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Malgn melanoma, ölümcül clt kanserlernden brdr. Dünyada oluşma sıklığı en hızlı artan kanser
türlerndendr. Kanserleşme sürecn yakından nceleyen blm nsanları bu sürec durdurmak ve tersne
çevrmek çn brçok farklı tedav yöntem gelştrmşlerdr. Tedavde yaygın olarak cerrah, radyoterap
ve kemoterap yöntemler kullanılmaktadır. Daha az sıklıkla hormon tedavler, byolojk tedav
yöntemler ve hedefe yönelk tedavler kullanılmaktadır. Son zamanlarda radyoterap ve
kemoteraplern seçc olmayışı ve cdd yan tesrlere sebep olmasından ötürü blm nsanları hedefe
yönelk tedavlere yönelmşlerdr. Bu kapsamda öne çıkan hedeflerden br de CRISPR gen terap
sstemdr. CRISPR teknğnn spesfklğ ve esneklğ sayesnde stenlen brçok genom parçası yenden
düzenleneblmektedr. CRISPR’ın kılavuz RNA (gRNA) kullanarak lglenlen gen spesfk olarak
hedefleme yeteneğ, bu metodolojy programlanablr ve nükleotde özgü kılmaktadır. Tüm bu
sebeplerden ötürü CRISPR brçok hastalığın tedavsnde umut kaynağı olmuştur. Bu projede malgn
melanom hücreler mkroçevres üzernde CRISPR gen düzenleme teknğnn çalışılması
planlanmaktadır. Malgn melanom mkroçevresnde sentezlenen mcroRNA-4535’n nvazyon ve
metastazı artırıcı etks kanıtlanmıştır. Bu mcroRNA’nın susturulması le nvazyon ve metastazın en
aza ndrgenmes hedeflenmektedr. Başarı sağlanması halnde hem malgn melanom tedavsne hem de
malgn melanom proflakssne katkı sağlanmış olunacaktır.

MALİGN MELANOM HÜCRELERİNDE microRNA-4535’İN CRISPR TEKNİĞİ İLE İNHİBE EDİLEREK İNVAZYON VE METASTAZIN AZALTILMASI
Hasan Basri ŞAHİN, Asude Tuğba BALTA, Rümeysa EKİNCİ, Gülnihal İPEK, Tuğçe KARLITEPE, Doç. Dr. Muhammed GÖMEÇ
Sivas Cumhuriyet Üniversitesi Tıp Fakültesi, Sivas Cumhuriyet Üniversitesi Eczacılık Fakültesi, Genel Cerrahi A.B.D.

TANITIM

PROBLEM/ SORUN

Malgn melanomun çok agresf br tümör oluşu tedav şartlarını kısıtlamaktadır. Malgn melanomda
metastatk kolonzasyon, yüksek mortalte oranı ve kötü sağkalım le lşkldr. Melanom hücrelernde
ekspresyonu artan mcroRNA-4535, otofaj yolunu naktve ederek malgn melanom hücrelernn
nvazyon ve metastaz yeteneğn artırmaktadır [1].
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Şekl 1: mR-4535'n eksozomal karışmaya aracılık ettğ gösterlmektedr. Melanom kök
hücreler (MSC), ekzozomal mR-4535' hedeflenen melanom ebeveyn hücrelerne (MPC) letr.
MPC'lere grdkten sonra mR-4535, otofaj yolunu etksz hale getrerek MPC'lern metastatk
kolonzasyonunu artırır. [1]

ÇÖZÜM

CRISPR: Düzenl aralıklarla bölünmüş palndromk tekrar kümeler

YÖNTEM

SgRNA’nın dzayn edlmes

Hsa-mr-4535’e at nükleott sekansları
MIRBASE ver tabanı kullanılarak
elde edlecektr. Daha sonra CRISPck
RNA dzayn platformu üzernden hsa-
mr-4535’e hedeflenen sgRNA tasarımı
gerçekleştrlecektr.  [3]

crRNA:tracrRNA transfeksyonu

Fgure 3. M14-cas9 le entegre edlmş
hücreler transfeksyondan 1 gün önce oyuk
başına 10.000 hücre olacak şeklde 96
oyuklu br plakaya eklecektr. Sentetk
crRNA’lar sentek kontrol ve tracrRNA
ayrı ayrı 10Um Trs-HCl pH’ı 7.5’te 100
µm’lk konsantrasyona kadar süspanse
edlecektr. Daha sonra crRNA ve
tracrRNA eş molar oranda brleştrlecek
ve 10Um Trs-HCl pH 7.5 kullanılarak 2.5
µm’ye seyreltlecektr. Transfeksyon çn
50 nM crRNA:tracrRNA kompleksnn son
konsantrasyonu kullanılacaktır. Hücreler
0.4 Ul/ oyuk transfeksyon reaktf
kullanılarak transfekte edlecektr. [4]

Genomk DNA zolasyonu, DNA uyuşmazlığı saptama test ve Sanger dzleme
 

Şekl 6
 Transfeksyondan 72 saat sonra genomk DNA, hücrelern Phuson™ HF tamponu, protenaz K ve RNaz
A çnde 1 saat süreyle 56°C'de doğrudan parçalanması ve ardından 96°C'de 5 dakka süreyle ısıyla
naktvasyon yoluyla zole edlecektr. PCR, bölünme bölgelern çevreleyen prmerlerle gerçekleştrlecek
olup PCR ürünler (500 ng) 37 °C'de 25 dakka T7 endonükleaz I le muamele edlerek ve numuneler %2
agaroz jel üzernde ayrılacaktır. Her numunedek düzenleme yüzdes, ImageJ yazılımı kullanılarak
hesaplanacaktır. Saflaştırılmış PCR ürünler, Sanger sekanslama tarafından dzlenecektr. [4]

Lusferaz plazmd transfeksyonu ve tespt

Br haberc gene kaynaşmış br hedef genn fadesndek
değşklkler zlemek çn; lusferaz aktvtesndek azalmalar
ncelenecektr. Frefly Lucferase (Fluc) ve Renlla Lucferase
(hRluc) çeren br çft lusferaz vektörü (psCHECK™-2) hRluc
gennn 3' UTR'sndek çoklu klonlama bölgesndek XhoI–NotI
kısıtlama steler arasında, hsa-mR-4535 mkroRNA çn
tamamen tamamlayıcı br hedef bölgey klonlamak çn
kullanılacaktır. Karakterze edlen klonal hücreler, 0.2 uL/kuyu
transfeksyon reaktf kullanılarak 100 ng/kuyu raportör plazmt
le transfekte edlecektr. Dual-Glo™ Lucferase Test Sstem
kullanılarak transfeksyondan 72 saat sonra Frefly ve Renlla
lusferaz ekspresyonu ve Renlla Lucferase/Frefly Lucferase'a
normalze edlmş ekspresyon sevyeler ölçülecektr.
Normalleştrlmş Renlla Lucferase fades daha sonra negatf
kontrollernkyle karşılaştırılacaktır. [4]

İstatstksel analz

İstatstksel analzler, SPSS statstksel yazılımı kullanılarak yapılacaktır. Çoklu grupların
ortalamaları arasındak farklar, varyans analz le değerlendrlecektr. Verler, ayrı tek yönlü
ANOVA le analz edlecektr. Breysel araçlar arasındak farklar, Tukey veya Dunnett testler le
belrlenecek ve ncel verler, üç veya daha fazla kopyaya karşılık gelen ortalama ± SD olarak
sunulacaktır. Sonuçlardan P<0.05 olan değerler anlamlı kabul edlecektr.

YENİLİKÇİ YÖNÜ

Kanser tedavlernde yaygın olarak cerrah, radyoterap ve kemoterap yöntemler kullanılmaktadır.
Daha az sıklıkla hormon tedavler, byolojk tedav yöntemler ve hedefe yönelk tedavler kullanılır. Bu
tedav yöntemler tek başına veya brlkte uygulanablmektedr. Son zamanlarda radyoterap ve
kemoteraplern seçc olmayışı ve cdd yan tesrlere sebep olmasından ötürü blm nsanları hedefe
yönelk tedavlere yönelmeye başlamışlardır. Klofarabn gb nüklezt analogları, lesaturtnb gb FLT3
nhbtörler ve brentksümab, vedotn gb monoklanal antkorlar hedef hücreye etkl olan kemoterap
ajanlarından bazılarıdır. Fakat bu gelşmeler ble kanser tedavsnde yeterl terapötk etky
sağlayamamıştır. Bu durum blm nsanlarının daha etkl ve spesfk olan gen terapler üzernde
çalışmalarına yol açmıştır. Son zamanlarda bu konuda CRISPR/Cas9 sstem öne çıkmaktadır.
Malgn melanom üzernde öncek yapılan çalışmalar ncelendğnde, ekspresyonu artan mcroRNA-4535
n susturulması çn kullanılan ekzostotk RAB27a ales yeternce spesfk etk göstermemştr. Spesfk
etkl Antagomr se malyet açısından dezavantajlıdır. Bu projede kullanılması planlanan CRISPR gen
terap sstem bütününde özgüllük, spesfklk ve malyet açısından çok daha avantajlıdır.

Tüm bu çalışmalar sonucunda CRISPR sstemnn malgn melanom hücreler üzernde beklenen etkler
sağlaması durumunda ler çalışmalar le proflaks amacıyla da kullanılablecektr.

HEDEF KİTLE

Projenn hedef ktles Malgn melanom teşhs konmuş hastalar ya da rsk altındak nsanlardır. Bu
proje le malgn melanom hastalarında nvazyon ve metastaz gelşmeden tam kür sağlanablme olanağı
artırılacaktır. Rsk altındak nsanlarda proflaktk etk sağlanablecektr.
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Ayrıntılı blg ve kaynak ‘Proje Detay Raporu’nda yer almaktadır.

M14 malgn melanom hücre hattı Amerkan Tp Kültür
Koleksyonundan (ATCC, Manassas, VA, USA) temn edlecek
ve % 10’luk Fetal Sığır Serumu (FBS) (Sgma-Aldrch Co., St
Lous, MO, USA), % 1’lk pensln/streptomsn (Sgma
Aldrch Co., St Lous, MO, USA) ve % 1’lk L-glutamn çeren
DMEM'de (Thermo Fsher Scentfc, Altrncham, UK) kültüre
edlecektr. Uygun koşullar sağlanarak nkübatörde (37 °C ve %
5 CO2 le nemlendrlmş atmosfer ortamı) bekletlecektr.
Hücreler %80-90 yoğunluğa ulaşınca üç defa pasajlama
yapıldıktan sonra hücreler 96’lı plate her kuyucuktak hücre
yoğunluğu 1x104 hücre olacak şeklde ekm yapılacaktır. 

Hücre Kültürü

Şekl 2:

Şekl 3:

Şekl 4

Şekl 5

Şekl 7

Kümelenmş Düzenl Aralıklı Kısa
Palndromk Tekrarlar Kümes anlamına
gelen CRISPR, DNA’yı keseblen bakteryel
bağışıklık sstemnn br bleşendr. CRISPR
özelleştrleblr br kılavuz tarafından
yönlendrlen ve hedef DNA dzsn çft
taraflı keseblen moleküler br makas görev
görmektedr. [2]
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