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Onsoz

Basta kanser olmak lzere bircok hastalikta 6nemli rol oynamalarindan dolayl giinimizde
hem temel arastirmalarda hem de klinikte miRNA’larin tespitine yonelik muhtelif teknikler
gelistiriimektedir. Tamamlanan projemiz kapsaminda mevcut sistemlere alternatif
olusturabilecek sandvi¢ hibridizasyona dayali bir miRNA dizi platformunun gelistiriimesi

amaglanmistir.

Calismalarin timi TUBITAK tarafindan saglanan desteklerle, ODTU, Biyolojik Bilimler
Bolimi, Nanobiyoteknoloji Ar-Ge Laboratuvarlarinda gergeklestirilmistir. Ayrica ODTU
Merkezi Labaratuvari Molekiler Biyoloji ve Biyoteknoloji Biriminden de hizmet alimlari

gerceklestirilmistir.

Calismalar sonucunda sandvig hibridizasyon temelli miRNA dizi platformu konusunda énemli
seviyede bilgi birikimi olusturulmustur. Once sentetik miRNA dizileri kullanilarak gelistirilen
sandvic hibridizasyon temelli miRNA platformu daha sonra hiicre hatlarindan izole edilen
total RNA ornekleri ile test edilerek platformun total RNA ornekleri ile kullanilabilme
potansiyeli incelenmistir. Gergeklestirilen ¢alismalar baz alinarak birgok yeni Ar-Ge projesi ve
tez calismasi tetiklenmis olup bazilart projenin sonuglanmasini  takiben ivedilikle

baslatiimistir.

Projede emegi gecen tim arastiricilar adina TUBITAK’a saglamis oldugu destekten dolayi

tesekkdr ederiz.

Saygilarimla,
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Ozet

MikroRNA'larin (miRNA) gelisim ve farklilasma yolaklari, metabolizmanin dizenlenmesi,
hicre donglsid ve hicre 6limu gibi 6nemli mekanizmalarda kritik gérevleri oldugu ve
ifadeleri bozulan miRNA’larin kanser basta olmak lizere pek ¢ok hastalik patolojisinde 6nemli
rolleri oldugu son yillarda yapilan birgok arastirmada belirtilmektedir. Bu sebeple gliniimiizde
hem temel arastirmalarda hem de klinikte miRNA’larin tespitine yonelik muhtelif teknikler
gelistiriimektedir. Tamamlanan projemiz kapsaminda mevcut sistemlere alternatif
olusturabilecek sandvi¢ hibridizasyona dayali bir miRNA dizi platformunun gelistirilmesi

amaclanmistir.

Projemiz kapsaminda gelistirilen platform, tespiti amaglanan hedef miRNA ve buna vyari
eslenik olan iki oligonikleotid probdan olusmaktadir. Bu sisteme gore hedef miRNA (adaptor)
dizisinin bir kismina eslenik sekilde tasarlanmis olan yem prob (Probl) cam yiizeye capraz
baglayicilar yardimiyla sabitlenmekte, hedef mikroRNA'nin (adaptor) hibridizasyon yoluyla
Probl’e baglandigi takdirde adaptorin varhgl yari eslenik olan sinyal probunun da (Prob2)
sandivi¢ sisteme baglanmasi ile belirlenmektedir. Sandvi¢ tabanli miRNA dizi platformu
RNA’nin direkt olarak kullanilmasina olanak saglayarak, mevcut dizi sistemlerinde gerekli olan

komplementer DNA sentezi ve/veya isaretlenmesi olmadan calisabilmektedir.
Sandvi¢ hibridizasyon tabanli miRNA dizi platform 7 miRNA (miR21, miR10b, miR145,
miR125, miR200a, miR200b, miR200c) icin gelistirilmis, normal ve kanser hiicre hatlari ile

test edilmistir.

Anahtar Kelimeler: miRNA, dizi platform, meme kanseri, sandvi¢ hibridizasyon
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Abstract

Micro RNAs (miRNA) are small non-coding RNAs that are involved in important regulatory
pathways such as differentiation, development, metabolism, cell proliferation and cell death.
Several recent researches show that deregulated expression of miRNAs has crucial roles in
disease pathologies, mainly in cancer. Furthermore, expression patterns of miRNAs appear
to be tissue specific and they have higher stability than mRNAs. These make miRNAs ideal
biomarkers. Therefore, accurate miRNA detection both in research and in clinical setups is
becoming crucial. Various commercial platforms are present to serve this purpose. In the
presented study, we aimed to develop an alternative to existing tools to detect miRNAs

using an array platform based on sandwich hybridization.

The sandwich hybridization method is based on the recognition of a specific DNA/RNA
sequence (target) by two probes. In this method, the capture probe (P1) which is fixed to the
solid surface with the help of cross-linkers, is specific to one part of the target molecule.
Target molecule binds to the capture probe and the existence of target molecule is defined
with the binding of signal probe (P2). Sandwich hybridization does not require a labelling
and/or cDNA sysnthesis steps. Therefore, non-labelled miRNA sequences can be directly

applied to the system.

The sandwich hybridization base miRNA detection chip was performed for seven miRNAs
(miR21, miR10b, miR145, miR125, miR200a, miR200b, miR200c) and tested with normal and

cancer cell lines.

Keywords : miRNA, microarray, breast cancer, sandwich hybridization
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1 Giris

1.1 MikroRNA

MikroRNA’lar (miRNA) protein kodlamayan, 16-29 baz uzunlugunda RNA molekdlleridir.
Evrimsel olarak korunmus bu RNA molekilleri, hedefledikleri mRNA’larin  3’UTR
(untranslated region, transle edilmeyen bolge) bolgelerine baglanarak, mMRNA’nin

translasyonunu engelleyebilir veya bazi durumlarda mRNA’nin yikimina yol acabilirler.

Nikleus s Cap D I
I [T ITIT 1711 Pr-miRNA

> poiyt Y l l
\ -
Pre-miRNA
Sitoplazma \ Exportin 5 m\) /
\

T — — —

Pre-miRNA
T A I ) — T ) -
Y
Hedef MRNA S(‘i—’_;’I]IIT Ll
Tam olmayan eglesme Tam eslesme
Translasyonun baskilanmasi mRNA yikimi

Sekil 1: mRNA’larin miRNA’lar tarafindan kontrol edilme yollari (Erson ve Petty, 2008’den
uyarlanmistir)

Hayvanlarda miRNA’larin, mRNA yikimina yol agmadan proteine donlisim asamalarinda
daha etkili olduklari bilinmektedir (Erson ve Petty, 2008). Ote yandan miRNA’lar ile gen

anlatiminin (ekspresyonunun) kontrol edilmesi oldukca karmasik bir sistemdir. Hedef bolge
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genellikle birden fazla miRNA igin baglanma bdlgesi igerir. Ayrica tek bir miRNA farkli
gorevleri olan 200’den fazla mRNA’yi kontrol edebilir (Krek ve ark., 2005).

ilk olarak 1993 senesinde Caenorhabditis elegans’da tanimlanmalarinin ardindan
miRNA’larin varlklari pek ¢ok organizmada (6rn. primatlarda, kemirgenlerde, kuslarda,
baliklarda, solucanlarda, sineklerde, bitkilerde ve virtslerde) gosterilmistir (Griffiths-Jones ve

ark., 2008; Bartel 2004; Ambros ve ark., 2003; Lee ve Ambros 2001).

insan genomunda yaklasik 1000 tane miRNA geni oldugu tahmin edilmekte ayrica protein
kodlayan genlerin %30’'unun da miRNA’lar tarafindan kontrol edildigi disunilmektedir
(Berezikov ve ark., 2005). Bu ozellikleri ile miRNA’lar gelisim ve farklilasma yolaklari,
metabolizmanin diizenlenmesi, hiicre dénglisi ve hiicre 6limu gibi 6nemli mekanizmalarda
gorev alarak bu 6énemli mekanizmalari kontrol etmektedirler. Yapilan son arastirmalarda
ifadeleri bozulan miRNA’larin kanser basta olmak lizere pek ¢ok hastalik patolojisinde 6nemli

rolleri oldugu gosterilmistir.

1.2 MikroRNA ve Kanser iliskisi

MikroRNA’larin kanser acisindan 6énemli olabilecegi gorusl ilk kez kronik lenfositik |6semi
hastalarinda siklikla silinen veya degisime ugrayan 13q14 bolgesindeki miR15a ve miR16a
genlerinin tanimlanmasiyla ve B hiicrelerinde anti-apoptotik BCL-2’yi hedeflediklerinin
anlasilmasiyla ortaya g¢ikmistir (Cimmino ve ark., 2005; Calin ve ark., 2002). Kanser
hicrelerinde siklikla gorilen genomik instabilite bolgeleri incelendiginde miRNA’larin bu
bolgelerde yogun olarak bulunduklari ve DNA kopya sayisi anormallikleri gosterdikleri

anlasiimistir (Calin ve ark., 2004).

Daha once belirtildigi gibi her bir miRNA'nin yaklasik 200 adet mRNA hedefleyebilecegi
tahmin edilmektedir. Bu ylizden ifadesi degismis bir miRNA'nin pek c¢ok farkh yolagi
etkileyebilecegi aciktir. Bu gorusi destekleyecek bulgular her gegen gin artmakta ve
miRNA’larin pek c¢ok farkl hastalik etiyolojisindeki rolleri anlasiimaktadir (Erson ve Petty

2008).
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Yapilan ¢alismalar miRNA’larin dokuya 6zel ifade profilleri de oldugunu géstermektedir. Bu
sayede dokulari ve farkh dokularda baslamis timorleri de birbirinden ayirmak mimkin
olabilecegi disiinilmektedir. Ornegin, bir miRNA gen ifadesi calismasinda diger incelenen
dokularla karsilastirildiginda, sadece normal memede ifade edilen bir miRNA gen profili

oldugu gosterilmistir (Liu ve ark., 2004).

Normal dokularda yapilan calismalara ek olarak primer timoér ve kanser hiicre hatlarinda
yapilan calismalarda da ifade diizeyleri degismis pek cok miRNA belirlenmistir. Ornegin
miR520c ve miR373’lUn artisi, meme hiicre adhezyon ve hareketliliginde rol alan CD44
proteinin  miktarini  azaltarak meme kanseri hiicrelerine  metastatik  o6zellik
kazandirabilmektedir (Huang ve ark., 2008). Meme kanserinde (baska kanserlerde de) miR21
ifadesinin arttigi bulunmustur. Bu c¢alismalar sonucunda miR21’'in meme kanseri
hicrelerinde fazla Uretilmesi sonucunda apoptozda rol alan PDCD4 (Programmed Cell Death
4) ve aktin filamentlere baglanan TPM1 (tropomyosin) proteinlerinde azalma tespit edilmistir
(Frankel ve ark., 2008; Zhu ve ark., 2007). Buna bagli olarak da meme kanseri hiicrelerinde
miR21 susturuldugunda, artan apoptoz ve azalan proliferasyon goérilmustir (Si ve ark.,
2007). miR10b’nin fazla Uretilmesi meme tlimorlerinde invazyonu arttirmaktadir (Ma ve ark.,
2007). Metastatik tekrar goriilen meme kanseri hastalarinda miR335 ve miR126 ifadelerinin
az oldugu ve bu iki miRNA’nin metastas baskilayici 6zellikte olduklari tespit edilmistir
(Tavazoie ve ark., 2008; Frankel ve ark., 2008; Zhu ve ark., 2007; Si ve ark., 2007). Bunlara ek
olarak bazi miRNA gen ifadelerinin, 6zellikle belli bazi meme timor tipleriyle ilintili oldugu
anlasiilmaktadir. miR30 gen ifadesinin azaldig1 timorler, dstrojen ve progesteron reseptor

negatif tiimorler olarak belirlenmistir (lorio ve ark., 2005).

1.3 MikroRNA'larin Kanser Tespitinde Kullanilmasi

Tumorlerin molekiiler siniflandiriimasi tlimor tiplerinin, asamalarinin anlasilmasi ve buna
bagli olarak daha dogru ve erken teshis tekniklerinin gelistirilmesi ve etkili ila¢ tedavilerinin
secimi icin onemlidir. Kanser teshisinde mRNA ya da miRNA gibi bircok biyo-belirtec
kullanilabilmektedir. Ote vyandan kanser hiicrelerinde bozulan miRNA ifadesinin

profillenmesinin mRNA’ya gore daha Ustlin olmasi bu kiiciik RNA molekillerinin hastalarda
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diagnostik ve prognostik biyo-belirtegler olarak kullaniimasini glindeme getirmistir.
MikroRNA’lar daha dokuya 6zel oldugundan ifade profilleri 6zgiindiir ve farkli timor tiplerini
ayirt etmekte daha hassastirlar. Ayrica miRNA’larin vicut sivilarinda da bulunmasi ve kiiclik
boyutlarindan otiiri RNaz etkilerinden korunabilmeleri, bu molekillerin biyo-belirtegler

olarak kullanilma potansiyellerini giindeme getirmistir.

Bunlara bagli olarak miRNA’larin tespit edilmesi gerek temel arastirmalarda gerekse klinik
uygulamalarda 6nem kazanmaktadir. Bu sebeple miRNA’larin tespitine yonelik muhtelif

teknikler gelistiriimektedir.

1.4 Calismada kullanilan mikroRNA’lar

Calismamizda literatliirde meme kanseri ile iliskisi oldugu belirlenen miR21, miR10b, miR145,

miR125, miR200a, miR200b ve miR200c kullanilarak dizi platformu gelistirilmistir.

MikroRNA’lardan miR21 ifadesinin meme kanserinde (baska kanserlerde de) arttig
bulunmustur. Bu calismalar sonucunda miR21’in meme kanseri hiicrelerinde fazla tretilmesi
sonucunda apoptozda rol alan PDCD4 (Programmed Cell Death 4) ve aktin filamentlere
baglanan TPM1 (tropomyosin) proteinlerinde azalma tespit edilmistir (Frankel ve ark., 2008;
Zhu ve ark., 2007). Buna bagh olarak da meme kanseri hiicrelerinde miR21 susturuldugunda,
artan apoptoz ve azalan proliferasyon goériulmustir (Si ve ark., 2007). miR10b’nin fazla
Uretilmesi meme tlimorlerinde invazyonu arttirmaktadir (Ma ve ark., 2007). On normal ve
76 neoplastik meme kanseri 6rnegi ile yapilan bir calismada miRNA ekspresyonunun normal
ve kanserli dokulari net bir sekilde ayirabildigi belirlenmistir (lorio ve ark., 2005). Ayrica
meme kanserinde miR21 ifadesinin arttigi, miR125b, miR145 ve miR10b’nin ifadelerinin

azaldigi bircok calismada gézlemlenmistir (Mattie ve ark., 2006; lorio ve ark., 2005).

Yukarida belirtilen miRNA’lara ek olarak platformu normalize etmek amaciyla U6 RNA da

platforma eklenmistir.
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1.5 Dizi Teknolojisi ve Sandvi¢ Hibridizasyon Yontemi

Son 20 yilda 6nemli gelismelere tanik olan ve eslenik nikleik asit zincirlerinin (DNA-DNA,
DNA-RNA veya RNA-RNA) hibridizasyonu prensibine dayal oligonlkleotid dizi
teknolojisi, genotipleme, mutasyon taramasi, gen ifade analizi ve tek niikleotid polimorfizmi
belirleme gibi molekiler biyoloji ¢calismalarinda kullanilabilen, hassas ve hizli analiz imkani

taniyan bir biyoanalitik ara¢ halini almistir (Muyal ve ark., 2008; Schena ve ark., 1995).

MikroRNA tespitine yonelik dizi platformlari Exigon (miRCURY), Affymetrix (GeneChip
miRNA) ve Invitrogen (NCode) gibi biylk sirketler tarafindan saglanmaktadir. Bu
platformlarda, belirli metodlarla isaretlenmis RNA o6rnekleri dizi platformlarinda
kullanilmaktadir. Bir baska deyisle dizi platformuna uygulanmadan o6nce bir islemden

gecirilerek isaretlenmelidir.

| -

Sekil 2: Piyasadaki miRNA tespitine yonelik dizi platformlarinin ¢alisma prensibi

Ayrica bu sistemlerin biylk bélimi donanimlariyla beraber satilmakta olduklari igin blytk
bir finansal yatirrm da gerektirmektedirler. Yapilan bu donanimsal yatirimin sadece uretici
firma tarafindan tretilen gipleri okumak icin kullanilabilmesi de ticari dizi sistemlerinin diger

onemli dezavantajlarindandir.
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Dizi tipi olarak kullanilabilecek opsiyonlardan biri olan sandvi¢ hibridizasyon formadta ise
hedef dizinin sisteme uygulanmadan oOnce isaretlenmesi gerekmemektedir. Sandvic
hibridizasyon sistem Northern Blot gibi konvansiyonel RNA tayin metodlarina gore daha hizli
ve glvenilir sonuglar saglamasinin yani sira daha hassas fakat masrafli RT-PCR gibi modern
metodlara gore de daha ekonomik bir ¢6zim sunmaktadir. Hem DNA hem de RNA
uygulamalari bulunan bu platforma elektokimyasal ve optik tiirde farkh sinyal metodlari

entegre edilebilmektedir (Du ve ark., 2009; Wang ve ark., 2008).

Tum bu sebeplerden dolayi, calismada mevcut sistemlere alternatif olusturabilecek sandvic
hibridizasyonuna dayali bir miRNA dizi platformu gelistiriimesi hedeflenmistir. Bu amacla,
sandvig hibridizasyon esasina dayali, niikleik asit tabanli ve miRNA tespitinde kullanilabilecek
slayt formatinda bir dizi platformu olusturulmustur. Gelistirilen platform, tespiti amaglanan

hedef miRNA ve buna yari eslenik olan iki oligoniikleotid probdan olugsmaktadir.

Prob 2
(Sinyal)
Adaptor
(Hedef mikroRNA)
Prob 1
(Yem)

Capraz Baglayici

Cam Yiizey

Sekil 3: Nukleik asit tabanh sandvi¢ formatinda miRNA dizi platformu

Gelistirilen bu platform miRNA’larin, iki farkli prob kullanilarak belirlenmesi prensibine
dayanmaktadir (Sekil 3). Gelistirilen dizi platformu hedef miRNA molekiillerinin herhangi bir

sekilde isaretlenmesini gerektirmeden miRNA’'nin direkt olarak kullanilmasina olanak
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saglayarak, mevcut dizi sistemlerde gerekli olan komplementer DNA sentezi veya
isaretlemesi olmadan calisabilmektedir. Platformun diger bir avantaji da ihtiyaclara gore
degistirilebilecek bir esneklige sahip olmasidir. miRNA’larin kanser disindaki diger hastaliklari
da izleme ve teshis etmede biyo-belirte¢ olarak kullanilabilecegi disinilirse proje
kapsaminda gelistirilen bu platformun c¢ok farkh kullanim alanlarina yonelebilecegi

gozlemlenmektedir.
2 Gereg¢ve Yontem

2.1 Platform

Daha 6nce belirtildigi gibi projemiz kapsaminda gelistirilen platform, tespiti amaglanan hedef
miRNA ve buna yari eslenik olan iki oligonikleotid probdan olusmaktadir. Sekil 4, calismada
gelistirilen sandivi¢ platformu temsil etmektedir. Bu sisteme gore hedef miRNA (adaptor)
dizisinin bir kismina eslenik sekilde tasarlanmis olan yem prob (Probl) cam ylizeye capraz
baglayicilar yardimiyla sabitlenmekte, hedef miRNA’'nin (adaptér) hibridizasyon yoluyla
Prob1’e baglandig takdirde adaptoriin varhgi yari eslenik olan sinyal probunun da (Prob2)

sandivig¢ sisteme baglanmasi ile belirlenmektedir.

Adaptér | ‘
(miRNA) i : &

IProb 1 ‘
(Yem Probu)

I 1
T

Cam Yiizey

.

Sekil 4: Nikleik asit tabanli sandvi¢ formatinda miRNA dizi platform
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2.2 Slayt

Calismalarda ylzeyi poli-L-lysin ile amino fonksiyonellestirilmis 25 x 75 x 1 mm boyutlardaki
cam mikroskop slaytlari kullaniimis ve gerekli slaytlar Thermo Scientific firmasindan temin

edilmistir.

2.3 Problar

Cahsmada kullanilacak problar (P1 ve P2) icin en uygun dizilimler molekiler biyoloji
calismalarinda  kullanilan  yazihmlar  kullanilarak  belirlenmistir.  Tasarlanan  tim

oligontukleotidler uygun yazilimlar kullanilarak:

» Hedeflenen hibridizasyon (adaptor ile prob 2 ve prob 1 arasinda),
* [stenmeyen hibridizasyon (prob 2 ve prob 1 arasinda)
= fjkincil yapi (secondary structure) ve sac tokasi (hairpin) olusumu acilarindan test

edilmistir.

Bu analizler sonucunda hedeflenen hibridizasyon (adaptér ile prob 2 ve prob 1 arasinda),
istenmeyen hibridizasyon (prob 2 ve prob 1 arasinda) ve P1 / P2 icin ikincil yapi (secondary
structure) ve sa¢ tokasi (hairpin) olusumu acilarindan dizilimden kaynaklanan herhangi bir

problem olmadigi ortaya cikmistir.

Belirlenen oligoniikleotidler “Integrated DNA Technologies” (C Leuven, Belgika) firmasindan

temin edilmistir.

2.3.1 Prob1

= Gahsmamizda poly-L-lysin kapl cam ylizeye ¢apraz baglayicilar yardimiyla sabitlenen
oligonikleotid, Prob 1 (P1) olarak adlandirilmistir (Sekil 3).
= P1’in dizilimi tesbit edilmesi amacglanan miRNA sekansina yari esleniktir.

=  P21’'in 5 ucu tiyol modifikasyonu tasimaktadir.
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2.3.2 Adaptoér (A)

Calisma kapsaminda tespit edilmesi amaclanan hedef miRNA molekili Adaptor (A)

olarak adlandirilmistir (Sekil 3).

2.3.3 Eslenik Olmayan Adaptoér (Ank)

Negatif kontrol olarak kullanilacak P2 ve P1 problarina eslenik olmayan miRNA

molekili Adaptor Negatif Kontrol (Ank) olarak isimlendirilmistir.

2.3.4 Prob2 (P2)

Prob 1 tarafindan yizeyde tutulacak adaptore yari eslenik olan ve sinyal molekili
tasiyan oligoniikleotid Prob 2 (P2) olarak isimlendirilmistir.

= P2’in dizilimi, tesbit edilmesi amaglanan miRNA sekansina yari esleniktir.

= P2, 3’ ucunda floresan bir boya olan 6-karboksifloresin (6-FAM) yada biyotin ligandi

tasimaktadir.

2.3.5 Pozitif kontrol

Proje kapsaminda pozitif kontrol olarak Fam isaretli P1, optimizasyon igin kullanilan

mMiRNA'nin (miR21) DNA dizilimi ve isaretli miR21 kullaniimistir.

2.3.6 Modifiye Problar

Proje kapsaminda hedef miRNA’yl taniyacak problarin seciciligini ve olusacak sandvig
hibridinin termal stabilitesini artirmak igin normal oligonikleotid problarin yani sira kilitli

(locked nucleic acid - LNA) ve 2'0-Metil modifiye oligoniikleotidler de kullanilmistir.
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Kilitli nukleik asitler (LNA), sekil 4’de gorilecegi gibi 2’-O atomu 4’-C-atom’una metilen bagi
ile baglanmis nikleik asit benzerleridir. Metilen bagi ile kilitlenmis niikleotidler diger
nikleotidlere baglanmak icin en uygun sekilde kalir ve bdylece yari eslenik oligoniikleotid

dizisine normal oligontikleotid problara gére ¢ok daha kolay ve ¢abuk baglanir (Sekil 5).

Base

Sekil 5: Kilitli nikleik asit monomerleri

2’0O-metil modifiye niikleotidler, riboz sekerinin 2’ pozisyonunda alkil modifikasyonlari
iceren RNA nikleotidleridir (Sekil 6). LNA’lerde oldugu gibi bu modifikasyonlara sahip
nikleotidlerin varligi problarin hibridizasyon kinetigini etkileyerek hedef dizilime (mikroRNA)

baglanma olasiliklarini arttirmaktadir.

Base

0-CH,

o=p—0OH
\
OH

Sekil 6: 2’ 0-Metil modifiye nikleik asit monomeri

Cahsmada kullanilacak problar (P1 ve P2) icin en uygun LNA ve 2’ O — Metil konformasyonlari
yine yazilimlar kullanilarak belirlenmistir. Hedeflenen hibridizasyon (adaptér ile prob 2 ve
prob 1 arasinda), istenmeyen hibridizasyon (prob 2 ve prob 1 arasinda), ikincil yapi

(secondary structure) ve sac tokasi (hairpin) olusumu acilarindan test edilmistir.
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Bu analizler sonucunda belirlenen problarin galisma agisindan uygun oldugu sonucuna

variimistir.

Belirlenen oligonikleotidler “Integrated DNA Technologies” (C Leuven, Belgika) ve “Exiqon”

(Vedbaek, Danimarka) firmalarindan temin edilmistir.

2.4 Capraz Baglayic

Calismada cam ylizeydeki amino gruplarina tiyol modifiye oligontikleotidleri kovalent olarak
baglamak icin capraz baglayicilar kullanilmistir. Capraz baglayicilarin (NHS) ester grubu pH 7-
9’da birincil aminlerle reaksiyona girerek amid bagi olustururken diger uctaki maleimit grubu
pH 6.5-7.5’da sulfihidril gruplarla reaksiyona girerek stabil tiyoeter bagi kurar. Calismada
farklhh uzunluga sahip heterobifonksiyonel carpraz baglayicilar (Sulfo EMCS, SMPEG2,
SMPEG6, SMPEG12) denenmistir. Denenen Sulfo-EMCS ve SM(PEG)n ¢apraz baglayicilarinin

kimyasal sekilleri asagida verilmektedir (Sekil 7).

o v
OSQ -
Sulfo - e @ g F
EMCS o o
- Spacer
,0 | (6) —i
/\." (Ii H Ir_ _:t‘:l.
SMIPEG), Mo forof Rty
o} In o) (o)

Sekil 7: Sulfo-EMCS ve SM(PEG)n capraz baglayicilarinin kimyasal yapilari

2.5 Slayt Analizi

Calismanin ilk doneminde slaytlar konfokal lazer tarama mikroskobu ile taranarak sinyal elde
edilmistir. Sinyaller 488 nm argon lazeriyle uyari yapilarak, 4X blyutmeli objektif (numerik
aciklik 0.1) ve uzun gegisli (long pass) LP505 filtre seti kullanilarak 1024x1024 ¢6zinUrliikte

ve 12 bit olarak kaydedilmistir.
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Calismanin devaminda ise slaytlarin analizi icin proje kapsaminda alinan mikrodizin tarayici
(Axon Genepix 4100A) system kullanilmistir. Alinan mikrodizin tarayici iki farkli dalga
boyunda (532 nm ve 635 nm) tarama yaparak veri toplayabilme 6zelligine sahiptir. Sistemin
¢Ozunurltgl kullanici tarafindan 5-100 mikron arasinda segilebilmekte ve her tip mikrodizin
slayti ile calisabilmektedir. Mikrodizin tarayici temin edildikten sonra elde edilen tim

sinyaller 532 nm dalga boyunda ve 5 mikron ¢oziinirlikte gerceklestirilmistir.

3 Proje asamalari

Projemiz kapsaminda DNA tabanli miRNA platformunun gelistirilmesi icin lic temel asamanin

tamamlanmasi hedeflenmistir. Bunlar:

Asama |: Sandivi¢ hibridizasyon temelli miRNA dizi platformunun gelistirilmesi.
Asama ll: Farkli miRNA ornekleri ile dizi platformun galistiriimasi.

Asama lll: Platformunun gahsabilirliginin total RNA 6rnekleri kullanilarak arastiriimasi.

3.1 Asama I: Sandvig¢ hibridizasyon temelli miRNA dizi platforunun
gelistirilmesi

Projenin ilk asamasi poli-L-lysin kullanilarak amino fonksiyonel gruplariyla kaplanmis cam
slaytlara heterobifonksiyonel bir c¢arpraz baglayici yoluyla tiyol modifiye ucundan
sabitlenecek oligonikleotid prob, bu prob tarafindan hibridizasyon yoluyla ylizeye tutunacak
hedef miRNA ve hedef sekansa yari-eslenik sinyal probunun olusturacagi sandvi¢c formatinin
gelistirilmesi ve optimizasyonu tzerine kurulmustur. Bu asamada miR21 hedef miRNA olarak
kullanilmistir. Hedef miRNA’yI taniyacak problarin segiciligini ve olusacak sandvig hibridinin
termal stabilitesini artirmak igin kilitli (locked nucleic acid-LNA) ve 2' O-Metil modifiye
oligonikleotidlerin de kullanildigi bu asamada ayrica capraz baglayici uzunlugu, prob

konsantrasyonu, hibridizasyon siresi, sicakligi ve hibridizasyon sonrasi yikama kosullari gibi
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deneysel parametreler c¢alisilarak projenin alt yapisini olusturacak oligonikleotid dizi

platformu optimize edilmistir.

3.1.1 Birinci Asamada Kullanilan Oligoniikleotid Dizileri

Projenin birinci asamasinda miR21 hedef miRNA olarak kullaniimis ve buna eslenik P1 ve P2
problari belirlenmistir. Daha 6nce belirtildigi gibi platformun performansini arttirmak igin

modifiye problar ve farkl sinyal gesitleri denenmistir.

Prob 1 (P1)

Calismanin birinci asamasinda hedef miRNA dizilimine yari eslenik olan ve cam yiizeye
baglanan yem probu icin kullanilan dizilimler Tablo 1’de verilmektedir. LNA modifiye

niikleotidlere sahip olan prob, P1-L; 2'0O-Metil modifiye nikleotidlere sahip prob ise P1-M

olarak isimlendirilmistir.

Tablo 1: Calismanin birinci agamasinda kullanilan P1 dizilimleri

Prob P1 dizilimi
= P1 5’-/5ThioMC6-D AAAAAAAAATCAACATCAGT-3’
= P1-L 5’-/5ThioMC6-D AAAAAAAAATCAACATCAGT-3’
= P1-M 5’-/5ThioMC6-D AAAAAAAAAUCAACAUCAGU-3’

*Kilitli ve 2°0-Metil modifiye niikleotidler alti ¢izili olarak gésterilmistir.

Adaptor (A ve Ank)

Projenin birinci asamasinda miR21 hedef miRNA olarak kullaniimistir. Ayrica P1 ve P2’ye
eslenik olmayan bir dizilim de negatif kontrol olarak kullanilmistir. ilgili dizilimler Tablo 2’de

verilmektedir.
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Tablo 2: Calismanin birinci asamasinda kullanilan adaptor dizilimleri

Adaptor Adaptor dizilimi

= miR21 5’-UAGCUUAUCAGACUGAUGUUGA-3’
» Eslenik Olmayan Adaptor (Ank) 5’-CACGUUCGGAUACAUCGAUCGAC-3’

Prob 2 (P2)

Calismada kullanilan P2 dizilimleri Tablo 3’de verilmektedir. Tabloda LNA modifiye
niikleotidlere sahip olan prob P2-L; 2’0O-Metil modifiye niikleotidlere sahip prob ise P2-M
olarak isimlendirilmistir. Ayrica ¢alismada biotin ve FAM isaretleri sinyal olarak kullanilmistir.
Buna gore ucunda 6-FAM bulunan problar P2-L-F ve P2-M-F; biyotin ligandi bulunanlar ise
P2-L-B ve P2-M-B olarak isimlendirilmistir.

Tablo 3: Calismanin birinci asamasinda kullanilan P2 dizilimleri

Prob P2 dizilimi
= P2-F 5’-TGATAAGCTAAAAAAAAAA/6-FAM/-3’
= P2-L-F 5’-TGATAAGCTAAAAAAAAAA/6-FAM/-3’
= P2-M-F 5’-UGAUAAGCUAAAAAAAAAA/6-FAM/-3’
= P2-B 5’-TGATAAGCTAAAAAAAAAA/3Bio/ -3'
= P2-L-B 5 -TGATAAGCTAAAAAAAAAA/3Bio/ -3'
= P2-M-B 5’-UGAUAAGCUAAAAAAAAAA/3Bio/ -3'

* Kilitli ve 2’0-Metil modifiye niikleik asit bazlari alti ¢izili olarak gésterilmistir.

Pozitif kontrol dizilimleri

Platformu test etmek igin ¢esitli dizimler kullanilmistir. Calismanin ilk asamasinda pozitif

kontrol olarak kullanilan dizilimler Tablo 4’de verilmektedir.
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Tablo 4: Calismanin birinci asamasinda kullanilan pozitif kontrol dizilimleri

Pozitif kontrol Pozitif kontrol dizilimleri

= P1-FAM 5’-/5ThioMC6-D/AAAAAAAAATCAACATCAGT/36-FAM/-3’
= miR21 FAM 5’-UAGCUUAUCAGACUGAUGUUGA/36-FAM/-3’
= miR21-DNA 5’-TAGCTTATCAGACTGATGTTGA-3’

3.1.2 Slayt Tasarimi

Projenin birinci agsamasi olan sandvig hibridizasyon temelli miRNA dizi platformu gelistirme
calismalarinda Sekil 8’de gosterilmekte olan slayt tasarimi kullaniimistir. Her slayt li¢ pozitif
kontrol, dokuz adet de test noktasi icermektedir. Pozitif kontrol olarak isaretli miR21 problari
(miR21-F) kullaniimistir. Buna gore kullanilan her slaytta Ul pozitif kontrol, dokuzu P2-A-P1

sandvic sistemi veya P2-Ank-P1 negatif kontrolli olmak Gzere toplam 12 nokta spotlanmistir.

Sekil 8: Birinci asama slayt tasarimi

3.2 Asama II: Farkli miRNA orneKkleri ile dizi platformun ¢alistirilmasi.

Gahsmanin ikinci asamasi farkli miRNA’larin dizi platformunda taninmasi (zerine
kurulmustur. Olgun miRNA dizinlerinin uzunluklari farkli olabilmekte veya ayni aileden gelen
benzer miRNA dizinlerinin birbirinden ayirt edilebilmesi gerekmektedir. Calismanin ikinci

asamasinda meme kanserinde ifadesinin degistigi bilinen miRNA’lar arasindan farkli

26



uzunlukta olanlar ve ayni akraba gen kiimesine ait olup dizinleri birbirine benzeyen
miRNA’lar secilerek, miRNA tabanl c¢ipin hassasiyeti ve seciciliginin test edilmesi
amaglanmistir. Bu sebeple meme kanserinde azaldigi ve arttigi bilinen miRNA’lar belirlenmis
ve sentetik olarak elde edilen bu miRNA’lara 6zgiin problar kullanilarak slayt formatinda
cipler hazirlanarak 6zgiin sinyal eldesi optimize edilmeye calisiimistir. Optimize kosullara
ulasilabilmesi i¢in hibridizasyon siresi, sicakligi ve hibridizasyon sonrasi yikama kosullari gibi
deneysel parametreler bu asamada da arastirilmistir.

3.2.1 MikroRNA prob setleri Calismasi1 Kapsaminda Kullanilan Oligoniikleotid
Dizileri

Cahsmanin ilk asamasinda kilitli (LNA) problarin daha iyi sonuglar verdigi gorildiginden
ikinci agamada gergeklestirilen galismalarda sadece LNA modifiye niikleotidlere sahip problar

kullaniimistir.

Prob 1 (P1)
Cahsmanin ikinci asamasinda problar LNA modifiye niikleotidlere sahip olduklariicin [(miRNA
ismi)-P1-L] olarak isaretlenmis ve her bir miRNA igin bir P1-L belirlenmistir. Kullanilan P1

dizilimleri Tablo 5’de verilmektedir.

Tablo 5: Calismanin ikinci asamasinda kullanilan P1 dizilimleri

Prob P1 dizilimi

= miR21-P1-L 5’-/5ThioMC6-D/AAAAAAAAATCAACATCAGT-3’
* miR10b-P1-L 5’-/5ThioMC6-D/AAAAAAAAACACAAATTCGG-3'
= miR145-P1-L 5’-/5ThioMC6-D/AAAAAAAAAAGGGATTCCTG-3’
= miR125-P1-L 5’-/5ThioMC6-D/AAAAAAAAATCACAAGTTAG-3’

= miR200a-P1-L 5’-/5ThioMC6-D/ AAAAAAAAAACATCGTTACC -3’
* miR200b-P1-L 5’-/5ThioMC6-D/ AAAAAAAAATCATCATTACC -3’

= miR200c-P1-L 5’-/5ThioMC6-D/ AAAAAAAAATCCATCATTAC -3’

= U6-P1-L 5’-/5ThioMC6-D/AAAAAAAAACGATACAGAGAAGAT-3’

*Kilitli ntikleotidler alti ¢izili olarak gésterilmistir.
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Prob 2 (P2)

Gahsmanin ikinci agamasinda LNA modifiye niikleotidlere sahip ve 3" ucunda 6-FAM ligandi

bulunan P2 problari [(miRNA ismi)- P2-L-F] olarak isimlendirildi. ilgili dizilimler Tablo 6’da

verilmistir.

Tablo 6: Calismanin ikinci asamasinda kullanilan P2 dizilimleri

Prob P2 dizilimi
= miR21-P2-L-F 5’- /TGATAAGCTAAAAAAAAAA/36-FAM/ -3’
* miR10b-P2-L-F 5’- /TCTACAGGGTAAAAAAAAAA/36-FAM/ -3
= miR145-P2-L-F 5’- JGAAAACTGGACAAAAAAAAA/36-FAM/ -3’
= miR125-P2-L-F 5’- / GTCTCAGGGAAAAAAAAAA /36-FAM/ -3’

miR200a-P2-L-F
miR200b-P2-L-F
miR200c-P2-L-F
U6-P2-L-F

5’- / GACAGTGTTAAAAAAAAAA /36-FAM/ -3’

5’- /| GGCAGTATTAAAAAAAAAA /36-FAM/ -3’

5’- / CGGCAGTATTAAAAAAAAAA /36-FAM/ -3’

5’- / AGCATGGCCCCTGCAAAAAAAAA /36-FAM/ -3’

*Kilitli niikleotidler alti ¢izili olarak gésterilmistir.

Adaptorler (A)

miRNA dizilimleri (adaptorler) Tablo 7’de belirtilmistir.

Tablo 7: Calismanin ikinci asamasinda kullanilan miRNA (adaptor) dizilimleri

Adaptor Adaptor dizilimi
= miR21 5’- UAGCUUAUCAGACUGAUGUUGA-3’
= miR10b 5’- UACCCUGUAGAACCGAAUUUGUG -3’
* miR145 5’- GUCCAGUUUUCCCAGGAAUCCCU -3’
* miR125 5’- UCCCUGAGACCCUAACUUGUGA -3’

miR200a 5’- UAACACUGUCUGGUAACGAUGU -3’

miR200b 5’- UAAUACUGCCUGGUAAUGAUGA-3’

miR200c 5’- UAAUACUGCCGGGUAAUGAUGGA-3’

U6 5’- GCAGGGGCCAUGCUAAUCUUCUCUGUAUCG-3’

28



Cahsmalar kapsaminda negatif kontrol olarak ilk asamada kullanilan Ank sekansi

kullanilmistir (Tablo 2).

3.2.2 Slayt Tasarimi

Projenin ikinci asamasi olan farkli miRNA’larin dizi platformunda taninmasi islemlerinde sekil

9’'da gosterilen slayt tasarimi kullanilmustir.

miR21-P2

miR10b-P2

miR145-P2

\ B
‘ (
A=A
N[N N
ofle|le
ofllelle
ool - f IS
Ry o o
N[N

miR125-P2

miR200a

miR200b

U6-P2

Sekil 9: Calismanin ikinci asamasinda kullanilan slayt tasarimi

Buna gore hibridizasyon bolgesinde her satira bir tip miRNA icin P1 noktalanmistir ve her tip
miRNA basina 3 tekrar noktasi olusturulmustur. Calismada adaptorler (miR21, miR10b,
miR145, miR125, miR200a, miR200b, miR200c, U6) ve P2-L’ler (miR21-P2-L, miR10b-P2-L,
miR145-P2-L, miR145-P2-L, miR200a-P2-L, miR200b-P2-L, miR200c-P2-L, U6-P2-L) birlikte
inklibe edilerek slaydin lizerine eklenmis ve boylelikle uygun hibridizasyon sicakliginda P2+A

ciftlerinin P1’'lere baglanmasi saglanmistir.
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3.3 Asama III: Platformunun Calisabilirliginin Total RNA Ornekleri
Kullanilarak Arastirilmasi

Son asama, gelistirilen platformun hassasiyeti ve hibridizasyonun 6zgiinligi dogrulandiktan
sonra normal ve farkli metastatik 6zellikte olan meme kanseri hiicreleri (hiicre hatti ve ticari
olarak mevcut olan ve kanserli dokulardan izole edilmis totalRNA o6rnekleri kullanilarak
platformun performansinin test edilmesi lzerine kurulmustur. Bu amacla izlenen prosedir

Sekil 10’da verilmistir.

Total RNA Dnase
jizolasyonu uyqulamasi

[mir21-p2 |
{miR10-p2]
[miR145.92 |
{ miR125-P2
[ mir2003-P2
[ mir2000-P7
{ mir200c-p2
(uerz |

Sekil 10: Uciincii asamada izlenen prosediir basamaklari

Ayrica bu liclinci asamada hiicre hatlarindan izole edilen total RNA ornekleri kullanilarak,
platformdan elde edilecek sonucglarla mukayese etmek amaci ile gercek zamanli RT-PCR

calismalari da gerceklestirilmistir.
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3.3.1 Calismada Kullanilan Hiicre Hatlar:

Calismada immortal ama tiimoérigenik olmayan (MCF10A ve MCF12A), metastas negatif
(MCF7) ve metastas pozitif (MDA-MB-231) hiicre hatlari kullanilarak RNA izole edilmis, elde

edilen RNA’lar gelistirilen platformda test edilmistir.

Ayrica ticari olarak satilan normal (Ambion AM6952) ve kanserli (Clontech 636635)
dokulardan elde edilmis totalRNA ornekleri de test edilmistir. Elde edilen sonuclar
dogrultusunda optimizasyona yonelik olarak hibridizasyon siresi, sicakligi ve hibridizasyon

sonrasl yikama kosullari gibi deneysel parametreler bu asamada da arastiriimistir.

3.3.2 Hiicre Hatlarinin Biiyiitiilmesi

Cahsmada kullanilacak total RNA orneklerinin izolasyonu igin dncelikle hicre hatlari uygun
mediumlar kullanilarak biyuataimistiar. Hicre hatlarini bayttmek igin kullanilan mediumlar

Tablo 8’de verilmistir.

Tablo 8: Calismada hiicre hatlarini bayitmek igin kullanilan mediumlar

Hiicre Hatti  Ozellik Medium
MCF 10A immortal , timorigenik DMEM/ Ham’s F12, 20 ng/ml EGF, 0.5 ug/ml
olmayan Hydrocortisone, 0.1 ug/ml Choleratoxin, 10 ug/ml insulin,

%1 pen-strep, %5 horse serum

MCF12A Immortal, tiimorigenik DMEM/Ham’s F12, %10 FBS, 20 ng/ml EGF, 500 ng/ml
olmayan Hydrocortisone, 0.01 mg/ml insulin, %1 non-essential
aminoacid, %1 pen-strep

MCF7 Timorigenik, metastas DMEM, %10 FBS ve %1 pen-strep
negatif

MDA-MB- Timorigenik, metastas DMEM, %10 FBS ve %1 pen-strep

231 pozitif
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Belirtilen mediumlar hazirlandiktan sonra her bir hiicre hattindan bir cryovial hiicre T25
flasklara konarak gece boyunca inkiibe edilmistir. Inklibasyon sonrasi pasajlanan hicreler
Hank tuz solUsyonu ile yikanmistir. Yikanan hicreler tripsin/EDTA ¢ozeltisi icinde %5 CO; ile
37 °C’de tiim hucreler flaskdan kalkincaya kadar inkibe edilmistir. Elde edilen hiicreler ikiye
bélinerek her bir flaskin tGzerine medium eklendikten sonra %70 birlesme gorilliinceye dek

hiicre hatlari inkibe edilmistir.

3.3.3 Total RNA izolasyonu

Trizol yontemi RNA izolasyonu icin oldukca siklikla kullanilan givenilir bir yéntemdir. Bu
sebeple ¢alismada buyitilen hiicre hatlarindan total RNA trizol yontemi kullanilarak izole
edilmistir. Buydtilen hiicre hatlari Gzerine trizol eklenerek 15 °C’'den 30 °‘C’'ye 5 dakika
inkiibasyonda tutulmus ve homojenize edilmistir. Chloroform kullanarak faz ayirma islemi
yapilmis ve sulu fazda kalan RNA izopropil alkol kullanilarak inkiibe edilmistir. SentrifGjin
ardindan peletde kalan RNA etanol ile yikanmistir. Kurutulan ve Rnase icermeyen su icinde
55 — 60 C’'de 10 dakika inklibe edilerek ¢oziilen total RNA ¢alismanin devaminda kullaniimak

Uzere saklanmistir.

3.3.4 DNase Uygulamasi

Dizi platformu calismada kullanilacak olan RNA’nin saf olmasi oldukca dnemlidir. Bu sebeple
izole edilen RNA’lar Dnase uygulamasindan gegirilmistir. DNase uygulamasi icin DNase
(Fermentas) eklenen total RNA 6rnekleri 30 dakika 37 “C’'de inklbe edildikten sonra EDTA
eklenip 10 dakika 65 “C’'de bekletilmistir.

3.3.5 Gercek Zamanh RT-PCR Calismalari

RT-PCR, baslangi¢c miktarina gére olusan, son PCR Uriininin kuantifikasyonunu 6zgin ve
hassas bir sekilde tespit edebilen ve bircok alanda bu amacla siklikla kullanilan bir yontemdir.
Gahsmamiz kapsaminda izole edilen total RNA o6rnekleri kullanilarak mukayese amaci ile

gercek zamanl RT-PCR calismalari gerceklestirilmistir. Gergeklestirilmis olan bu calismalar ile
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sandvi¢ hibridizasyon esasli miRNA dizi platformunun gergek o6rnekler ile gosterecegi

performansin belirlenmesi amaglanmistir.

Gergek zamanli RT-PCR analizleri igin izole edilen total RNA 6rneklerinden oncelikli olarak
ters transkripsiyon yontemi ile cDNA’lar elde edilmis. Elde edilen bu cDNA’lar Tagman
primerleri kullanilarak RT-PCR c¢ogaltilmistir. Calismada kullanilan yéntem Sekil 11’'de

verilmektedir.

/Total RNAizolasyonu =3  Ters transkripsiyon \

v

FEEVEVERTELE

' Tagman primerleriile
; WO RT-PCR

LULLLLLL

L T
<d ==

[o

Sonuglarin
analizi

Sekil 11: Gergek zamanli RT-PCR Calismalari (TagMan® MicroRNA Assays and Arrays,Product
Bulletin’den uyarlanmistir)
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Bu amagla ¢alismada kullanilan miRNA dizilimleri ve U6 igin Tagman mikroRNA RT-PCR
problar (Applied Biosystems) temin edilmistir. Calismada kullanilan Tagman problari Tablo

9’da verilmektedir.

Tablo 9: Calismada kullanilan Tagman Problari

miRNA Tagman Prob

miR21 TagMan ® MicroRNA Assays,Assay ID:000397
miR10b TagMan ® MicroRNA Assays,Assay ID:000388
miR125b TagMan ® MicroRNA Assays,Assay 1D:000449
miR145 TagMan ® MicroRNA Assays,Assay ID: 000467
miR200a TagMan ® MicroRNA Assays,Assay ID: 000502
miR200b TagMan ® MicroRNA Assays,Assay ID: 001800
miR200c TagMan ® MicroRNA Assays,Assay ID: 000505
ue Tagman RNUG6B assay : ID001093

3.3.6 Total RNA Orneklerinin Platform Uzerinde Denenmesi

Total RNA orneklerinin platformda denenmesi platformun performansini belirlemede
oldukca 6nemli sonuglar verecektir. Bu sebeple hiicre hatlarindan izole edilen ve DNase
isleminden gegirilen total RNA Ornekleri platform (zerinde denenmistir. Bu ¢alismalar
sirasinda ikinci asamada kullanilan sentetik adaptorler kullanilarak bir pozitif kontrol slayti,
iki tane de (Ank ve (P1+P2)) negatif kontrol slayti yapilarak hiicre hatlarindan elde edilen
total RNA ornekleri ile olusturulan slaytlarin dogrulugu test edilmistir. Ayrica ticari olarak
satilan normal (Ambion AM6952) ve kanserli (Clontech 636635) dokulardan elde edilmis
totalRNA o6rnekleri de platform lizerinde denenmistir. Tim bu deneylerde ¢alismanin ilk iki

asamasi sonucunda optimize edilen kosullar kullaniimigtir.
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4 Bulgular

4.1 Asama I: Sandvi¢ Hibridizasyon Temelli miRNA Dizi Platforunun
Gelistirilmesi

4.1.1 Capraz Baglayici

Capraz baglayicilarin etkinligi, 5" ucu tiyol modifikasyonu 3’ ucunda ise 6-FAM sinyali tasiyan
kontrol problari (5’-/5ThioMC6-D/AAA AAA AAA GCA TCT TCA ACG ATG GCC TTT CCT TT /6-
FAM/-3’) kullanilarak test edilmistir.

-

~

SMPEG;

o ...
o ...

Sekil 12: Farkli capraz baglayicilar kullanilarak gerceklestirilen deneylerden elde edilen
sonuglar

Sulfo
EMCS
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Capraz baglayicilari test etmek igin yapilan ¢alismalarda pozitif kontrol ve ¢apraz baglayici
cam yilzeye uygulanmadan once bir tlp icinde konjuge edilmis ve daha sonra poly-L-lysin

kaph cam slaytlar tGizerine uygulanmustir.

Gerekli yikama iglemlerini takiben ylzeye baglanma etikinligini gozlemlemek icin olusan

florasan sinyaller tespit edilmistir. Deney sonuglari Sekil 12’de verilmektedir.

Calisilan capraz baglayicilarin hepsinden pozitif sonu¢ alinmistir. Elde edilen sonuglar (Sekil
12) 1si8inda SMPEG,‘in Sulfo EMCS’den daha iyi sonug¢ verdigi gozlemlenmistir. Farkli
uzunluklardaki SMPEGn capraz baglayicilari icinde ise en iyi sonug¢ verenin SMPEG, oldugu

belirlenmis ve platformda SMPEG, ¢arpraz baglayicisi kullaniimistir.

4.1.2 Niikleik Asit Tabanh Sandvi¢ Formatinda Dizi Analizi Platformunun DNA
Adaptorleri ile test edilmesi

Nikleik asit tabanli sandvi¢ formatinda dizi analizi platformu ve bu platformun kosullarinin
test edilmesi icin Prob 1, Prob 2, Adaptor ve Ank dizilimleri kullanilarak deneyler

gerceklestirilmistir. Denemelerde kullanilan dizilimler Tablo 10’da verilmistir.

Tablo 10 : Sandvig sistemin test edilmesi icin kullanilan prob ve adaptér dizileri

P/A Dizilim

P1 5’-/5ThioMC6-D/AAA AAA AAA GCA TCT TCA ACG ATG GCCTTT CCT TT -3’

P2 5’-TCG CAA TGA TGG CAT TTG TAG GAG CAA AAA AAA A/6-FAM/ -3’

Ank ACC CTG TAA ACG ATCATC CCC ATT TTT TAC GGC CAATTG GAG GCCTCC CAAT -3

A 5’- GCT CCT ACA AAT GCC ATC ATT GCG ATA AAG GAA AGG CCATCG TTG AAGATG C-¥

Bu calismalarda P2 ve A konsantrasyonlari 20 uM olarak sabit tutulmus, P1 konsantrasyonu

olarakise 1 uM, 5 uM ve 10 uM parametreleri denenmistir (Sekil 13).
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[P1] =1 uM [P1] =5 uM [P1] =10 uM

Sandvig

Negatif
kontrol

Sekil 13: Sandvig sistemin 1, 5, 10 uM P1 konsantrasyonlari ile test edilmesi

Bu calismalar sonucunda DNA-DNA formatinda gelistirilmesi hedeflenen platformun

sorunsuz olarak ¢alistigl gézlenmistir.

4.1.3 Bloklama ve Hibridizasyon Cézeltileri Optimizasyonari

Mikrodizi calismalarinda temiz bir arka plan elde etmek icin yem probunun cam ylizeye
baglanmasindan sonra agikta kalan reaktif amino gruplarini kapatarak spesifik olmayan
nikleik asit — ylzey etkilesimlerini engellemek 6nemlidir. Bu amagla iki farkh bloklama

¢Ozeltisi denenmistir. Denenen bloklama ¢ozeltileri asagida belirtilmistir.

Bloklama cézeltisi | : 5X SSC, 0.1%SDS, 1%BSA,

Bloklama cézeltisi 1l: 2%BSA

Hibridizasyon ¢ozeltisi de hibridizasyon dinamigini etkileyen énemli faktorlerden biridir. Bu
sebeple galismalarda iki farkh hibridizasyon ¢o6zeltisi denenmistir. Denenen hibridizasyon

¢Ozeltileri asagida belirtilmistir.
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Hibridizasyon cézeltisi I: 5X SSC, 0.1% SDS, 50%formamit

Hibridizasyon cézeltisi Il: 0.6X SSC, 0.5% SDS, 2% BSA

Bloklama ve hibridizasyon ¢ozeltisi denemelerinde kullanilan diger kosullar Tablo 11’de

belirtiimektedir.

Tablo 11: Bloklama ve hibridizasyon ¢ozeltisi denemelerinde kullanilan kosullar

Prob ve oo e
Prob Adaptor  isaret Calv)raz R Hlbrldlvzasyon Hibridizasyon
Baglayici N Sicaklhig zamani
derigimi
P1=20uM
DNA miR21 FAM SMPEG, P2 =20 uM 30°C 18 saat
A=20uM

Yapilan galismalar sonucunda bloklama ¢ozeltisi Il (2%BSA) ve hibridizasyon ¢ozeltisi Il (0.6X
SSC, 0.5% SDS, 2% BSA) ile daha az arka plana ve daha yliksek verime sahip sandvig sistemi
elde edildigi gérilmustir. Bu sebeple bundan sonraki ¢alismalarda bloklama ¢ozeltisi olarak

%2 BSA; hibridizasyon ¢ozeltisi olarak da 0.6X SSC, 0.5% SDS, 2% BSA kullaniimistir.

Sekil 14: Calisma kapsaminda denenen bloklama ve hibridizasyon ¢ozeltileri: A) Bloklama
¢ozeltisi I,Hibridizasyon ¢ozeltisi 1; B) Bloklama ¢ozeltisi |,Hibridizasyon c¢ozeltisi II; C)

Bloklama ¢ozeltisi Il,Hibridizasyon ¢ozeltisi Il; D) Bloklama ¢6zeltisi Il,Hibridizasyon ¢ozeltisi |
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4.1.4 Oligoniikleotid Tipi

Dizi platformlarinda secicilik ve olusan prob-hedef hibridinin stabilitesi bilylik 6nem
tasimaktadir. Bu nedenle calismada, ayri deney setleri icerisinde kimyasal yapisi
degistirilmemis oligonlkletotidlerin yani sira segicilik ve termal dayaniklilik agisindan énemli
avantajlari olan kitli (LNA-locked nucleic acid) ve 2'0-Metil modifiye oligoniikleotidler

kullanilarak platformun performansi denenmistir.

Tablo 12: Oligontikleotid tipi calismalarinda kullanilan kosullar

Prob ve Hibridizasyon Hibridizasyon
Prob Adaptor isaret Capraz Baglayici adaptor N v ¥
S Sicakhgi zamani
derigimi
1. DNA 1. miR21 P1=20uM
2. LNA 2.miR21-F  FAM SMPEG, P2 =20uM 30°C 18 saat
3. 2’0-Metil 3.Ank A=20uM

Yukarida belirtilen kosullar kullanilarak yapilan oligontiikleotid tipi calismalarinda elde edilen
sonuclar Sekil 15’de gosterilmektedir.

Sekil 15’den de gorilebilecegi gibi LNA modifiye ve 2’0O-Metil modifiye problar kimyasal
yapisi degistirilmemis problara gére ¢ok daha iyi sonuclar vermektedir. Elde edilen sonuclar
Isiginda oligontleotid tipinin DNA-RNA sandvic sistemini 6nemli oranda etkiledigi sonucuna
varilmistir. Bu sebeple calismanin bundan sonraki asamalarina LNA problar kullanilarak

devam edilmistir.

39



Test Pozitif kontrol Negatif kontrol
P1-miR21-P2-F P1-miR-F P1-Ank-P2-F

o]

Sekil 15: Oligoniikleotid tipleri: A) kimyasal yapisi degistirilmemis problar B) LNA modifiye
problar C) 2’0-Metil modifiye problar
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4.1.5 DNA-DNA ve DNA-RNA Sandvig¢ Sistemi

DNA-DNA ve DNA-RNA sandvic sistemleri arasindaki farki daha detayl inceleyebilmek igin
miR21’in DNA dizilimi getirtilmis, sandvi¢ sistem bu adaptor kullanilarak tekrarlanmis ve
sonuclar miR21 adaptorleri ile kurulan sandvi¢ sistemle karsilastiriimistir. Calismalar hem
kimyasal yapisi degistirilmemis problarla hem de LNA modifiye problarla tekrarlanmistir.

Denemelerde kullanilan kosullar asagida belirtilmistir.

Tablo 13: DNA-DNA, DNA-RNA sandvig sistemleri arasindaki farklarin incelenmesi icin
kullanilan kosullar

A (D Hibridizasyon Hibridizasyon
Prob Adaptor isaret Capraz Baglayici adaptor . v v
L Sicakhgi zamani
derisimi
1. DNA ; z;géi_DNA P1=20uM
2. LNA L FAM SMPEG, P2 =20 uM 30°C 18 saat
3.miR21-F A =20 UM
4.Ank s

DNA-DNA ve DNA-RNA sandvi¢ sistemleri ile yapilan c¢alismalar sonucunda her iki
oligonikleotid tipi icin de DNA-RNA sandvi¢ sisteminin optimizasyon kosullarinin ¢cok daha
hassas olmasi gerektigi gortlmdistir. Buna ek olarak LNA modifiye problarin kimyasal yapisi

degistirilmemis problara gore ¢ok daha iyi ¢alistigi tekrar gozlemlenmistir.

41



Test Test Pozitif kontrol Negatif kontrol
P1-miR21-P2-F P1-miR21DNA-P2-F P1-miR-F P1-Ank-P2-F

Sekil 16 DNA-RNA ve DNA-DNA sandvig sistemleri arasindaki fark: A) kimyasal yapisi

degistiriimemis problar B) LNA modifiye problar

4.1.6 Farkl Sinyal Problan

Kurmak icin calismalar yaptigimiz sandvic sistemi kullanilabilecek sinyaller agisindan esnek
bir sistemdir. Sinyal probu farkli isaretlerle isaretlenebilir. Calismamizda sinyal probu FAM ve

Biotin olmak Uzere iki farkh isaretle isaretlenmistir. LNA modifiye problar kullanilarak bu iki
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sinyalin farkina bakilmis, her iki sinyal cinsi i¢cin de pozitif sonug alindig1 gorilmustir (Sekil

17). Bundan sonraki ¢alismalarda projede 6ngoruldigi gibi FAM isaretli problar kullaniimaya

devam edilmistir.

Tablo 14: Fakl sinyal problarinin test edilmesi icin kullanilan kosullar

Prob  Adaptér isaret Calv)raz Pro'b'vt? adaptor Hlbrldlvzasyon Hibridizasyon
Baglayici derigimi Sicakhgi zamani
. P1=20puM
WAL et e sweee, P2=20 uM 30°c 18 saat
' ' A=20puM
Test Negatif kontrol
(P1)-(miR21)-(P2-F) (P1)-(Ank)-(P2-F)

B..

Sekil 17: FAM ve Biotin isaretli sinyal probu A) FAM isaretli sinyal probu B) Biotin isaretli

sinyal probu
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4.1.7 Yem Probu (P1) Derisiminin Optimizasyonu

Yapilan ¢alismalarla LNA modifiye ve FAM isaretli problarin kullanilmasina karar verildikten
sonra sandvi¢ sistemin optimizasyonu igin oncelikle farkli yem prob (P1) derisimleri

denenmistir.

Pl=1puM P1=10puM P1=20 pM P1 =40 uM

a B

Sekil 18 P1 derisimi optimizasyonlari A)1 uM test; B) 10 uM test; C)20 uM test; D) 40 uM
test; E) 1 UM negatif kontrol; B) 10 uM negatif kontrol; C)20 uM negatif kontrol; D) 40 uM

negatif control
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Bu amagla sinyal probu (P2) ve adaptor derisimleri 40 uM olarak sabit tutularak ylizey probu
(P1) icin 1 uM, 10 uM, 20 uM ve 40 uM olmak lizere dort farkh derisim kullanilmistir.

Denemelerde kullanilan diger degiskenler Tablo 15’de belirtilmistir.

Tablo 15: P1 derisiminin test edilmesi icin kullanilan kosullar

Prob ve S S
Prob  Adaptér et Ca?raz ke Hlbrldluzasyon Hibridizasyon
Baglayici . Sicakhig zamani
derigimi
LNA 1.miR21 FAM P2 =40 uM o
2 Ank SMPEG, A =40 uM 30°C 18 saat

Sekil 18’den de goriilebiliecegi gibi denenen en diisik derisim olan 1 uM’da spotlar cok net
degilken, P1 derisimi arttikca spotlarda gozle gorilir bir fark ortaya cikmistir. Ote yandan 20
ve 40 uM derisimleri arasinda c¢ok biylk bir fark gortilmemesi sebebiyle calismanin

devaminda P1 derisimi olarak 20 uM kullaniimistir.

4.1.8 Sinyal Probu (P2) Derisiminin Optimizasyonu

P1 probunun derisiminin belirlenmesinden sonra sandvig sistemimiz icin farkli P2 derisimleri
denenmis ve en uygun P2 derisimi belirlenmeye calisiimistir. Bu amagla P2 icin 20 uM, 30 uM
ve 40 puM olmak Uzere ¢ farklh derisim denenmistir. Denemelerde kullanilan diger

degiskenler asagida belirtilmistir.

Tablo 16: P2 derisiminin test edilmesi igin kullanilan kosullar

Prob ve

Prob  Adaptor e Ca;:raz adaptsr Hlbrldlvzasyon Hibridizasyon
Baglayici N Sicakhgi zamani
derisimi
LNA 1. miR21 FAM P1=20uM o
5 Ank SMPEG, A =40 uM 30°C 18 saat
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Sekil 19: P2 derisimi optimizasyonlari A)20 uM test; B) 30 uM test; C)40 uM test; D) 20 uM
negatif kontrol; E)30 uM negatif kontrol; F) 40 uM negatif control

Denenen derisimler arasinda ¢ok buylik bir fark goriilmemesi ve en parlak spotlarin 20 uM
derisimde gorilmesi sebebiyle calismanin devaminda P2 derisimi olarak 20 uM kullaniimistir

(Sekil 19).
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4.1.9 Hibridizasyon Siiresi Optimizasyonu

Hibridizasyon siresi sandvi¢ sisteminin olusumunda 6nemli bir parametredir. Bu sebeple
calisma kapsaminda hibridizasyon inkiibasyon siiresi icin 30 dakika, 1 saat, 1,5 saat, 5 saat ve
18 saat parametreleri denenmistir. Denemelerde kullanilan diger degiskenler Tablo 17'de

belirtilmistir.

Tablo 17: Hibridizasyon slresinin test edilmesi icin kullanilan kosullar

Prob Adaptar isaret CaE)raz Pro.b.vt? adaptor Hlbrldluzasyon
Baglayici derisimi Sicakhgi
. P1=20uM
LNA ; ::]'521 FAM SMPEG, P2 = 20 uM 30°C
' A =20uM

Yapilan denemelerde 30 dakika, 1 saat ve 1.5 saat hibridizasyon siireleri arasinda bir fark
olmadig gorilmistir. Ayrica hibridizasyon siiresi 18 saat’e uzadiginda sandvi¢ sistemin
veriminin distigd ve daha az sinyal alindigi belirlenmistir. Calismanin toplam siiresini
kisaltmak amaci ile bundan sonraki calismalarda hibridizasyon siresi 30 dakikaya

indirilmistir.
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Sekil 20 Hibridizasyon siiresi optimizasyonlari A)30 dakika test; B)1 saat test; C)1,5 saat test;

D) 5 saat test; E)18 saat test; F)30 dakika negatif kontrol; G)1 saat negatif kontrol; H)1,5 saat

negatif kontrol; 1) 5 saat negatif kontrol; i)18 saat negatif kontrol

4.1.10 Hibridizasyon Sicakligi Optimizasyonu

Sicaklik, hibridizasyon dinamigini etkileyen 6nemli bir parametredir. Calisilan sistemin
ortalama T,, degeri 56 °C’dir. Bu sebeple farkli hibridizasyon sicakhklari 30°C (T,,-25), 35°C
(T»-20), 40°C (T,,-15) ve 45 °C (T,,-10) parametreleri denenmistir. Denemelerle ilgili diger
degiskenler Tablo 18’de verilmistir.
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Tablo 18: Hibridizasyon sicakhiginin test edilmesi icin kullanilan kosullar

Prob Adaptor e CaE)raz Pro'b.vt? adaptor Hibridizasyon
Baglayici derigimi zamani
. P1=20uM
LNA ;'/:?]'521 FAM SMPEG, P2 = 20 uM 30 dakika
' A =20 uM

Sekil 21 Hibridizasyon sicakligi optimizasyonlari. A) 30°C test; B) 35 °C test; C) 40°C test; D)

45°C test; E) 30°C negatif kontrol; F) 35 °C negatif kontrol; G) 4 0°C negatif kontrol; H) 45°C

negatif kontrol
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Yapilan denemeler sonucunda hibridizasyon sicakhgl arttikga baglanmanin arttig
gorilmistir. Ote yandan sicakligin artmasi ile negatif kontrollerde spesifik olmayan
baglanmalarin da arttig gézlemlenmistir. Bu sebeple galismanin devaminda spesifik olmayan

baglanmanin en az oldugu 30°C, hibridizasyon sicakhgi olarak kabul edilmistir.

4.1.11 Yikama Kosullarinin Optimizasyonu

Spesifik olmayan baglanmalarin engellenmesi ve arka planin azaltilmasinda yikama kosullari
da 6nemli bir yer tutmaktadir. Bu sebeple farkh ¢ozelti derisimi, siiresi ve calkalama hizlari
denenerek optimum kosullar belirlenmeye ¢alisiimistir. Calismada kullanilan yikama kosullari

asagida belirtilmistir.

Yikama I: 5XSSC + 0.1% SDS 10 dakika 1 tekrar
Yikama 2: 5XSSC + 0.1% SDS 5 dakika 1 tekrar
1XSSC 5 dakika 1 tekrar
0.1XSSC 5 dakika 1 tekrar
dH,0 1 dakika 3 tekrar
Yikama3: 1XSSC 5 dakika 1 tekrar
0.1XSSC 5 dakika 1 tekrar
dH,0 1 dakika 3 tekrar

Denemelerde kullanilan diger degiskenler soyledir:

Tablo 19: Yikama kosullarinin test edilmesi igin kullanilan kosullar

Prob ve I S
Prob  Adaptér e Ca?raz Ak Hlbrldlfasyon Hibridizasyon
Baglayici ... Sicakhgi zamani
derigimi
. P1=20uM
LNA ;.:::(21 FAM SMPEG, P2 =20 puM 30°C 30 dakika
' A=20puM
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Sekil 22 Hibridizasyon sonrasi yikama kosullari A) Yikama 1, 100 rpm, test; B) Yikama 2,100 rpm, test;
C)Yikama 3, 100 rpm, test; D) Yikama 1, 130 rpm, test; E) Yikama 2, 130 rpm, test; F)Yikama 3, 130 rpm, test; G)
Yikama 1, 100 rpm, negatif kontrol; H) Yikama 2,100 rpm, negatif kontrol; I)Yikama 3, 100 rpm, negatif kontrol;

i) Yikama 1, 130 rpm, negatif kontrol; J) Yikama 2,130 rpm, negatif kontrol; K)Yikama 3, 130 rpm, negatif
kontrol
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Yapilan galismalar sonucunda Yikama 1 ve 130 rpm’de yikandiginda disuk arka plana sahip
sonuglar alindigi gortlmastir (Sekil 22). Spesifik olmayan baglanma da bu yikamada en aza
inmigtir. Ayrica bu yikama kosulu ile yikama basamak sayisinin da azaltiimis olmasi sebebiyle

calismanin devaminda tercih edilmistir.

4.1.12 Hassasiyetin Belirlenmesi

Farkh konsantrasyonlardaki hedef miRNA dizisi (A) ile gerceklestirilen deneylerde, gelistirilen
miRNA dizi platformunun tespit edebilecegi minimum adaptor konsantrasyonu yani
olusturulan platformun hassasiyeti belirlenmeye calisiimistir. Bu amacla adaptor icin 0.01
MM, 0.1 uM, 1 uM, 10 uM ve 20 pM derisimleri denenmistir. Hassasiyetin belirlenmesi
calismalarinda kullanilan degiskenler Tablo 20’de, elde edilen sonuglar Sekil 23’de

belirtilmistir.

Tablo 20: Hassasiyetin belirlenmesi ¢alismalarinda kullanilan kosullar

Prob ve - S
Prob  Adaptér e Ca;:raz Ak Hlbrldlvzasyon Hibridizasyon
Baglayici N Sicakhgi zamani
derisimi
LNA  1.miR21 FAM P1=20uM o .
5 Ank SMPEG, P2 = 20 UM 30°C 30 dakika

Deney sonuglarina gore platformun 0.01 uM adaptoér konsantrasyonunda bile sinyal

verebildigi belirlenmisgtir.
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Sekil 23 Hassasiyetin belirlenmesi A) 0.01 uM,test; B) 0.1 uM,test; C) 1 uM,test; D) 10
uM,test; E) 20 uM,test; F) 0.01 uM,negatif kontrol; G) 0.1 uM, negatif kontrol; H) 1 uM,
negatif kontrol; 1) 10 uM, negatif kontrol; i) 20 uM, negatif kontrol

4.1.13 miR21 i¢cin Optimize Kosullar
Birinci asama calismalari sonucunda miR21 adaptori icin DNA-RNA sandvi¢ sistemi

olusturulmus ve optimizasyon c¢alismalari gerceklestirilmistir. Belirlenen optimum kosullar

Tablo 21’de belirtilmistir.
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Tablo 21: miR21 i¢in optimize kosullar

. Capraz il ‘.’.e Bloklama Hibridizasyon Hibridizasyon Hibridizasyon
RICUIN s Sret Baglayici LT Cozeltisi Cozeltisi Sicakhgi Zamani
slay derigimi J
P1=20uM o 0.6X SSC, 0.5% o .
LNA FAM SMPEG, P2 =20 UM 2%BSA SDS, 2% BSA 30°C 30 dakika
A=0.1uM

4.2 Asama II: Farkli miRNA érneKleri ile dizi platformun ¢calistirilmasi.

4.2.1 miRNA-Prob setlerinin denemesi

Calisma kapsaminda calisiimasi planlanan prob setleri, dncelikle miR21 icin optimize edilen

kosullar baz alinarak denenmistir. Yapilan calismada kullanilan kosullar Tablo 22’de

verilmistir.

Tablo 22 : Yeni prob setlerinin denenmesi icin kullanilan kosullar

Prob ve
. Bloklama Hibridizasyon Hibridizasyon Hibridizasyon
adaptor R . ) Yikama Kosullari
L Cozeltisi Cozeltisi Sicakhgi Zamani
derigimi
P1=10puM 1X / 10 min / 5X SSC +

0.6X SSC, 0.5%
P2=10uM  2%BSA 30°C 30 dakika
SDS, 2% BSA
A=10puM

0.1% SDS

Her bir prob seti farkl bir slayt Gizerinde ¢alisiimistir. Ayrica bir de negatif kontrol slaydi (P1-

Ank-P2) hazirlanmistir. ilgili cahismalarda kullanilan slayt tasarimi Sekil 9’da, elde edilen

sonuclar ise sekil 24’de verilmistir.
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Sekil 24: miR21 igin gecen donem optimize edilen kosullar kullanilarak yeni miRNA prob

setleri i¢in olusturulan sandivi¢ deneyleri: A) miR21 B) miR10b C) miR145 D) miR125 E)
miR200a F) miR200b G) miR200c H) U6 1) negatif kontrol

Elde edilen sonuglara gére denenen kosullarin miR21, miR10b, miR200b ve miR200c igin

uygun oldugu ancak kosullarin miR145, miR125 ve miR200a icin gelistiriimesi gerektigi
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sonucuna varilmigtir. Bu sebeple ¢alismanin devaminda dusuk verimli bu prob setleri igin P1

ve P2 konsantrasyonlari arttirilmistir.

4.2.2 Prob setlerinin tek slayt iistiinde denenmesi

Prob setlerinin tek tek slaytlar tzerinde calistiriimasi ve optimize edilmesinin ardindan tiim
problar tek bir slayt Uzerine ylklenerek deney tekrarlanmistir. Bu amagla kullanilan slayt

tasarimi sekil 9’da verilmektedir. Calismanin devaminda yapilan tim deneylerde bu slayt

tasarimi kullaniimistir.

Prob setlerinin tek tek calisiimasi sirasinda kullanilan kosullar tekrarlanarak elde edilen

sonuclar Sekil 25’de verilmektedir.

miR10b
miR125
miR145
miR200a
miR200b
miR200c

-
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S

miR10b
miR125
miR145
miR200a
miR200b
miR200c
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Sekil 25: Yeni prob setleri ile olusturulan platform icin elde edilen sonuclar A) 8 prob

setinden olusan miRNA platformu B) negatif kontrol
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Tim prob setleri ile olusturulan platformun negatif kontroliinde prob setlerinin tek tek

calisilmasi sirasinda gorildigi gibi istenmeyen baglanmalar gérilmistar.

4.2.3 Yikama Kosullar1 Optimizasyonu

istenmeyen baglanmalarin engellenmesi ve arka planin azaltiimasinda yikama kosullari

onemli bir yer tutmaktadir. Bu sebeple hibridizasyon sonrasi yikama kosullari arttirilarak

sistem optimize edilmeye calisilmistir. Calismada denenen yikama kosullari asagida

verilmistir.

Yikama I: 5XSSC + 0.1% SDS
dH20

Yikama 2: 5XSSC + 0.1% SDS
1XSSC
0.1XSSC
dH20

Tablo 23 : Yeni prob setlerinin denenmesi icin kullanilan diger kosullar

15 dakika
1 dakika

5 dakika
5 dakika
5 dakika
1 dakika

1 tekrar

3 tekrar

1 tekrar
1 tekrar
1 tekrar

3 tekrar

Bloklama Hibridizasyon Hibridizasyon
Prob ve adaptor derisimi Hibridizasyon Cozeltisi
Cozeltisi Sicakhig Zamani
P1=10 uM
0.6X SSC, 0.5% SDS, 2%
P2 =10 uM 2%BSA 30 dakika
BSA
A =10pM
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Sekil 26: Yeni prob setleri ile olusturulan platform igin elde edilen sonuglar A) 8 prob
setinden olusan miRNA platformu, yikama | B) negatif kontrol, yikama | C) 8 prob setinden

olusan miRNA platformu, yikama Il D) negatif kontrol, yikama Il

Yikamalar arttirildiginda negatif kontroldeki istenmeyen baglanmalarin  azaldigi

gozlemlenmistir. Bu sebeple ¢alismanin devaminda ikinci yikama kosullari kullaniimistir.

4.2.4 P1-P2 Baglanmasinin Test Edilmesi

Daha once belirtildigi gibi calismada kullanilan tim problar (P1 ve P2) gesitli yazilimlar ile
test edilmis ve P1 ve P2 problari arasinda istenmeyen hibridizasyonun olmadigi
belirlenmistir. Ancak farkli prob setleri arasinda olusabilecek istenmeyen hibridizasyonun

varhginin test edilmesi icin bir negatif kontrol deneyi tasarlanmistir. Bu sette yine Sekil 9'da
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gosterildigi gibi hibridizasyon bolgesinde her satira bir tip mikroRNA igin ylizey problari
noktalanmis ve adaptorler eklenmeden sadece P2 problari ile inkiibe edilmislerdir. Elde

edilen sonuclar Sekil 27’de verilmektedir.

miR10b
miR125
miR145
miR200a
miR200b
miR200c

—
N
@
1S

Sekil 27: P1 ve P2 problarinin baglanma olasiligi A) P1 + P2 B) P1 + Ank + P2

Elde edilen sonuglar ayni prob seti igin P1 ve P2 problari arasinda da, farkl prob setlerine ait

P1 ve P2 problari arasinda da istenmeyen hibridizasyonun gérilmedigini gdstermektedir.

4.2.5 FAM isaretli Adaptor ile Platformun Test Edilmesi

miR21 prob setinin optimizasyonu igin yapilan galismalarda pozitif kontrol olarak isaretli
miR21 dizisi kullanilmistir. FAM isaretli miR21 dizisi farkli miRNA o6rnekleri ile dizi
platformunun c¢alistiriimasi galismalarinda da hazirlanan platformun performansini test
etmek igin kullaniimistir. Yapilan deneylerde Sekil 9’da gosterildigi gibi hibridizasyon

bolgesinde her satira bir tip mikroRNA icin P1 noktalanmistir. Bunun (izerine adaptorler ve
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P2 problari yerine sadece FAM isaretli miR21 eklenerek inkibe edilmistir. Beklenti miR21-

FAM dizisinin sadece kendi P1 yizey probuna (P1-miR21-L) baglanmasi ve diger ylzey

problarinda herhangi bir isima goézlemlenmemesidir.

miR10b
miR125
miR145
miR200a
miR200b

miR200c

—
N
==
S

Sekil 28: FAM isaretli P1 ile platformun performansi A) P1 + miR21-FAM B) P1 + Ank + P2

FAM isaretli miR21 dizisi ile yapilan deneylerde ayrica bir de Ank adaptorid kullanilarak
negatif kontrol slaydi hazirlanmistir. Deney sonucunda elde edilen sonuglar Sekil 28'de
verilmektedir. Calisma sonucunda isaretli miR21 probunun oOzellikle kendi ylizey probuna
baglandig gorilmustir. Negatif kontrolde ¢cok az da olsa gériinen baglanmanin devaminda

platformun optimizasyon ¢alismalarina devam edilmesi gerektigini gostermektedir.
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4.2.6 Adaptorlerin Diger Prob Setlerine Baglanma Oranlarinin Belirlenmesi

Platformda her bir adaptoriin kendi problarina baglanmasi sekiz adaptor seti icin olusturulan
platformun hibridizasyon 6zglnligl acisindan cok 6nem tasimaktadir. Bu sebeple prob
setlerinin 6zglnliglnln belirlenmesi ve pozitif sinyallerin dogrulanmasi amagi ile bir dizi

deney planlanmistir.

miR10b-P2
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Sekil 29: Adaptorlerin 6zglinliglinin belirlenmesi ¢alismalarinda kullanilan slayt tasarimi ve

beklenen sonug

Bu deneylerde her adaptor tipi icin bir slayt hazirlanmis ve Sekil 9’da gosterildigi gibi bu
slaytlarda hibridizasyon bdlgesinde her satira bir tip miRNA igin P1 noktalanmistir. Daha
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sonra tum P2’ler (miR21-P2, miR10b-P2, miR145-P2, miR145-P2, miR200a-P2, miR200b-P2,
miR200c-P2, U6-P2) ile sadece bir tip miRNA adaptori inkiibe edilmis, ve bu ¢ozelti P1’ler
Uzerine vyiklenmistir. Beklenen sonuc¢ sadece icerdigi miRNA’ya ait bolgede sinyal

gozlenmesidir (Sekil 29).

Bu deney setinde pozitif kontrol olarak tim P2’ler ile tim adaptoérler (miR21, miR10b,
miR145, miR125, miR200a, miR200b, miR200c, U6) inkibe edilerek slayt tzerine yliklenmis
ve P1-A-P2 sandvi¢ sistemi olusturulmustur. Ayrica bir de negatif kontrol slaydi

hazirlanmistir. Deney seti icin kullanilan kosullar tablo 24’de verilmektedir.

Tablo 24: Platformun segiciliginin test edilmesi sirasinda kullanilan kosullar

Capraz Prob ve Bloklama Hibridizasyon Hibridizasyon Hibridizasyon sonrasi yikama
Baglayici adaptor Cozeltisi Cozeltisi Zamani kosullari
derisimi
SMPEG2 P1=5uM 0.6X SSC, 1X/ 10 min/ 5X SSC + 0.1% SDS
P2=5uM 2%BSA 0.5% SDS, 2% 30 dakika 1X /5 min / 1X SSC
A=5puM BSA 3X /1 min/dH20

Sekil 30’dan da gorilebilecegi gibi adaptorler tim P2’ler ile birlikte tek tek inkiibe edilip
platforma uygulandiginda farkli baglanma &zellikleri géstermistir. Ornegin miR21 ve miR10b
sadece kendi problarina baglanirken, ayni miRNA ailesine ait olan miR200a, 200b ve 200c

kendileriyle birlikte ait olduklari aileye ait problara da baglanma gostermislerdir.

FAM isaretli miR21 ile yapilan g¢alismalarda miR21 adaptorinin ozellikle kendi ylzey
probuna (miR21- P1-L) baglandig gorilmistir. Ayni sekilde adaptorlerin 6zellikle kendi yem
problarina (P2) baglanip baglanmadigini test etmek icin 9 slayt hazirlanmistir. Bu slaytlarda
Sekil 9’da gosterildigi gibi hibridizasyon bolgesinde her satira bir tip mikroRNA icin P1

noktalanmistir.
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Sekil 30: Platformun segiciligi A) Pozitif kontrol B) miR21 C) miR10b D) miR125 E) miR145 F)
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miR10b

miR21

miR200a G) miR200b H)miR200c I) U6 J) Ank (Negatif kontrol) K) P1-P2 (negatif kontrol)
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Tam P2’ler (miR21-P2-L, miR10b-P2-L, miR145-P2-L, miR145-P2-L, miR200a-P2-L, miR200b-
P2-L, miR200c-P2-L, U6-P2-L) ve sadece bir tip adaptor inkiibe edilerek slaytlarin (zerine
yliklenmistir. Beklenen sonug sadece adaptorinin eklendigi sirada sinyal gézlemlenmesidir.
Ornegin sekil 27 A’da miR21 adaptérii tim P2’ler (miR21-P2-L, miR10b-P2-L, miR145-P2-L,
miR145-P2-L, miR200a-P2-L, miR200b-P2-L, miR200c-P2-L, U6-P2-L) ile inklibe edilmis ve

slayt lizerine ylklenmistir. Beklenti sadece miR21 sirasinda 1sima gérmektir.

Elde edilen sonuglar miR21, miR10b ve U6 prob setlerinde adaptoérlerin kendi P2 yem
problarina baglandigini ancak diger prob setlerinde istenmeyen hibridizasyonlarin varligini

gostermigtir.

4.2.7 MikroRNA prob setleri icin hibridizasyon sicakligi optimizasyonu

Yikama kosullarinin optimizasyonunun ardindan, tim miRNA’larin hibridizasyonunu
iyilestirmek amaciyla hibridizasyon sicakligi icin denemeler yapilmistir. Bu amacla
hibridizasyon sicakligi olarak 30°C, 35°C, 40°C ve 45°C denenmistir. Her sicaklik igin Ug slayt
hazirlanmistir. Bu slaytlara Sekil 9'da gosterildigi gibi hibridizasyon boélgesinde her satira bir
tip mikroRNA icin P1 noktalanmistir. ilk slaytda tim P2’ler (miR21-P2, miR10b-P2, miR145-
P2, miR145-P2, miR200a-P2, miR200b-P2, miR200c-P2, U6-P2) ile tiim adaptorler (miR21,
miR10b, miR145, miR125, miR200a, miR200b, miR200c, U6) inklbe edilerek slayt lizerine
yiiklenmis ve P1-A-P2 sandvi¢ sistemi olusturulmustur. ikinci slaytda tiim P2’ler ile sadece
miR21 adaptori inkiibe edilmis ve bu cozelti P1’'ler lzerine ylklenmistir. Bu slayt ile
platformun hibridizasyon 6zglinligli test edilmektedir. Belirli hibridizasyon sicakliginda
miR21 adaptoriniin sadece kendi problarina baglanmasi gerekmekte ve sadece miR21-
P1’lerinin baglandigl bolgede hibridizasyon gerceklesmelidir. Calismada kullanilan sonuncu
slayt ise adaptor yerine Ank kullanilarak olusturulan negatif kontroldir. Hibridizasyon
sicakligl icin gergeklestirilen optimizasyon ¢alismalarinda kullanilan kosullar Tablo 25’de

verilmistir.
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Tablo 25 : Hibridizasyon sicakligl optimizasyonu ¢alismalarinda kullanilan kosullar.

Capraz Prob ve Bloklama Hibridizasyon  Hibridizasyon Hibridizasyon sonrasi yikama
Baglayici adaptor Cozeltisi Cozeltisi Zamani kosullari
derisimi
1X /10 min / 5X SSC + 0.1%
P1=5uM 0.6X SSC, SDS
SMPEG2 P2=5uM 2%BSA 0.5% SDS, 30 dakika 1X /5 min / 1X SSC
A=5uM 2% BSA 3X /1 min/dH20

U6

miR200c

miR200b

miR200a

miR145

miR125

miR10b

miR21

Sekil 31: 30°C hibridizasyon sicakhiginda platform icin elde edilen sonuclar A) Sekiz prob
setinden olusan miRNA platformu, B) Sadece miR21 Adaptori C) Negatif kontrol

Sekil 31’den de gorebileceginiz gibi 30°C hibridizasyon sicakhginda P1-A-P2 baglanmasi
yeterince iyi olmamistir. Ayrica miR21 tek basina kullanildiginda her ne kadar sadece kendi
prob seti ile baglanma gosterse de negatif kontrolde spotlar goriilmektedir. Bu sebeple 30°C
inkiibasyon sicakliginin Tablo 25’de verilen kosullar altinda uygun olmadigina karar

verilmistir.
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Sekil 32: 35°C hibridizasyon sicakliginda platform icin elde edilen sonuclar A) Sekiz prob

setinden olusan miRNA platformu, B) Sadece miR21 adaptori C) Negatif kontrol

Hibridizasyon sicakhgr 35°C’'ye cikartildiginda P1-A-P2 baglanmasi giiclense de negatif
kontrol slaytinda istenmeyen baglanmalar goriilmeye devam edilmistir. Ayrica miR21 tek
basina kullanildiginda diger prob setlerine de baglanmaktadir. Bu sebeple 35°C hibridizasyon

sicakhginin da olusturulan platform icin uygun olmadigina karar verilmistir.
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Sekil 33: 40°C hibridizasyon sicakliginda platform icin elde edilen sonuglar A) Sekiz prob

setinden olusan miRNA platformu, B) Sadece miR21 Adaptori C) Negatif kontrol

Hibridizasyon sicakligi arttikga negatif kontroldeki istenmeyen baglanmalar azalmistir. Ayrica
hibridizasyon 40°C’'de tekrarlandiginda (Sekil 33) P1-A-P2 baglanma orani 30°C (Sekil 31) ve

35°C ‘lerde (Sekil 32) yapilan tekrarlara gore oldukca artmistir.

Calismada son olarak 45°C hibridizasyon sicakligi denenmistir. Sekil 34’den de gorilebilecegi
gibi hibridizasyon sicakligi 45°C'ye cikartildiginda P1-A-P2 baglanmalari artmis, miR21
adaptorinin kendi problarinina 6zgunlGgi artmis, ayrica negatif kontroldeki istenmeyen
baglanmalar da en aza inmistir. Bu sebeple hibridizasyon sicakligi 45°C olarak belirlenmis ve

calismanin devaminda bu sicaklik kullaniimistir.
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Sekil 34: 45°C hibridizasyon sicakhginda platform icin elde edilen sonuclar A) 8 prob setinden
olusan miRNA platformu, B) Sadece miR21 Adaptoéri C) negatif kontrol

4.2.8 miR200 ailesinin 6zgunliigiiniin test edilmesi

Sekil 30’dan da gorildiga gibi ayni aileden olan miR200c, miR200b ve miR200c problari
birbirinin problarina baglanabilme 6zelligi gbstermistir. Bu sebeple bu ¢ adaptor seti icin
hibridizasyon sicakhigi 50°C'ye ¢ikartilarak Tablo 25’de verilen kosullarla deney

tekrarlanmistir. Elde edilen sonuglar Sekil 35’de verilmektedir.
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Sekil 35: 50°C hibridizasyon sicakliginda miR200 ailesine ait adaptorlerin segiciliginin test
edilmesi A) miR200a, B) miR200b C) miR200c D) negatif kontrol

Yukaridaki sekilden de gorlebilecegi gibi hibridizasyon sicakhginin arttirilmasi adaptorlerin

seciciligini arttirmamistir.

4.2.9 miR200c adaptoriiniin baglanma kosullarinin optimizasyonu

Calisma basindan itibaren yapilan tim denemelerde miR200c ¢ok silik spotlar vermistir. Bir
baska deyisle denenen kosullar ile miR200c i¢in sandvi¢ hibridizasyon platformu verimli bir
sekilde elde edilememistir. Bu sebeple miR200 prob konsantrasyonlari arttirilarak farkli
hibridizasyon sicakhigl kosullarinda denemeler yapilmistir. Denenen kosullar Tablo 26’da

verilmektedir.
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Tablo 26: miR200c baglanma kosullarinin iyilestirilmesi icin yapilan denemeler

C = c c g
= = > =3
= P o © .— o _ © © =
& % °S 35 S 3 S s SE&E sScio
~ O o o © T o O I O I n I N I o x
1 SMPEG, P1=10uM 0.6X SSC, 1X/ 10 min/ 5X SSC + 0.1% SDS
P2=10uM  2%BSA  0.5% SDS, 30°C 30 1X /5 min / 1X SSC
A=10uM 2% BSA dakika  3X/1min/dH20
2 SMPEG, P1=10uM 0.6X SSC, 1X/ 10 min/ 5X SSC + 0.1% SDS
P2=10uM  2%BSA  0.5% SDS, 45°C 30 1X /5 min / 1X SSC
A=10uM 2% BSA dakika  3X/1min/dH20
3 SMPEG, P1=20uMm 0.6X SSC, 1X/ 10 min/ 5X SSC + 0.1% SDS
P2=20uM  2%BSA  0.5% SDS, 45°C 30 1X /5 min / 1X SSC
A=20uM 2% BSA dakika  3X/1min/dH20

Denemeler sirasinda sadece miR200c prob ve adaptor seti kullanilmistir. Slaytlar
hazirlanirken 9 spot olusturulmus ve her deneme icin bir negatif kontrol slaydi

hazirlanmistir. Elde edilen sonuglar Sekil 36’da verilmektedir.

Sekil 35’den de goriilecegi gibi hibridizasyon sicakliginin degismesi miR200c adaptorinin
baglanma oranini arttirmamustir. Ote yandan konsantrasyonun artmasi sonucu pozitif ydnde
etkilemistir. Buna ragmen farkh kosullar denenmesine ragmen Tm degeri diger prob-adaptor
setlerinden farkli olmayan miR200c prob-adaptor seti diger setlerinden ¢ok daha silik spotlar
vermistir. Bunun miR200c adaptor ve/veya prob setindeki bir bozulmadan kaynaklanmis
olabilecegi dustnililmektedir. Bu sebeple yeni bir miR200c adaptor-prob seti siparis edilmis
ve bu setle deney tekrarlanmistir, ancak yine miR200c icin istenilen spotlar elde

edilememistir.
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Pozifit Negatif
kontrol kontrol

Kosul 1
(Tablo 24)
Kosul 2
(Tablo 24)
Kosul 3
(Tablo 24)

Sekil 36: miR200c i¢in baglanma kosullarinin test edilmesi

4.2.10 Platformun hassasiyetinin belirlenmesi

Dizi platformlarinda platformun hassasiyetinin yiksek olmasi ¢ok énem tagimaktadir. Bu

amagcla farkli konsantrasyonlardaki hedef miRNA dizisi (A) ile gerceklestirilen deneylerde,
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gelistirilen miRNA dizi platformunun tespit edebilecegi minimum adaptér konsantrasyonu
yani olusturulan platformun hassasiyeti belirlenmeye calisilmistir. Bu amagla adaptor icin
0.0001 puM , 0.001 pM, 0.01 uM, 0.1 pM, 1 uM, 5 uM ve 10 uM derisimleri denenmistir.
Hassasiyetin belirlenmesi ¢alismalarinda tim prob ve adaptérler kullanilarak sandvig

hibridizasyon platformu olusturulmustur.

Tablo 27: Platformun seciciliginin test edilmesi sirasinda kullanilan kullanilan kosullar

Capraz Prob ve adaptor Bloklama Hibridizasyon Hibridizasyon Hibridizasyon sonrasi

Baglayici derisimi Cozeltisi Cozeltisi Zamani yikama kosullari

SMPEG, miR21 =5 puM 0.6X SSC, 1X/ 10 min/ 5X SSC + 0.1%
miR10b =5 uM 2%BSA 0.5% SDS, 30 dakika SDS
miR125 =10 uM 2% BSA 1X /5 min / 1X SSC
miR145 =10 puM 3X /1 min/dH20

miR200a =5 uM
miR200b =5 pM
miR200c = 20 uM
U6 =5um

Hassasiyet calismalarina miR200c (20 uM) disindaki adaptérler icin 5 uM prob
konsantrasyonu ile baslanmistir. Ancak bu prob konsantrasyonlari ile adaptor
konsantrasyonu disirildiglinde miR125 ve miR145 icin spotlarin ¢ok silik hale geldigi
gorilmistiir. Bu sebeple hassasiyet calismalarinda Tablo 27’de belirtilen kosullar

kullanilmistir.
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Sekil 37: Dizi platformunun hassasiyeti A) 10uM B) 5uM C) 1uM D) 0.5uM E) 0.1uM F)
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Farkh konsantrasyonlardaki hedef miRNA dizileri ile gergeklestirilen deneylerde, gelistirilen
miRNA dizi platformunun tespit edebilecegi minimum adaptor konsantrasyonu yani
olusturulan platformun hassasiyeti belirlenmeye calisiimistir. Sekil 37'den gorilebilecegi gibi
calismamiz kapsaminda gelistirilen dizi platformu 0.01 uM adaptor konsantrasyonunu net
bir sekilde belirleyebilmektedir. Bu konsantrasyonun altinda spotlar c¢ok silik hale

gelmektedir.

4.3 Asama III: Platformunun ¢alisabilirliginin total RNA 6rnekleri
kullanilarak arastirilmasi.

Calismamiz kapsaminda ilk iki asamada optimize hale getirilen nikleik asit tabanli miRNA
dizi platform, Uclincii asamada gercek total RNA ornekleri ile denenmis ve platformun
performansi arastiriimistir. Bu amacla daha dnce belirtildigi gibi immortal ama tiimorigenik
olmayan meme hiicre hatlarini (MCF10A ve MCF12A), metastas negatif (MCF7) ve metastas
pozitif (MDA-MB-231) hiicre hatlari ile ticari olarak satilan tumorigenic ve normal

dokulardan elde edilmis total RNA érnekleri kullaniimistir.

Cahsmada oncelikli olarak immortal ama tiimoérigenik olmayan meme hicre hatlari (MCF10A
ve MCF12A), metastas negatif (MCF7) ve metastas pozitif (MDA-MB-231) hiicre hatlari Tablo

8’de belirtilen mediumlar kullanilarak biydtaimustar.

4.3.1 Total RNA izolasyonu

Blyutilen hiicre hatlarindan trizol yontemi kullanilarak total RNA izolasyonu
gerceklestirilmistir. Bu yonteme goére hiicre hatlari Uzerine trizol eklenerek 15 °C'den 30
°C’'ye 5 dakika inkibasyonda tutulmus ve homojenize edilmistir. Chloroform ile faz ayrimi
gercgeklestirilmis supernatant lzerine izopropil alkol eklenerek inkiibe edilmistir. Sentrifljin
ardindan etanol ile yikanan RNA’lar su eklenerek 55 °C — 60 °C’de 10 dakika inklibe edilerek

¢alismanin devaminda kullanilmak tizere saklanmistir.
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izolasyonun ardindan elde edilen total RNA miktarlari nanodrop ile él¢iilmiis ve elde edilen

sonuclar tablo 28’de verilmistir.

Tablo 28: Total RNA konsantrasyonu

Hicre Hatlari Total RNA konsantrasyonu
MCF 10A 425.9 ng/ul

MCF 12A 1064.4 ng/ul

MCF 7 230.9 ng/ul

MDA-MB-231 54 ng/ul

4.3.2 ¢cDNA Analizi

Elde edilen total RNA 6rnekleri kullanilarak ters transkripsiyon yontemi ile cDNA ornekleri
hazirlanmistir. Bu amacla kullanilan kosullar Tablo 29'da belirtilmistir. Her bir miRNA icin
hazirlanan mikro tiipler 5 dakika buz Gstiinde bekletildikten sonra 16 °C ‘de 30 dakika, 42
9C’de 30 dakika, 85 °C’de 5 dakika bekletilmistir. PZR cihazindan g¢ikartilan mikrotipler 1-2
dakika yine buz Ustlinde bekletilip santrifuj yapildiktan sonra calismanin devaminda

kullanilmak tzere -20°C’de saklanmuistir.

Tablo 29: Ters Transkripsiyon analizleri icin kullanilan kosullar

Kimyasal %

10X RT, buffer 1x 1.5 ul
dNTP (100mM) 1 mM 0.15 pl
RT enzim  (50pul/ml) 1pl/ml 1l
Rnase inhibitor 0.19 ul
Primer 5uM 3ul
Total RNA 100 ng 5ul
Su 4.16 pl
Toplam 15 pl
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4.3.3 Gercek zamanl RT-PZR calismalar

Cahsma kapsaminda farkl hiicre hatlarindaki miRNA varhgi gercek zamanli RT-PZR analizleri
ile dogrulanmistir. Calismalarda daha 6nce belirtildigi gibi Tagman problari kullaniimistir.
Yapilan analizlerde ticari olarak satilan ve normal dokudan elde edilmis total RNA 6rnekleri
kalibrasyon icin kullanilmistir. Her tip hiicre hatti icin Ug replika hazirlanmistir. Calismalarda

U6 ise referans olarak kullaniimistir.

Tablo 30: Ger¢cek zamanli RT-PZR

Tagman universal mix 5ul

20x tagman 1X
cDNA 0.665ul
dH,0 3.835 ul
toplam 10 pl

Elde edilen sonuclar literatirde belirtildigi gibi miRNA konsantrasyonlarinin tumor ve normal
hiicre hatlari arasinda farklilik gosterdigini desteklemektedir. Ornegin Literatiirde 6zellikle
meme kanserinde miR21’in expresyonunun arttigi belirtiimektedir (Romero-Cordoba ve ark.,
2012; Frankel ve ark., 2008; Zhu ve ark., 2007). Calismamizda da gerceklestirilen gercek
zamanh RT-PZR calismalarinda tumorigenic metastas negatif (MCF7) ve metastas pozitif
(MDA-MB-231) hiicre hatlarini ticari olarak satilan normal meme dokusundan elde edilen
total RNA ornekleri ile karsilastirdigimizda her iki hiicre tipinde de miR21 ve miR10b’nin
arttigl gdézlemlenmistir. Ote yandan ticari olarak satilan normal meme dokusundan elde
edilen total RNA sonuglari timorigenik olmayan hticre hatlari ile karsilastirdigimizda bu artis
gorilmemistir. Ornegin miR21 ticari olarak satilan ve tiimérigenik olmayan hiicrelerden elde
edilen total RNA ile karsilastirildiginda tiimorigenik olmayan MCF10A hiicre hattinda sadece
0.22 kat artis gosterirken, tiimoérigenik MCF7 hiicre hattinda 6.7 kat artmistir. miR125, ve
miR145 i¢in literatlirde tumorigenic hiicre hatlarinda ekspresyonlarinin azaldigi
belirtiimektedir (Romero-Cordoba ve ark., 2012). Ote yandan gerceklestirilen ¢alismalar

sonucunda bu azalma gézlemlenememistir.
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4.3.4 DNase Uygulamasi

Daha once belirtildigi gibi hiicre hatlarindan elde edilen total RNA ornekleri platforma

uygulanmadan oOnce olabilecek herhangi bir DNA varligini engellemek i¢in bu orneklere

DNase islemi uygulanmistir. DNase uygulamasi ardindan nanodrop ile él¢ciim yapilmis, elde

edilen sonuclar Tablo 31’de verilmistir

Tablo 31: Total RNA konsantrasyonu

Hicre Hatlari

Total RNA konsantrasyonu

MCF 7

MDA 231
MCF 12A
MCF 10A

87.9 ng/ul
54.7 ng/ul
73.5 ng/ul
108.1 ng/ul

Bu islemden sonra GAPDH primerleri kullanilarak PZR yapilmistir. Yapilan PCR ¢alismalarinda

kullanilan kosullar Tablo 32 ve 33’de verilmektedir.

Tablo 32: GAPDH PZR soliisyonu

10X PCR Buffer 1X 3ul
MgCI2 (25 mM) 2mM 2.4 ul
dNTP (2.5 mM) 0.25mM 3ul
GAPDH F (5uM) 0.5 uM 3ul
GAPDH R (5uM) 0.5 uM 3ul
template 1l
Taq polymerase (5U/pl) 0.04U/ ul 0.25 pl
dH20 14.35 ul
Toplam 30 ul
Tablo 33: GAPDH PZR kosullari
Sicaklik Sire Dongli
sayisi

95 °C 2 dak

95 °C 30sn 35

56 °C 30 sn

72°C 30 sn

72°C 10 dak

77



PZR’dan alinan driinler %1.5 agaroz jelde ylrutilerek goriintiilenmistir. Jellerde ¢ok hafifte
olsa bant goézlemlendigi icin bir kez daha DNase islemi yapilmasina karar verilmistir. ikinci
DNase isleminden sonra ornekler tekrar nanodrop ile 6lglilmis (Tablo 34) ve PZR yapilmistir
(Sekil 38). PZR drinleri 1.5% agaroz jelde vyuiritlildiginde jelde herhangi bir bant

gozlemlenmemistir.

Tablo 34: Hiicre Hatlari RNA konsantrasyonu

Hiicre Hatlar RNA konsantrasyonu
MCF 7 61.3 ng/ul
MDA 231 29.7 ng/ul
MCF 12A 49.1 ng/ul
MCF10A 73.1 ng/ul
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Sekil 38: DNase islemi uygulanmis 6rnekler

Elde edilen bu RNA 6rneklerinin platforma uygulanabilir saflikta oldugu kabul edilmistir.
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4.3.5 Total RNA Orneklerinin miRNA Platformuna Uygulanmasi

Sentetik miRNA adaptorleri ile optimize edilen kosullar kullanilarak DNase uygulanmis total
RNA ornekleri platform (zerinde denenmistir. Bu asamada izole edilen RNA miktari
nanodrop ile olglilmustir. Elde edilen sonuglar Tablo 34’de verilmistir. Nanodrop ile dlgllen
total RNA ornekleri konsantrasyonlarina gore orantilanarak platform uygulanmistir. Bu

calismalarda kullanilan kosullar Tablo 35’de verilmistir.

Tablo 35: Platformun meme kanseri hiicre hatlarinin total RNA 6rnekleri ile test edilmesi
sirasinda kullanilan kosullar

S S o
= [=% c c c c £
© @ o o o O &
500 e} > > > > X
[5°] © © (%) (%] %) wn —=
o v = I S @ N = N S >c
N > E = = 5 € 5 = 5 2=
c a @ =3 T O = T = £ 835
S o = o N & N s £ S 8 8 € @
@ S O S 5 2 o = 5 2 0 =5 &
(@4 a T o O I o I N I n I &6 x
SMPEG, Pl=5uM 0.6X 1X/ 10 min/ 5X SSC + 0.1% SDS
P2=5uM 2% SSC, 30 dakika 45°C  1X/5min/ 1XSSC
MCF 7 =2.39 ul BSA 0.5% 3X /1 min/dH20
MDA231=4.92 pl SDS,
MCF12A =3 ul 2%
MCF10A =2 pl BSA

Total RNA orneklerinin platform uygulanmasi sonucunda elde edilen deney sonuglari Sekil

39’ da verilmektedir.
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Sekil 39: Hiicre hatlari A) MCF7 B) MDA231 C) MCF 12A D)MCF10A E) P1+Ank +P2 F) P1 +P2

G) Pozitif Kontrol

Sekil 39°dan da gorulecegi gibi total RNA ornekleri platform uygulandiginda kanserli hiicre
hatlari ile gerceklestirilen denemelerde normal hiicre hatlarina gére daha fazla baglanma
gorilmustir. Ote yandan tim denemeler géz 6niine alindiginda spotlar siliktir. Bu sebeple
daha yiksek total RNA konsantrasyonu ile kosullar sabit tutularak deneyler tekrarlanmistir.
Bu denemelerde kullanilan kosullar Tablo 36’da elde edilen sonuglar Sekil 40’da

verilmektedir.
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Sekil 40: Hiicre hatlari A) MCF12A B) MCF10A C) MCF 7D) MDA-MB-231 E) tiimor total RNA
F) meme total RNA G) Negatif kontrol (P1+Ank+P2) H) Negatif kontrol (P1 + P2) I) Pozitif
kontrol
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Tablo 36: Platformun meme kanseri hiicre hatlarindan alinan total RNA 6rnekleri ile test

edilmesi sirasinda kullanilan kosullar

S S o
z : 5 5 5 5 £
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SMPEG, P1=10uM 0.6X 1X/ 10 min/ 5X SSC + 0.1% SDS
P2 =10 uM 2% SSC, 30 dakika 45°C  1X/5min/ 1XSSC
MCF7=4.78 ul BSA 0.5% 3X /1 min/dH20
MDA231=9.84 pl SDS,
MCF12A =6 pl 2%
MCF10A = 4 pl BSA

Sekil 40’dan da gorilebilecegi gibi, total RNA konsantrasyonunun arttirilmasi sandvig tabanli
miRNA dizi platformunun performansini arttirmistir. Elde edilen sonuglar incelendiginde
calismada pozitif kontrol olarak kullanilan U6 tim slaytlarda (normal ve kanserli hiicre
hatlarindan elde edilen total RNA’lar ile ¢alistirilan) gdzlemlenmistir. Gergek zamanh qPZR
sonuglarina paralel olarak miR21 ve miR10b i¢in elde edilen spotlar kanserli hiicre
hatlarindan elde edilen total RNA’lar kullanilarak elde edilen slaytlarda normal olanlara gore
¢ok daha belirgindir. Literatlir calismalarinda kanserli hiicrelerde azaldigi belirtilen miR125

ve miR145 icin spotlarda bir azalma gézlemlenmemistir.

5 Tartisma ve Sonug¢

Projemiz kapsaminda sandvig hibridizasyon temelli miRNA tayininde kullanilabilecek bir dizi
platformunun gelistirilmesi Onerilmistir. Gerceklestirilen c¢alismalar sonucunda proje
basvurusunda 6ngoriilen tim calismalar gergeklestirilmistir. Dizi platformu sentetik miRNA
dizileri ile galistirlmis, platformun total RNA’lar ile g¢alisabilme potansiyeli farkh hiicre
hatlarindan elde edilen total RNA o6rnekleri ile test edilmistir. Bu baglamda o6ngorilen
hedeflerin timiine ulasiimis ve bahsi gecen dizi platformu icin konsept dogrulama calismalari

basari ile sonuclandiriimistir.
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Yapilan galismalar FAM isaretli problar kullanilarak sandvig hibridizasyon yontemi ile miRNA
sekanslarinin gelistirilen dizi platformu ile belirlenebildigini gostermektedir. Ote yandan total
RNA icinde miRNA konsantrasyonu cok diisiik oldugundan elde edilen sinyal agisindan diisik
verim alinmistir. Sinyal seviyesini arttirmak icin farkh goriintileme ydntemlerinin

arastirilmasi faydal olacaktir.

Proje calismalari sonucunda ulasilan nokta laboratuvarlarimizda yeni Ar-Ge faaliyetlerini

baslatacak niteliktedir ve bu konudaki faaliyetlerimiz devam etmektedir.
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