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Ruksolitinib ile Engellenen Glioblastoma Invazyonunda
AnjivomiR’lerin Ekspresyon Profili
The Expression Profiles of Angio-miRs in Glioblastomas Invasion Inhibited by Ruxolitinib
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0z
Amag: MikroRNA'lar (miR), insan genomunda gen ifadesinin diizenlenmesinde 6nemli rolii olan diizenleyicilerdir. Son yillarda anjiyogenezde rol
oynayan spesifik bir miR grubu tanimlanmis (anjiyo-miR) ve bazi anjiyo-miR'lerin gliomalarda etkin rol oynadiklari ortaya konmustur. Bu ¢alismada,

glioblastoma hiicrelerindeki anjiyo-miR'lerin ifade degerlerindeki degisiklikleri ve bu degisikliklerin invazyon ve tlimor biyiimesi ile iliskisini
arastirdik.

Gerec ve Yontem: Bu calismada, insan glioblastoma hiicre hatti U-87 MG kullanilarak glioblastoma tiimdr sferoidleri elde edildi. Matrigel yontemi
ile timor sferoidlerine 48 saat siiresince 50 nM, 100 nM and 200 nM ruksolitinib uygulandi. Kirk sekiz saat tedaviden sonra glioblastoma tlimor
sferoidlerinde tiimér hacmi ve invazyon olusumu relatif ylizde tlimor gelisimi ve relatif ylizde invazyon alani dl¢lildii. Ayni zamanda, niceliksel
gercek zamanli polimeraz zincir reaksiyonu (qRT-PZR) analizi yapildi ve miR ifade degerleri belirlendi. Farkli sekillerde ifade edilen miRNA'larin
modelini g6riintiilemek icin normalize edilen miRNA ifade degerleri kullanilarak heatmap ve volcano plot analizleri ile secilen en Gnemli (importance
features) miRNA'lar g6sterildi.

Bulgular: Tiimdr sferoidlerine 50 nM, 100 nM ve 200 nM ruksolitinib uygulamasinin tlimér hacmi ve invazyon Uzerine etkisi degerlendirildiginde,
uygulanan her dozda anlaml fark saptandi. Ancak 200 nM ruksolitinib dozunda tiimoér yayihmini engelleyici etkisinin en ylksek oldugu g6zlendi.
200 nM ruksolitinib uygulamasi ile qRT-PZR testi ile elde edilen miR ifade degerleri incelendiginde 10 miR'nin ifade degerlerinin arttigi, 4 tanesinin
ifade degerlerinin ise azaldigi belirlendi.

Sonug: Sonuc olarak anjiyo-miR ifade degerleri gliomalarin prognostik siirecini daha iyi anlamamizi saglayabilmeleri acisindan dnemlidirler. Coklu
susturma ozellikleri sayesinde glioblastomalar icin yeni terapdtik hedefler ve prognostik biyobelirtecler olarak kullanilabilmesi agisindan ileri
calismalarla klinige katki saglayabilirler.

Anahtar Kelimeler: miR, glioblastoma, anjiyogenez, invazyon

ABSTRACT

Aim: MicroRNAs (miR) have an essential role on the regulated gene expression in the human genome. In recent years, a specific miR group was
called to angio-miRs due to their role in the angiogenesis, and recent study showed that they involved in the pathogenesis of gliomas. In this study,
we investigated the changes in the expression profiles of angio-miRs in glioblastoma cells and identified relationship between these genes and
invasion and tumor growth.

Materials and Methods: In this study, glioblastoma tumor spheroids were obtained using the human glioblastoma cell line U-87 MG. 50 nM,
100 nM and 200 nM ruxolitinib were applied to tumor spheroids for 48 hours by using Matrigell method. Tumor volume and invasion formation
relative % tumor growth and relative % invasion area were measured in glioblastoma tumor spheroids after 48 hours of treatment. At the same
time, quantitative real-time polymerase chain reaction (qRT-PZR) analysis was performed and miR expression profiles were determined. The most
important (importance features) miRNAs selected along with the heatmap and volcano plot analyzes were used to display the pattern of the
differentially expressed miRs using normalized miR expression profiles.
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Results: When the effect of 50 nM, 100 nM and 200 nM ruxolitinib administration to tumor spheroids on tumor volume and invasion was evaluated,
a significant difference was found at each dose applied. However, at the dose of 200 nM ruxolitinib, it was observed that the inhibitory effect of
tumor invasion was the highest. When miR expression profiles obtained by qRT-PZR test with 200 nM ruxolitinib adminisration were evaluated, it
was determined that the expression profiles of 10 miRs increased and the expression profiles of 4 miRs decreased.

Conclusion: In conclusion, angio-miR expression profiles are important because they enable us to better understand the prognostic process
of gliomas. Because of their multiple silencing properties, they may contribute to the clinic with further studies in terms of their use as new

therapeutic targets and prognostic biomarkers for glioblastoma.
Keywords: miR, glioblastoma, angiogenesis, invasion

GIRIS
MikroRNA'lar (miR) 21-25 niikleotid uzunlugunda tek iplikli,
insan vicudunda yer alan kiicik RNA dizileridir. Protein
kodlamayan bu kiiciik RNA dizileri, protein sentezinin post-
transkripsiyonel modifikasyon basamaginda gen ifadesini
engelleyerek fizyolojik ve patolojik streclerde rol alirlar'. Bu
patolojik strecler arasinda, glioblastomalar dahil olmak lizere
pek cok kanser tirii yer alir. miR'lerin bu patolojiler ile yakin
iliskisi, bunlarin yeni tedavi ajanlari olarak éne suriilmesine yol
acmistir®. Guincel calismalar bu kiiclik RNA'larin sadece tedavi
asamasinda degil, degisen ifade dederleri ile biyo-belirte¢
olarak da kullanilabilecegini ortaya koymaktadir®. Sonuc olarak
son yillarda, miR'ler, 6zellikle tedavi edilemeyen kanser cesitleri
icin laboratuvar ve klinik calismalar da sik calisilan konulardan
biri haline gelmistir'*.

Glioblastomalar; glial hiicrelerden koken alan, hizli biiylyen,
gelisen teknolojik imkanlara ragmen agresif yapisi ile halen
Olimciil seyreden beyin kanserlerindendir. Sahip olduklari
heterojen molekiiler o6zellikleri ile 100'den fazla alt tipi
tanimlansa da hepsinin ortak ozelligi yiiksek anjiyogenetik ve
invazyon kapasiteleridir®¢. Glioblastoma hiicreleri, etrafinda
yer alan saglam beyin dokusuna invazyon yapar ve pesi sira
gerceklesen anjiyogenezis ile yayilirlar. Bu agresif yayilimin
glioablastomalarin  tedavisindeki temel gucliigiin nedeni
oldugu dustinilmektedir’. Buradan yola ¢ikarak, hastahigin
tedavisinde, bu vyiiksek anjiyogenetik strece dahil olan
sitokinleri ve iliskili sinyalizasyon yolaklarini hedef almak akilc
bir yol olarak gorilmektedir. Ancak, bu tedavi girisimlerine ait
faz-2 ve faz-3 calismalar yapilmis, bazi olumlu sonuglar elde
edilse de heniiz rutin tedaviye girmis bir tedavi protokolu
belirlenememistir®. Bunun icin gliomalarin yiiksek anjiyogenik
ve invazyon oOzelliklerinin altinda yatan kompleks molekiiler
mekanizmanin daha iyi anlasiimasina ihtiyac vardir.

Son yillarda, kanser biyolojisi alaninda anjiyo-miR olarak
adlandirilan, tlimor anjiyogenezisi ile yakindan iliskili pek
cok miR tanimlanmistir’. Bunlarin arasinda miR_7, miR_296,
miR_15b ve miR_93 gibi anjiyo-miR'lerin glioblastomalarda
rol oynadigi bildirilmistir®. Bizim laboratuvarimizda da daha
oncesinde ruksolitinibin gliomalarin invazyonunu etkin bir
sekilde engelledigi raporlanmistir™. Bir diger calismamizda
da bu etkinin miR_17 ve miR_20a ile yakindan iliskisi ortaya
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konmustur™. Bu calisma da ise, yine ruksolitinib kullanarak
glioblastoma li¢ boyutlu tiimor kiimelerinde engellenen
invazyon karakteristikleri ile 34 adet anjiyo-miR'nin ifade
degerleri arasindaki iliski arastiriimistir.

GEREG VE YONTEM

Ruksolitibin Temini ve Hiicre Hattinin Hazirlanmasi

Ruksolitinib (CAS 941678-49-5) Santa Cruz Biotechnology
(Santa Cruz, CA, USA) firmasindan, insan glioblastoma
hiicre hatti U-87 MG (ATCC® HTB-14") Amerikan Tip Kaltir
Koleksiyonu'ndan; (Manassas, VA, USA) satin alindi. Calisma
stiresince hiicreler %10 fetal sigir serumu (Gibco Life
Technologies, Grand Island, NY, ABD), 1 mM glutamin ve
%1 (nihai konsantrasyon) penisilin/streptomisin (Invitrogen,
Carlsbad, CA, ABD) ile desteklenen Eagle's Minimum Essential
Medium (EMEM:; catalog no. 30-2003) kullanilarak yetistirildi ve
tlm calisma boyunca 37 °C'de nemlendirilmis bir inkiibatorde
ve %5 CO,'de tutuldu.

Glioblastoma Tiimér Kiimelerinin Olusturulmasi ve
Matrigel invazyon Deneyi Protokolii

Timoér kiimeleri, kiclik modifikasyonlarla, asili damlacik
yontemi kullanilarak olusturuldu™". Tek hiicreli stispansiyonlar,
tripsinize edilmis tek tabaka hicre kiiltirlerinden elde
edildi ve 90,5 metil seliiloz ilavesi ile tam EMEM ortami
kullanilarak istenen hiicre yogunluguna seyreltildi. 20 pL
hiicre slispansiyonu, yapiskan olmayan, steril polistiren petri
kaplarinin Gst kapaginin ic yiizeyine 40 damla (damla basina
750-1,000 hiicre nihai konsantrasyon) olacak sekilde pipetlendi.
Petri kaplarinin tlimor damlaciklariyla birlikte tst kapaklari ters
cevrildi ve alt tabaga 2 mL fosfat tamponlu salin yerlestirildi.
Hiicreler 72 saat inkiibe edildikten sonra ZEISS Axio Vert.A1
(Oberkochen, Almanya) invert mikroskop kullanilarak tlimor
kiime olusumu go6zlendi. Tim tiimor kireleri 15 mL Falkon
tliplerinde toplandi ve tiim deneylerde ayni yastaki taze tlimor
kireleri kullanildi.

Matrigel invazyon deneyi icin 24 kuyucuklu plakalar kullanildi.
Plakalar ektraselliiler matriks ile kaplandi ve bu matriksin
fazlasi cekilerek ince bir tabaka halinde olmasi sagland.
Sonrasinda bir dnceki bolimden toplanan tlimor kiimelerinden
40 ul ahndi ve 100 pL matrigel matris (Corning, Corning, NY,
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ABD) ve 100 plL kollajen tip | (Sigma Aldrich) ile 6nceden
sogutulmus Eppendorf tiiplerinde miks haline getirildi. Elde
edilen bu miksten her bir kuyucuga 40 ul (3-5 timor kiimesi)
konuldu. Sonrasinda plate 24 saat inkubatdrde bekletildi, daha
sonra her cukura 1 mL hicre kiltiiri ortami eklendi. Yirmi dort
saat sonra tlimor kiimeleri, 48 saat boyunca arac veya 50, 100
veya 200 nM ruksolitinib ile tedavi edildi. Her muamele icin bes
kopya yapildi. Kirk sekiz saatlik tedaviden sonra, dijital kamera
ile donatilmis 20X biyltmede (ZEISS Axio Vert.A1) ters faz
kontrasth 1sik mikroskobu kullanilarak 48 saat siireyle hiicre
istilasi kaydedildi. Timor hacmi ve tlimor invazyonu odnceki
calismalarimiza gore hesaplandi™.

miR Izolasyonu ve Kantitatif Real Time-polimeraz Zincir
Reaksiyon (RT-qPZR) Analizleri

Anjiyo-miRNA'lar  (anjiyo-miR'ler) olarak adlandirilan bir
miRNA grubu, hedef genler ve ekspresyon profili acisindan iyi
tanimlanmis ve glioblastoma multiforme (GBM) patogenezinde
onemli bir rol oynadigi gosterilmistir. Tim genom capinda
mikrodizi calismalari, 50'den fazla miR'nin hipoksi ile ilgili
pro- veya anti-anjiyogenez sinyallemesine dahil oldugunu
ortaya koymustur'?-'*. Calismamizda bu grupta belirlenen 34
anjiyo-miR kullaniimistir. Ruksolitinib uygulamasindan 48 saat
sonra, tlimor kirelerinden, miR'lerin izolasyonu mirVana™ miR
Isolation Kit, with phenol kullanilarak kit protokoliine gdre
yapildi. cDNA'lar, kit protokollerine gore bir TagMan™ advanced
miR cDNA sentez kiti kullanilarak sentezlendi. Niceliksel qRT-
PZR analizi, FastStart TagMan® Probe Master (life technologies)
kullanilarak bir Quant studio 5 real time PZR (life technologies)
Uzerinde gerceklestirildi. Kullanilan TagMan probler ve miR
sekanslari Tablo 1'de verilmistir. miR ifade degerlerinin 2-44¢t
yontemi ile hesaplandi, diizeltme faktori ve endojen kontrol
olarak RNU6B (Assay ID: 001093) kullanildi'®.

istatistiksel Analiz

Kontrol ve deney gruplari arasinda invazyon orani ve tiimor
hacmindeki farkhhklar ile miR ifadesindeki relatif kat degisim,
tek yonli varyans analizi ve Tukey HSD testi ile karsilastirildi.
Korelasyon analizi icin Pearson korelasyon katsayisi yontemi
kullanildi. istatistiksel analizler, anlamlilik diizeyi p<0,05
olacak sekilde SPSS 20 yazilimi kullanilarak gerceklestirildi.
Ruksolitinib uygulanan ve uygulanmayan (¢ boyutlu tlimor
kiimelerinde  potansiyel  biyobelirtecleri/onemli ~ miR'leri
belirlemek icin, 1s1 haritasi analizi, denetimsiz hiyerarsik
kiimeleme analizi, volkano plot ve feature importance (6zellik
onemliligi) analizi MetaboAnalyst 4.0 yazilimi kullanilarak
gerceklestirildi.

BULGULAR

Calismada, Ruksolitinib 50, 100 ve 200 nM dozlarinda
glioblastoma timor kiimeleri Gzerine uygulanmis ve etkileri

48 saat sonra degerlendirilmistir. Uygulanan her dozda
istatiksel olarak anlamli bir etki g6zlenmesine ragmen, 200
nM dozunda etkinin en yiiksek diizeye ulastigi ve bu etkinin
onceki ¢alismalarimiz ile uyumlu oldugu gorulmustir (Sekil
1)'%", Bundan dolayi, qRT-PZR testi ile elde edilen miR ifade
degerlerinin bu etki dozu ile arasindaki iliski analiz edilmis
ve 10 miR'nin ifadesinin anlamli diizeyde arttigi, 4 tanesinin
ise anlamh diizeyde azaldigi belirlenmistir (Tablo 2). Kontrol
grubuna gore 200 nM ruksolitinib uygulamasinin miR
ifadeleri lzerinde en ylksek etkiye sahip oldugu heatmap
ile gosterilmistir (Sekil 2). Bir sonraki adimda, ruksolitinib ile
dogrudan iligkili miR'lerin belirlenmesi i¢in, 6ncelikle volcano
plot sonrasinda, OPLS- diskriminant analiz yapiimis ve burada
en onemli bilesenler (important features) belirlenmistir.
Her iki analizde benzer sekilde istatistik olarak anlamh
sonuclar veren ruksolitinib uygulamalari ile 6nemli diizeyde
korelasyonu tespit edilen 9 adet miR Tablo 3'te dzetlenmistir.
Bu belirlenen bu miR'lerin daha sonra tlimor hacimleri
ve invazyon oranlari ile korelasyon analizleri yapilmis ve
sonucta 9 adet miR arasinda, hem timor invazyonu hem
de tlmdr blylimesi ile istatistik olarak anlamh diizeyde
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Sekil 1. A) Matrigel yontemi ile belirlenen GBM tiimor
spheroidleri ve invazyon olusumu, b) 48 saat siresince 50
nM, 100 nM ve 200 nM ruksolitinib veya tasitla muamele
edilen GBM tiimdr kirelerinde relatif % timor gelisimi ve
relatif % invazyon alani. Barlar ortalama+SE, n=>5, * kontrole
kiyasla istatistik olarak farkhdir, *diger gruplardan istatistik
olarak farkhdir, tek-yonlii ANOVA, Tukey HSD testi, p<0,05;™,
#p<0,01

GBM: Glioblastoma multiforme
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korelasyon gosteren 5 adet miR'[miR_15b(r:-0,659/-0,861];
miR_19a_3p(r:-0,713/-0,455); miR_31_3p(r:-0,461/-0,533);
miR_155_3p(r:-0,572/-0,625);miR_200b_5p(r:-0,673/-0,957)
tespit edilmistir (Sekil 3).

TARTISMA

Son yillarda, molekdiler biyoloji alanindaki gelismeler ile biiylk
hacimli datalar incelenmeye baslamis, boylelikle miR'lerin
tlmor invazyonu ile yakindan iliski oldugu ortaya konmus
ve kanser cesidine 6zgl cesitli miR'ler tammlanmistir'’-',
Bu kanser cesidine 6zglin miR'leri engellenmenin, kanserin
tedavisinde kullanilabilecek yeni bir hedef oldugu ileri
stirtilmektedir’. Sunulan bu calismada, yine daha &nce

laboratuvarimizda kullandigimiz  ruksolitinib  kullanilarak
engelledigimiz U87 glioblastoma invazyonu ile iliskili
miR'leri belirlendi. Bu kapsamda 48 saat siireyle ruksolitinib
uygulanan GBM tiimor kiirelerinde, 10 miR ifade degerlerinde
artis, 4 adet miR ifade degerlerinde ise azalma oldugu
belirlendi. U87 GBM kdrelerinin invazyonu ve timdrogenezisi
tzerinde miR_15b, miR_18a_5p, miR_19a_3p, miR_21_5p,
miR_27a_bp, miR_31_3p, miR_132_5p, miR_155_3p ve
miR_200b_5p'nin istatistik olarak anlaml diizeyde etkisinin
oldugunu saptand.

miR_15b insan genomunda 3. kromozomda lokalize, son
yillarda kanser calismalarinda sikhkla calisilan bir miR'dir.
Xia ve ark.®, miR_15b'nin glioblastomalarda hiicre siklus

Tablo 1. Mikro-RNA'larin isimleri, TagMan probe ID ve olgun miRNA sekanslar

mikro-RNA Olgun mikro-RNA dizisi TagMan probelD
hsa-miR-15b UAGCAGCACAUCAUGGUUUACA 478313_mir
hsa-miR-18a-3p ACUGCCCUAAGUGCUCCUUCUGG 477944 _mir
hsa-miR-18a-5p UAAGGUGCAUCUAGUGCAGAUAG 478551_mir
hsa-miR-19a-3p UGUGCAAAUCUAUGCAAAACUGA 479228_mir
hsa-miR-19a-5p AGUUUUGCAUAGUUGCACUACA 478750_mir
hsa-miR-21-3p CAACACCAGUCGAUGGGCUGU 477973_mir
hsa-miR-21-5p UAGCUUAUCAGACUGAUGUUGA 477975_mir
hsa-miR-23a-3p AUCACAUUGCCAGGGAUUUCC 478532_mir
hsa-miR-31-3p UGCUAUGCCAACAUAUUGCCAU 478012_mir
hsa-miR-31-5p AGGCAAGAUGCUGGCAUAGCU 478015_mir
hsa-miR-92a-3p UAUUGCACUUGUCCCGGCCUGU 477827_mir
hsa-miR-92a-5p AGGUUGGGAUCGGUUGCAAUGCU 479205_mir
hsa-miR-101-3p UACAGUACUGUGAUAACUGAA 477863_mir
hsa-miR-101-5p CAGUUAUCACAGUGCUGAUGCU 478620_mir
hsa-miR-126-3p UCGUACCGUGAGUAAUAAUGCG 477887_mir
hsa-miR-130a-3p CAGUGCAAUGUUAAAAGGGCAU 477851_mir
hsa-miR-130a-5p GCUCUUUUCACAUUGUGCUACU 483130_mir
hsa-miR-132-3p UAACAGUCUACAGCCAUGGUCG 477900_mir
hsa-miR-132-5p ACCGUGGCUUUCGAUUGUUACU 478705_mir
hsa-miR-155-3p CUCCUACAUAUUAGCAUUAACA 477926_mir
hsa-miR-155-5p UUAAUGCUAAUCGUGAUAGGGGUU 483064_mir
hsa-miR-191-3p GCUGCGCUUGGAUUUCGUCCCC 477951_mir
hsa-miR-191-5p CAACGGAAUCCCAAAAGCAGCUG 477952_mir
hsa-miR-200b-3p UAAUACUGCCUGGUAAUGAUGA 477963_mir
hsa-miR-200b-5p CAUCUUACUGGGCAGCAUUGGA 478753_mir
hsa-miR-210-3p CUGUGCGUGUGACAGCGGCUGA 477970_mir
hsa-miR-210-5p AGCCCCUGCCCACCGCACACUG 478765_mir
hsa-miR-221-3p AGCUACAUUGUCUGCUGGGUUUC 477981_mir
hsa-miR-221-5p ACCUGGCAUACAAUGUAGAUUU 478778_mir
hsa-miR-296-3p GAGGGUUGGGUGGAGGCUCUCC 478790_mir
hsa-miR-296-5p AGGGCCCCCCCUCAAUCCUGU 477836_mir
hsa-miR-424-5p CAGCAGCAAUUCAUGUUUUGAA 478092_mir

miRNA: MikroRNA
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regilasyonun da gorev alan tiimor engelleyici ajan olarak
rol oynadigini 6ne sirmistir. Diger ¢alisma da ise hastalarin
serum ve beyin omurilik sivisinda yapilan analizlerde yiikselen
miR_15b ifadesi bildirilmistir?"?2. Son olarak Chen ve ark.?
miR_15b'nin glioamagenezisteki etkisini sal-like protein 4
Uzerinden gerceklestirdigini bildirmislerdir. Bizim ¢alismamizda

da miR_15b'nin yukselen ekpresyon degerleri tespit edilmis ve
molekiiler stirecte dnemli bir rol aldigi distiniImastir.

miR_17-92 ailesi birden fazla proteinin kodlanmasinda gorev
alan bir polisistronik miR ailesi olup 6 Uyesi vardir?*. Biz
calismamizda, bu ailede yer alan miR_18a ve miR_19a'nin

Tablo 2. GBM tiimor kiirelerinde 200 nM ruksolitinib uygulanan gruplarda, uygulanmayan kontrol gruplarina kiyasla belirlenen

relatif miR ifade seviyeleri ve bunlarla iliskili istatistik analiz sonuclari

%95 GA
miRNA Ortalama deger Standart sapma p degeri Diisme Yiikselme
ifadesi anlamh diizeyde artan miR'ler
miR_15b 12,567 2,988 0,041 -22,321 -0,520
miR_18a_5p 154,640 18,073 0,000 -218,814 -87,006
miR_19a_3p 44,298 4,543 0,000 -59,818 -26,688
miR_21_3p 2,559 0,389 0,047 -2,900 -0,019
miR_27a_5p 6,543 1,927 0,120 -12,505 1,553
miR_31_3p 226,034 46,217 0,012 -391,855 -54,810
miR_130a_5p 4,144 0,802 0,046 -5,920 -0,064
miR_132_3p 1,824 0,135 0,002 -1,316 -0,325
miR_155_3p 2,657 0,418 0,038 -3,204 -0,101
miR_200b_5p 33,275 5,785 0,005 -52,840 -10,623
ifadesi anlamh diizeyde azalan miR'ler
miR_21_5p 0,370 0,093 0,002 0,308 1,259
miR_210_3p 0,546 0,103 0,019 0,097 0,974
miR_221_3p 0,619 0,060 0,003 0,159 0,673
miR_424_5p 0,537 0,129 0,036 0,053 1,393
Anlamli diizeyde degisim gostermeyen miR'ler
miR_18a_3p 1,508 0,351 0,984 -1,501 1,472
miR_19a_5p 3,132 0,934 0,232 -5,443 1,390
miR_23a_3p 0,627 0,125 0,074 -0,049 0,996
miR_27a_3p 0,667 0,114 0,109 -0,081 0,757
miR_31_5p 1,038 0,087 0,932 -0,346 0,376
miR_92a_5p 1,114 0,373 0,885 -1,458 1,266
miR_92a_3p 0,906 0,108 0,614 -0,297 0,491
miR_101_3p 2,072 1,446 0,683 -6,324 4,221
miR_101_5p 1,403 0,226 0,347 -1,215 0,445
miR_130a_3p 6,394 1,568 0,064 -11,106 0,331
miR_126_3p 0,881 0,081 0,335 -0,174 0,490
miR_132_5p 13,145 7,780 0,384 -40,506 16,229
miR_155_5p 3413 1,562 0,663 -7,154 4,641
miR_191_3p 1,190 0,603 0,861 -2,389 2,012
miR_191_5p 0,873 0,074 0,229 -0,146 0,580
miR_200b_3p 2,555 0,799 0,295 -4,428 1,408
miR_210_5p 0,728 0,113 0,159 -0,128 0,735
miR_221_5p 2,629 1,243 0,823 -5,289 4,247
miR_296_3p 1,054 0,218 0,958 -0,802 0,845
miR_296_5p 1,843 0,281 0,278 -1,717 0,518
GA: Giiven araligi, miRNA: MikroRNA
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ifade degerlerinde artis saptadik (Tablo 2). miR_18a'nin
ozellikle apoptozis ile yakin iliskisi ile insan prostat, meme
ve kolerektal kanserlerinde ifadesinin arttigr bildirilmistir’®2.
Glioblastomalarin tlimor gradenin artisi ile artan miR_18a
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ifade degerleri arasinda bir korelasyon bildirmislerdir?®*’. Jiang
ve ark.?® ise iyi prognoz ile iliskilendirdikleri receptor-related
orphanreceptorAproteinin,yliksek dereceli glioblastomalardaki
diistik ifade degerlerinin sorumlusu olarak miR_18a'yl hedef
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Sekil 2. a) Normalize edilen miR ifadesi degerleri kullanilarak yapilan heatmap analizi (uzaklik 6l¢tim parametresi: euclidian, cluster
algoritmasi: ward), b) Volcano plot analizinde kat degisim esigi (x) 2 ve t-test 6nem seviyesi esigi (y) 0,1 ile secilen en Gnemli
(important features) miRNA'lar. Kirmizi kesikli ¢izgi esik degerin anlamli dlizeyde tistiinde kalan miR'leri gosterir (hem kat artis, hem
de p degerleri logaritmik transformasyona tabi tutulmustur), ¢c) OPLS-diskriminant analizi ile elde edilen degisken 6nemi gdsteren,
kovaryans korelasyon [p (corr)] ylkleme profilini birlestiren S-grafigi. Tiim biyomarker analizleri, 200 nM ruksolitinib ile tedavi

edilen ve tedavi edilmeyen kontrol gruplari arasinda gergeklestir
miRNA: MikroRNA

ildi

Tablo 3. Volcano plot ve gizli yapilara OPLS-DA ile belirlenen en dnemli (important features) miR'ler

Volano plot Onem ozelligi
miRNA KD log2(KD) P degeri -log10(p) pl1] p(corr)[1]
miR 15b 0,0910 -34,5750 0,0216 16,6640 320,8360 0,5251
miR_18a_5p 0,0056 -74,8870 1,74E-05 87,5930 944,6110 0,9546
miR_19a_3p 0,0209 -55,7790 1,31E-1 14,8820 69,7660 0,9965
miR_21_5p 23,9670 12,6110 0,0372 14,2940 106,7570 0,6144
miR_27a_5p 0,2433 -20,3910 2,27E-02 46,4320 247,7050 0,8329
miR_31_3p 0,0031 -83,1770 5,95E-06 92,2570 105,6860 0,9647
miR_132_5p 0,0674 -38,9060 0,0253 15,9630 109,7980 0,7473
miR_155_3p 0,3118 -16,8130 0,0528 1,2770 230,0530 0,4726
miR_200b_5p 0,0272 -51,9990 4,46E-03 53,5050 628,0550 0,8749

KD: Kat degisim, log: Logaritma, corr: Korelasyon, p: Onem seviyesi, OPLS-DA: Otogonal-ortogonal izdiisiimler-diskriminant analizi
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gostermislerdir. Ailenin diger Gyesi miR_19a’'nin pek cok kanser
cesidinde ifade edildigi ve kanserin progresyonunu gostereren
bir biyo-belirtec olarak kullanabilecedi ileri stirtlmustiir®.
Fosfotaz ve tensin homologu (PTEN) iyi bilinen bir tlimor
baskilayicigendirve miR_19a'nin hedef proteinidir. miR_19a'nin
inhibisyonu ile PTEN'nin aktivasyonun arttigi ve bu vyolla
glioma hiicrelerinin invazyonun engellendigi raporlanmistir.
Malzkorn ve ark/nin® yaptiklari ¢alismada, glioblastomama
tanili insanlardan elde edilen dokularda miR_19a ifade
degerlerinde artis oldugunu ve miR_19a inhibisyonunun ise
glioblastoma hiicrelerinin hiicre proliferasyonunu engelledigini
bildirmislerdir. Sunulan calisma da miR_19a’'nin ekspresyon
degerlerinde istatiksel olarak anlamh bir artis tespit edildi
(Sekil 3). Bu sonuglar bize, ruksolitinibin tlimér invazyonuna
olan etkisinin miR_18a ile degil, daha cok miR_19a ile iliskili
olabilecegini diistindlrmektedir.

miR_31 pek cok kanser cesidi icin kanser engelleyici 6zelligi
ile bilinen, ayni zamanda meme kanserinde metastazini
da engelledigi raporlanan bir miR'dir*>®*. Akciger ve
kolon kanserinde ise onkojenik ozellikleri bildirilmigtir3*3®.
Glioblastomalarda ise normal beyin dokusuna ile
karsilastirldigin da azalmis ifadesi bildirilmistir®s. miR_31'in
hedef proteini radiksindir®. Radiksin, hiicre membrani ile
hiicre iskeleti arasinda baglanmadan sorumlu ezrin/radiksin/
moesin protein ailesinin bir Uyesidir¥. Wang ve ark.®
azalmis miR_31a ve yiiksek radiksin ifadesinin glioblastomali
hastalarda diisiik Karnofsky performansi ve kotu sagkalim
ile iliskili oldugu bildirmislerdir. Bir diger calismada ise
miR_31'in, glioblastomalarda olduk¢a etkin oldugu bilinen
nukleer faktdr-kappa B sinyalizasyonunu engelledigi
bildirilmistir®. Bizim c¢alismamizda ruksolitinib uygulamasi

0 20 40 60 80 100
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1. Tumour volume  Pearson's r -
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ile miR_31a'nin artan ifadesi saptanmistir (Tablo 2). Bu artan
ifadenin ayni zamanda invazyonun engellenmesi ile korele
oldugu gorilmistir (Sekil 3). Ruksolitinib bir janus kinaz
(JAK) inhibitoradar. JAK'nin yapisinda da, miR_31'in hedef
proteini olan radiksin oldugu sanilmaktadir®®. Bu veriler
bize, ruksolitinibin invazyon engelleyici etkisinde, JAK/
STAT sinyalizasyonun ile miR_31'in arasinda molekiiler bir
bag oldugunu dusiindiirmektedir, ancak ileri calismalar ile
dogrulanmasi gerekmektedir.

miR_155, literatiirde 147 adet hedef geni tanimlanan
iyi bilinen bir onkojenik miR'dir. Pek c¢ok hedef genin
varhgi klinik 6nemi konusunda giderek artan bir ilgi ile
karsilanmaktadir*'. Glioblastoma dahil, akciger kanseri,
meme kanseri, burkitt lenfoma, I6semi gibi pek cok kanser
cesidinde ylkselmis ifade degerleri raporlanmistir*’-#3. D'Urso
ve ark!nin* yaptiklari calismada, hem primer hem sekonder
glioblastoma hastalarinda miR_155'in ifadesinde artis tespit
etmisler ve glioblastomalardaki onkojenik etkisini miR_155'in
hedef geni olan y-aminobutyric acid A receptor 1 (GABRA
1) Uzerinden gerceklestirdigini ileri stirmislerdir. GABRA
1, beyin fonksiyonlarindaki gorevi iyi bilinen gama asetil
amunobutirik asitin (GABA) reseptoridir. GABA ise insan
beyninde inhibitor etkili baglica norotransmitterlerdendir.
Artan ifadesi ile birlikte glioblastomalarda, tlimor hiicre
proliferasyonunu artirdigi bilinmektedir*. Sunulan calismada
ruksolitinib ile kuvvetli sekilde engellenen U87 invazyonunda,
artmis miR_155 ifadesi tespit edilmistir. Bu sonuc bize,
ruksolitinibin invazyon engelleyici etkisini, onkojenik etkisi ile
bilinen miR_155 lizerinden yapmadigini diistindirmektedir.

miR_200b, miR_200 ailesinin bir lyesi olup glioblastomalar
dahil pek cok kanser cesidinde goérev aldigi bildirilmistir*.

miR_155_3p

miR_200b_S5p
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Sekil 3. Ttimor biytikltgu, invasyon orani ve en 6nemli anjiyo-miR ifadesi iliskisine ait a) Pearson korelasyon katsayisina gore
olusturulan korelasyon matrisi b) Dagilan noktalar, %95 giiven araligi (mavi ¢izgi) ve %95 tahminsel aralik (yesil ¢izgi)
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Malign glioblastoma hiicre hatlari ve insan dokularinda dustik
ifade degerleri ile birlikte hiicre hatlarinda timor bliylimesini
engelledigi  bildirilmistir.  Glioblastomalar  lzerindeki
engelleyici etkisinin hedef geni olan elementi baglayan
protein 1 (element-binding protein 1, CREBT) Uzerinden
gerceklestirdigi bildirilmistir?’. Liu ve ark.*, miR_200b'nin
azalan ifadesinin kotli prognoz ile iliskilendirmisler ve bu
etkinin miR_200b'nin bir diger hedef geni RAB gen ailesi
lizerinden gerceklestigini ileri stirmislerdir. Chang ve ark.*
ise RAN ailesinin bir tiyesi olan RAB3Cnin artmis ifadesinin
kolorektal kanserlerde yiiksek derece ve kotl prognoz ile iliskili
oldugunu, ruksolitinib uygulamasi ile bu genin ifadesinin
azalarak kanser hiicre hareketini engelledigini bildirmislerdir.
Bizim calismamizda artmis miR_200b ifadesinde, ruksolitinib ile
belirgin sekilde engellenen U87 hiicre biiylimesi ve invazyonu
arasinda kuvvetli bir korelasyon tespit ettik. ruksolitinibin, bu
miR'in hedef geni olan RAB ailesi ile de yakin iliskisi g6z 6niine
alindiginda bize, miR_200b'nin ruksolitinib etkisi ile yakindan
iliskili olabilecegini duslindiirmektedir.

Calismanin Kisithiliklar

Sunulan calisma 6nemli oldugunu disindiglimiiz sonuclar
ortaya koysa da birtakim limitasyonlar icermektedir. En
onemli limitasyon ¢alismanin in vitro bir ¢alisma olmasidir. Ek
olarak elde edinilen verilerin insan timor dokular tzerinden
dogrulanmasi sonuclarin daha da glvenilir olmasini saglayabilir.
Benzer olarak gen ifadesindeki degisiklikler ile beraber protein
ifadelerindeki  degisikliklerinde  arastirilmasi,  molekiler
mekanizmanin aydinlatilmasina daha fazla katki saglayabilir.
Bununla birlikte, verilerimizin GBM hastalarinda ruksolitinib-
anjiyo-miR iliskisi baglaminda, énemli bazi potansiyel klinik
senaryolari yansittigini diistiniiyoruz.

SONUG

Timor sferoidlerinde modellenen GBM blyiimesinin ve
invazyonunun 6zellikle 200 nM ruksolitinib tedavisi ile 6nemli
oOlclide inhibe edildigini gosterdik. Ayrica, ruksolitinib ile tedavi
edilen gruplarda ruksolitinib ile anjiyo-miR'ler arasinda gui¢lu
bir etkilesim belirledik. Sonuclarimiz, arastirdigimiz 34 adet
anjiyo-miRicinde miR_15b, miR_19a, miR_31_3p, miR_155_3p
ve miR_200b'nin istatistik olarak anlamli diizeyde ruksolitinib
tedavisi ile degistigini, timiinlin timor bliylimesi ve invazyonu
ile iliskili oldugunu ortaya koydu. Toplu olarak, sonuglarimiz
ruksolitinibin, muhtemelen anjiyo-miR'lerin  ekspresyon
profilini degistirerek ve bu sekilde anjiyogenez baglantih
sinyalleri inhibe ederek, glioblastoma tiimor sferoidlerinde
etkili bir anti-timor terapotik oldugunu gostermektedir.
Bununla birlikte, caismamizin verilerin dogrulanmasi ve klinik
anlamda kullanilabilir olmasi i¢in daha fazla calismaya ihtiyag
oldugu disilinilmektedir.
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