari ile de iligkili oldugunu gdstermistir.

Bcl-2  proteinleri, mitokondriyal dis  zarin
bUtinligind  duzenleyerek hicrenin  kaderini
belirleyen molekillerdir. Bunun yaninda let-7b'nin
mitokondride yaygin bir sekilde ifade edildidi ve
mitokondrial biyogenezinin dizenlenmesinde rol
oynadigi ortaya konulmustur?®. Bunun yani sira,
trombositlerin  apoptozunda let-7b, BCL2LT’i
hedefleyen anahtar bir dlzenleyici olarak
tanimlanmistir ve depolama sirasinda let-7b
ifadesinin arttiriimasi, anti-apoptotik BCL2L1 ifade
seviyesini azaltmaktadir ve trombosit apoptozunu
uyarmak icin Bak'l serbest birakmaktadir?®. Bizim
calismamizda ise, akciger kanseri hicrelerinde
let-7b-5p’nin  ifade seviyesinin arttinimasinin
ardindan BCL2 geninin ifade seviyelerinin kontrol
gruplarina kiyasla azaldidi ve BAX geninin
ifadesinin artti§i bulunmustur. Dolayisiyla let-7b
icsel apoptoz yolaginin uyariimasinda pro-
apoptotik ve anti-apoptotik genleri dogrudan veya
dolayli bir bigcimde negatif yonli duzenleyerek Kilit

rol oynayabilir.

Fosfataz ve tensin  homologu (PTEN,
phosphatase and tensin homolog), ilk olarak
1997'de tanimlanan bir timor baskilayici gendir.
PTEN'in meme kanseri, pankreas kanseri,
kolorektal kanser, karaciger kanseri, prostat
kanseri ve kiglk hicreli olmayan akciger kanseri
de dahil olmak Uzere insan kanseri turlerinde
siklikla silindigi veya mutasyona ugradigi
bildirilmistir. Akciger kanseri hiicrelerinde PTEN’in
asiri ifade edilmesi sonucunda GO0/G1 fazindaki
hiicre populasyonunun arttigi ve S fazindaki hiicre
sayisinin azaldigi, dolayisiyla GO/G1 fazinda
hicre dongusunun durakladigi  g0sterilmigtir.
Ayrica, PTEN, GO/G1 duraklamasini ve apoptozu
uyararak kaguk hdcreli olmayan akciger kanseri
hdcrelerinin

blylimesini baskiladigi
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bulunmusturs®. Hicre dongisi ve apoptoz gibi
kritik slreglerde bir¢cok fonksiyonu bilinen PTEN
geninin dizenlenmesinde miRNA’lar da 6nemli bir
yer teskil etmektedir. Saffari ve arkadaslar
tarafindan yapilan bir calismada, prostat kanseri
dokularinda let-7b’nin ifade seviyesinin normale
kiyasla dugsUk oldugu ve let-7b’nin PTEN ile iliskili
olabilecegi gosterilmistirs’, Bizim calismamizda
iselet-7b-5p’'nin  ifade  seviyesinin  artmasi
sonucunda PTEN’in ifade seviyesinde azalma
oldugu tespit edilmistir. Her ne kadar istatiksel
olarak anlamh bir degisim olmasa da let-7b’nin
PTEN ifade seviyesine etki ettigi gortlmektedir.
Dolayisiyla, let-7b’nin kanserde PTEN ifade
seviyesini hedefleyerek onkojenik bir miRNA gibi
davranabilecegi ve anti-apoptotik etkilere sahip
olabilecegi goérilmektedir. Ancak, bu bulgularin
ileride yapilacak olan kapsamh c¢alismalar ile

desteklenerek daha iyi anlasilmasi gerekmektedir.

Hicrelerin hayatta kalma kararinin verilmesinde
hicre igerisinde bazi kritik genler sorumludur. Bu
genler kanserlerde tumoér baskilayici Ozellik
gOsterirler. En iyi bilinen timor baskilayici genler
RB1 ve TP53’tir. RB1, genellikle hiicre disindan
gelen buyime baskilayicilarina karsi  etki
gostermektedir®2. RB1, DNA sentezinde 6nemli
islevleri olan E2F transkripsiyon faktérinin hedef
genlerini baskilayarak G1/S gegisini engeller ve
apoptoz yolaginda 6nemli iglevleri olan APAF-1,
BCL-2, CASP3 gibi genlerin aktivasyonu ile huicre
Olumunl uyarir. TP53 ise, hiicre igerisinde olusan
bir hata sonucu hiicre déngusuni tim durumlar
normallesene kadar duraksatir, eger hata
cobzulemeyecek boyutta ise apoptoz surecinin
baslamasi igin hlicreleri uyarirs2, Apoptotik siiregte
bu denli etkin olan baskilayici genlerin
dizenlenmesinde birgok miRNA’nin  gdrevli
oldugu vyapilan calismalarda gosterilmistir3s,
Kiguk hicreli olmayan akciger kanserinde miR-

34a’ninTP53 ile pozitif bir etkilesim icerisinde

oldugu, TP53/miR-34a sinyalizasyonun restore
edilmesininBax’a bagh  apoptozu  uyardigi
gosterilmigtir34. Ayrica, akciger kanseri
hicrelerinde TP53 ile uyariimis miR-34a ifadesi
MYCN ifadesini baskilayarak cisplatin duyarliigini
etkiledigi gosterilmistir3®. miR-34a bilinen iyi timor
baskilayici miRNA’lardandir ve TP53 miR-34a
ifadesini pozitif yonde hedefleyerek apoptozu
uyarmaktadir. miR-34a ifade  seviyesinin
artmasinin  anti-apoptotik  genlerin  ifadesini
distrdiagu ortaya konulmustur. miR-34a tabanh
antikanser ilacit MRX34 (lipozomal miRNA mimik)
faz ¢alismalari beklenmeyen yan etkilerden dolayi
faz Il asamasinda durdurulmustur. Bizim
galismamizda, kigUk hucreli olmayan akciger
kanseri hicrelerinde let-7b-5p’nin asin ifade
edilmesinin  ardindan TP53 geninin ifade
seviyesinde azalma oldugu tespit edilmigtir. In
silico analizler neticesinde let-7b-5p’nin 3’ UTR
bolgesinde iki tane baglanma alani oldugu
bulunmustur. Dolayisiyla, elde ettigimiz bulgular
let-7b-5p’nin  TP53'U  hedefleyerek apoptotik
genlerin ifadesini disurebilecegdi
gOstermektedirBu bulgular, PTEN’e benzer
sekilde, let-7b-5p’nin TP53 gibi énemli bir timor
baskilayici genihedefleyerek onkojenik bir miRNA
gibi davranabilecegini ve anti-apoptotik etkilere
sahip olabilecegini géstermektedir.Sonug olarak,
kiguk hdcreli olmayan akciger kanseri
hlcrelerinde let-7b-5p’nin ifadesinin arttiriimasi
sonucunda  apoptoz ile iligkili  genlerin
ifadesininazaldigi  bulunmustur.  Let-7b-5p’nin
artmis ifadesine karsin TP53’Un ifade seviyesinin
azalmasi ve iki farkli baglanma bdlgesinin
bulunmasi  bu miRNA'nin  direkt  hedefi
olabilecegini 6ne stirmektedir. Bu baglamda, let-
7b-5p’nin ifadesinin artmasi apoptoz ile iliskili
genleri etkileyerek apoptozu uyarabilir ve bu
durum let-7b-5p’nin tani/tedaviye yonelik bir

belite¢ olma potansiyelini arttirmaktadir. Bu
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anlamda daha acik ifadeler kullanabilmemiz igin
A549  hicrelerindeki  apoptoz  seviyesinin
gosterilmesi ve akciger kanseri vakalarinda let-7b-
5p’nin  apoptoz surecindeki rollerin ortaya

konulmasi gereklidir.
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