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OZET

Mitokondriyal miRNA’larin (mitomiR) Meme Kanseri Hiicre Hatlarinda
Arastiriimasi

Pervin Elvan TOKGUN
Doktora Tezi, Tibbi Biyoloji AD
Tez Yoneticisi: Do¢.Dr.A.Gaye TOMATIR
Mayis 2018, 86 Sayfa

Kadinlarda en sik goérilen meme kanseri %5 genetik yatkinlikla iligkilidir ve
otozomal dominant kalitimhdir. Mitokondri; metabolizma, hicre 6limi ve inflamasyon
gibi 6nemli hicresel olaylarda rol almaktadir. Bu hiicresel olaylarin basamaklarinda,
kicuk RNA’larin (sRNA), 6zellikle miRNA’larin énemli rol oynadiklari mRNA ve protein
seviyelerini kontrol ettikleri bilinmektedir. Son yillarda yapilan c¢alismalar olgun
miRNA’larin yani sira pre-miRNA’larin da mitokondride yer aldiklarini ve proteinlerin
bdlgeye 6zgl reglilasyonlarini belirlemede mitokondrinin dnemini vurgulamaktadir. Bu
calismada meme kanseri hilicre hatlarinda, mitokondriyal miRNA’larin muhtemel
rollerinin belirlenmesi amaclandi.Arastirmada, MCF-10A, MCF-7 ve MDA-MB-231
meme kanseri hicre hatlarindan ‘Magnetic Activated Cell Sorting (MACS)’ yontemi ile
mitokondriyal fraksiyonlar hazirlandi. Bu fraksiyonlar RNAse A ile yikanarak sitozolik
kontaminasyonun uzaklastiriimasi saglandi. Mitokondriyal DNA tarafindan kodlanan
genlerin  ekspresyonlarinin  degerlendirildigi mtRNA  6rneklerinde ekspresyon
degisimleri gRT-PCR ve yeni nesil dizileme yodntemleri ile teyit edildi. Kigik RNA
dizileme analizi sonucu belirledigimiz miRNA’larin fonksiyonlarini analiz etmek
amaciyla web tabanli DIANA biyoinformatik analiz programi kullanildi ve anlamh
bulunan miRNA’larin hangi biyolojik slire¢, molekiiler islev ve biyokimyasal yolakta yer
aldigini belirlemek igin Gen Ontoloji (GO) ve Kyoto Encyclopedia of Genes and
Genomes (KEGG) yolak analizleri Fischer's exact testi metoduyla degerlendirildi.
Mitokondriyal genom tarafindan kodlanan miRNA’larin mitokondriyal genomdaki
pozisyonlari SerialCloner 2-6-1 programi kullanilarak belirlendi. Arastirmada,
mitokondri ile iligkili en sik belirlenen miRNA hsa-miR-6087-5p, hsa-miR-3960-3p, hsa-
miR-7641-5p, hsa-miR-3648-3p, hsa-miR-4488-5p, hsa-miR-4485-5p, hsa-miR-4449-
3p, hsa-miR-4484, let-7 ailesi Uyeleri (let-7a,b,c,d,e,f,g,i), hsa-miR-1290-3p, hsa-miR-
423-5p olmakla birlikte miR-221-3p, miR-92a-3p, hsa-miR-1246-5p, hsa-miR-1275-5p,
hsa-miR-663a-5p, miR-25-3p, miR-23a-3p, hsa-miR-423-5p, hsa-miR-320a-3p’'da
mitokondri ile iligkili bulundu. Analiz sonucuna gore; hsa-miR-4461, hsa-miR-4484 ve
hsa-miR-4485’nin mitokondriyal genom tarafindan sirasiyla ND4L, L-ORF ve 16S
rRNA genleri ile homoloji gdsteren ve mitokondriyal genomdaki pozisyonlarinin
(10689-10711) , (5747-5763) ve (2539-2554) oldugu belirlendi.

Tanimli miRNA’larin yanisira ilk kez mitokondriyal gen bélgeleri ile homoloji
goOsteren novel miRNA dizileri de saptandi. Mitokondride lokalize olan veya iligkili olan
miRNA’larin insan saghgi ve hastaliklar Gzerine etkilerinin ve biyolojik dnemlerinin
aydinlatilabilmesi icin daha fazla arastirmaya ihtiyag vardir.

Anahtar Kelimeler: Meme kanseri, Mitokondri, MACS, mitomiR, novel miRNA

Bu ¢aligma, PAU Bilimsel Arastirma Projeleri Koordinasyon (Proje No:
2014SBEO011) tarafindan desteklenmistir.



ABSTRACT

Searching for Mitochondrial miRNA'’s in Breast Cancer Cell Lines
Tokgun, Pervin Elvan
PhD.Thesis in Medical Biology
Supervisor: Assoc.Prof.Dr. A.Gaye ROMATIR (PhD.)
Mayis 2018, 86 Pages

Breast cancer which is the most common cancer type among women have an
autosomal dominant inheritance pattern, as well as 5% of them are being associated
with genetic predisposition. The cellular processes are controlled at mRNA and
proteins levels in mitochondria, where small RNAs (sRNAs) especially miRNAs play
critical roles. The recent studies have led the understanding that mitochondria are one
of the destinations of pre-miRNAs besides mature miRNAs. The newly destination of
miRNAs suggest the role of mitochondria in following-up site specific regulations of
proteins as well as the function of mitochondria. In this study we aimed to identify
possible roles of mitochondrial miRNAs in breast cancer cell lines. Therefore,
mitochondrial fractions were prepared from MCF-10A, MCF-7 and MDA-MB-231 cells
by using ‘Magnetic Activated Cell Sorting (MACS) methodology. Fractions were
treated with RNase A in order to remove cytosolic contaminants. In mtRNA samples
expression changes were evaluated both gqRT-PCR and next generation sequencing.
As a result of small RNA sequencing, in order to identify the functions of miRNAs, a
web based tool was used. Gene ontology and Kyoto Encyclopedia of Genes and
Genomes (KEGG) pathway analysis were evalutated by Fisher’'s exact test method.
Genomic positions of mitochondrial encoded miRNAs were detected by using
SerialCloner 2-6-1 programme. hsa-miR-6087-5p, hsa-miR-3960-3p, hsa-miR-7641-5p,
hsa-miR-3648-3p, hsa-miR-4488-5p, hsa-miR-4485-5p, hsa-miR-4449-3p, hsa-miR-
4484, let-7 family members, hsa-miR-1290-3p and hsa-miR-423-5p was found to be
most relevant with mitochondria as well as miR-221-3p, miR-92a-3p, hsa-miR-1246-5p,
hsa-miR-1275-5p, hsa-miR-663a-5p, miR-25-3p, miR-23a-3p, hsa-miR-423-5p, hsa-
miR-320a-3p. hsa-miR-4461, hsa-miR-4484 and hsa-miR-4485 aligned to
mitochondrial genome at positions (10689-10711), (5747-5763) and (2539-2554)
corresponding to ND4L, L-ORF and 16S rRNA genes respectively.

In this study besides known miRNAs, novel miRNAs which are shown to have
homology with mitochondrial genes were also identified. Further studies are required
for enlighting the biological importance and effects on human heealth of mitochondria-
localized or related miRNAs.

Keywords: breast cancer, mitochondria, MACS, mitomiR, novel miRNA

This study was supported by Pamukkale University Scientific Research Projects
Coordination Unit through project numbers 2014SBE011
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1.GIiRIS:

Meme kanseri kadinlarda kanser nedenli olimler arasinda ilk sirada yer
almaktadir. Erkeklerde gorilme sikhi§i kadinlara oranla oldukga dustktir. Heterojen ve
kompleks bir genetik degisim saptanmasi meme kanseri etiyolojisi ile iligkilidir. Diger
pekcok kanser tiriinde oldugu gibi meme kanseri de ilk olarak tek bir hiicreden
orijinlenerek farkli karakterdeki farkli klonlarin gelisimi nedeniyle malignant hale
donusmektedir. Meme  kanseri hicre genomundaki somatik  degisimler
amplifikasyonlar, delesyonlar ve gen mutasyonlaridir. Meme tlimodrlerinde bilinen
onkogenleri iceren pekgok kromozom bdlgesi amplifiye olmustur. Amplifiye oldugu
bilinen onkogenler; avian myelocytomatosis viral oncogene Homolog (MYC), erbB-2
reseptor protein tirozin kinaz 2 (ERBB2) ve Siklin D1 (CCND1) genleridir. TUumor
protein p53 (TP53) ve kaderin 1 (CDH1) timdr baskilayici genlerinde mutasyon
saptanmis olup ayrica 1, 3p, 6q, 7q, 8p, 9p, 10q, 11, 13q, 16q, 17, 18q, 22q ve X
kromozomlarinda heterozigozite kaybi (Loss of heterozygosity=LOH) belirlenmistir.
Heterozigozite kayiplari timér baskilayici genlerin inaktivasyonu ile iligkili
olabilmektedir (Kreipe vd, 1993; Kallioniemi vd, 1994; Muleris vd, 1994).

Mitokondri, hilicre c¢ogalmasi ve sagkalimini da kapsayan pekcok anahtar
metabolik sirecin butinlestiriimesi icin kritik bir organeldir. Hiicreler enerji ¢gevrimi ve
oksidatif fosforilasyon (OXPHOS) aracili adenozin trifosfat (ATP) dretimi, yag asidi ve
aminoasit metabolizasi, hiicresel redoks durumunun kontrold, biylime ve sagkalim igin
mitokondriyal metabolik yolaklara gereksinim duyarlar (Raimundo vd, 2012; Richter-
Dennerlein vd, 2015). Mitokondri endosimbiyoz araciligiyla bakteriyel atadan
orijinlenmistir ve sirkiler genoma sahiptir. Kendi olusumu ve fonksiyonu igin ise buyuk
Olclide niklear deoksiribonikleik asit (DNA)ya bagimhdir. Mitokondriyal proteomun
%99’u niklear genom tarafindan kodlanir ve prekirsor proteinler olarak sitoplazmada
sentezlenerek mitokondriye tasinir (Schmidt vd, 2010). Bu sebeple mitokondri,
fonksiyonel oksidatif fosforilasyon sistemi kurmak ve esansiyel metabolitleri olusturmak
icin hem mitokondri hem de niuklear genom tarafindan kodlanan proteinlere gereksinim

duyar.



Kodlamayan genomun blylk kismi yani total genomun %98’inden fazlasi,
ribozomal RNA (rRNA), transfer RNA (tRNA), kiclk ndklear RNA (snRNA), kuguk
nukleolar RNA (snoRNA), mikroRNA (miRNA) ve uzun kodlamayan RNA (IncRNA) gibi
kodlamayan RNA (ncRNA) tirlerinden transkribe olmaktadir (Carninci vd, 2005). Son
yayimlanan GENCODE slrim v25’e gore insan genomunun 4000’den fazla miRNA
icerdigi gosterilmistir. Gin gectikce miRNA’larin mitokondriyal fonksiyonlar Uzerinde
rolleri oldugu destekleyen calismalar ortaya c¢ikmaktadir. Bu c¢alismalar pekgok
kodlamayan RNA sinifinin  mitokondri biyolojisini direkt ya da indirekt yolla
etkileyebilecegi lizerinde durmaktadir. Ayrica, mitokondri ya da nukleus gibi subseliler
bélimlerin miRNA’larla oldukga iligkili olduklari olduk¢a aciktir; fakat mitokondride
lokalize olan miRNA’larin mitokondriyal genomdan mi yoksa sadece niklear genom
tarafindan mi kodlanip daha sonra mitokondriye aktarildidi agiklik kazanmamistir.
Nuklear ya da mitokondriyal yerlesimlerine istinaden mitomiR’lerin biyolojik ve
patofizyolojik gereksinimleri tam olarak anlasiimis degildir. Son yillarda yapilan
calismalara dayanarak mitokondride lokalize miRNA’larin mitokondriyal genomun post-
transkripsiyonel dizenleyicilerinin énemli bir sinifi olarak is gordigid 6ngorilebilir.
Mitokondriyal DNA’'nin mitomiR’ler igin bir hedef, bir kaynak ya da her ikisi de
olabilece@i tam olarak bilinememektedir. Bununla birlikte, mitokondrinin hem miRNA
kaynagli hem de niiklear kodlanan ve mitokondride lokalize miRNA’lar igin bir hedef
olduguna yonelik gelismeler mevcuttur. 22 nt uzunlugundaki kanonikal miRNA’larin
aksine mitomiR’lerin 17 ile 27 nt arasinda olagandisi bir biyuklikleri oldugu ve onlari
diger sitozolik miRNA’lardan ayri kilan farkli termodinamik &zelliklere (minimum

katlanma enerjisi) sahip olduklari dustunulmektedir (Bandiera vd, 2011).

1.1. Amag

Kodlamayan RNA’larin, dzellikle miRNA'larin, genlerin ekspresyonunda dnemli
regulatérler olarak rol aldiginin cesitli kanser tirlerinde yapilan c¢alismalar ile
gosterilmesinin ardindan (Chen vd, 2012; Celik, 2013; Duarte vd, 2015), son 2-3 yilda
miRNA’larin disinda diger kodlamayan RNA siniflarinin da kanser ve benzeri
hastaliklarin gelisiminde rolleri arasgtirlmaya baglanmistir. Bu c¢alismada, kanserin
olusum sebeplerinden birinin mitokondrideki defektler oldugunu g6z o6nine alarak;
mitokondride farkl ekspresyona sahip mitomiR’leri meme kanseri hiicre hatlarinda

tanimlamayi ve hedef genlerini belirlemeyi amacladik.



2. KURAMSAL BILGILER VE LITERATUR TARAMASI

2.1. Meme Kanseri

Meme kanseri kadinlar arasinda en sik gorilen kanser tipidir. Akciger
kanserinden sonra diinya da gértlme sikhdi en ylksek olan kanser tirtdir. Erkeklerde

kadinlara oranla gorilme sikh@r 1/100°dur.

2.1.1. Epidemiyoloji

Dunya capinda 184 llkenin 140 tanesinde meme kanserinin kadinlar arasinda
en yaygin kanser 6lim nedeni oldugu belirlenmistir ve glnimuzde diger kanserlerle
kiyaslandiginda her dért kadindan birine tani konmasi sebebiyle kadinlar arasinda en
sik tedavi edilebilen kanser turd olmustur (Web1). Gelismis Ulkelerde tum olumlerin
%15.4’Un0 olusturmasi sebebiyle akcier kanserinden sonra gelen en 6énemli kanser
tiridur. Gelismekte olan llkelerde ise tim o6limlerin %14.3’GnG  olusturmaktadir
(Elgailli vd, 2010; Ly vd, 2011; American Cancer Society, 2011).

Ulkemizdeki son resmi rakamlara gére bir yil igerisinde 96.200 erkek ve 67.200
kadina kanser teshisi koyuldugu tahmin edilmektedir. Son 5 yilin verileri kanser
sikliginda herhangi bir artis ya da azalmanin olmadi§ini gdstermektedir. Ulkemizde 1
yil icinde yaklagik 17.000 kadina meme kanseri teshisi koyulmustur Kansere dayall
olimler incelendiginde 2015 yil icerisinde meme kanserinden hayatini kaybeden kadin

sayisinin 3.853 oldugu belirlenmistir (web2) (turkiye kanser istatistikleri, 2014).



2.1.2. Etiyoloji

Meme kanserinin etiyolojisi tam olarak anlasilamamakla birlikte genetik
faktorler, hormonlar, cevresel faktorler, vb. nin meme kanseri gelisiminde rol aldigi

bilinmektedir.

2.1.2.1. Cevresel Faktorler

iyonize radyasyona maruziyet, medikal tani ya da terapétik proseddrlerin meme
kanseri gelisimi riskini arttirdigi gdsterilmistir (International agency for research on
cancer, 2000).

Atom bombasindan sag kalan kisilerde yapilan bir calismada radyasyona maruz
kalan kisilerde meme kanseri riskinin arttigi goésterilmistir. Meme kanseri riskinin
radyasyona maruziyetten yaklasik 8 yil sonra ortaya ciktigi ve 35 yildan fazla bir
surede artmaya devam ettigi ve ¢ok disik dozlara maruziyetin dahi artmis kanser
riskine sebep oldugu gosterilmistir (Preston vd, 2002; Travis vd, 2003; Moskowitz vd,
2014; Schaapvelt vd, 2015).

2.1.2.2. Sigara

Yapilan pek ¢ok calismada, Ozellikle ilk gebelikten énce uzun sireli sigara
kullanan tiryaki kadinlar arasinda sigara kullaniminin meme kanseri riskini oldukga
arttirdigr  gosterilmistir.  Amerika Kanser Toplulugu arastirmacilari  yaptiklari
arastirmalarda ilk gebeliginden dnce sigaraya baslayan kadinlarda icmeyenlere kiyasla
%21 oraninda artmis risk tespit etmislerdir. Dolayl sigara kullaniminin menapoz éncesi
meme kanseri riskini arttirabilecegi de ileri sirtlmuastir (Gaudet vd, 2013; Dossus vd,
2014; Macacu vd, 2015; White vd, 2017).

2.1.2.3. Alkol

Yapilan pek ¢ok calismada her giin ginde bir bardak alkol tiiketen kadinlarda
meme kanseri riskinin yaklasik %7-%10 oraninda arttigi goésterilmistir. Ginde 2-3
bardak alkol tiketiminin ise bu riski %20 oraninda arttirdig1 gézlenmistir (Liu vd, 2015;
Jayasekara vd, 2016). Alkol &strojen ve androjen seviyelerinde artisa neden olarak
meme kanseri riskini arttirmaktadir (Singletary ve Gapstur, 2001). Bunun yanisira,
alkol kullaniminin blyuk olciide HR+ meme kanserleri igin artmis risk ile iligkili oldugu

saptanmistir (Jung vd, 2016).



2.1.2.4. Beslenme

Bu zamana kadar pek c¢ok calismada besin tiketimi (yag, soya, et, meyve,
sebze lifli besinler vb) ve meme kanseri arasindaki iligki arastirimistir. ik yillardaki
calismalar yag alimi Uzerinde dursalar da son zamanlarda yapilan meta analiz
calismasi sonucuna gore aralarinda higbir iliski saptanamamistir (Cao vd, 2016). Yine
bir meta-analiz arastirmasinda Asya popllasyonunda, Bati toplumu ile kiyaslandiginda
soya alimi ile meme kanseri riski arasinda ters bir iliski saptayarak bunun sebebini de
Asyali kadinlarin Batillara goére muhtemelen daha erken yasta soya Urinlerini
tiketmeye baslamis olmalarina baglamiglardir (Chen vd, 2014).

Son zamanlarda vyapilan c¢alismalarda ylksek miktarda sebze/meyve
tiketiminin meme kanseri riskini azaltabilecegi Uzerinde durulmustur (Jung vd, 2013;
Farvid vd, 2016; Emaus vd, 2016). Bu bulgular disik meme kanseri riski ile kanda
yuksek miktarda karetenoid saptanmasi arasindaki iligkinin gdsteriimesiyle
desteklenmistir (Eliassen vd, 2015; Wang, 2015; Bakker vd, 2016).

2.1.2.5. Obezite

Menapoz sonrasi meme kanseri riski kilolu kadinlarda yaklagik 1.5 kat, obez
kadinlarda ise 2 kat daha fazladir. Bu da postmenapozal kadinlarda yag dokusunun
Ostrojenin  buylk kaynadi olmasindan dolaylr Ostrojen seviyesinin daha ylksek
olmasinin yanisira yuksek insilin seviyesinin de goéruldigu diger mekanizmalarla da
iliskilendiriimektedir (La Vecchia vd, 2011; Gunter vd, 2015; Picon vd, 2017).

Kilo aliminin ayni zamanda menapoz sonrasi meme kanseri riskini arttirdigi
yapilan bir meta analiz arastirmasiyla gosterilmistir. Bu arastirmaya goére erigkin
dénemde alinan her 5 kilo %11 oraninda meme kanseri riskini arttirmaktadir (Keum vd,
2015). Bununla birlikte bazi arastirmalar kilo kaybinin azalmis risk ile iligkili oldugunu
goOsteren calismalar bulunmakla birlikte tutarli sonuglar elde edilememistir (Eliassen vd,
2006; Teras vd, 2011; Emaus vd, 2014).

2.1.2.6. Menapoz sonrasi hormonlar

Hormon terapisi ya da horman replasman terapisinde dstrojen ve progestin ile
kombine olarak kullanilan hormonlar meme kanseri riskini arttirmaktadir (Chlebowski
vd, 2013; Manson vd, 2013). Ostrojen ve progestin terapisi ile iligkilendirilen artmig

riskin ¢ogunlukla mamografik yogunluktaki artisa bagh olabilecedi dusunilmektedir



(Boyd vd, 2007). Ayrica menapoz déneminde bu hormonlari kullanan kadinlarda risk
daha da fazladir (Beral vd, 2011; Chlebowski vd, 2013).

2.1.2.7. Aile Gegmisi

Birinci derece akrabalarinda meme kanseri 6ykisl olan kadin ve erkekler bu
hastalik icin artmis risk tasimaktadirlar. Aile o6ykisi olmayan bireylerle
karsilastirildiginda ailede etkilenmis bir birey bulunmasi halinde yaklasik risk 2 kat,
birden fazla birey bulunmasi halinde ise 3-4 kat olarak gorilmektedir. Ailedeki
etkilenmis bires erken yasta tani almig ise ya da kanser her iki memede tani almig ise
risk daha da artmaktadir (Collaborative Group on Hormonal Factors in Breast Cancer,
2001)

Ailede yumurtalik kanseri gegmisinin olmasi da kadin ve erkekler de artmig

meme kanseri riski ile iligkilendirilmektedir.

2.1.2.8. Genetik Yatkinhk

Kanser, mutasyonlar ve gen ekspresyonlarindaki degdisimlerle meydana gelen
malignant transformasyon olarak adlandirilan kontrolsiz hiicre buiylimesi ile
sonuglanan bir slrectir (Bertram, 2000). Meme kanseri karsinogenezinde pek ¢ok
duslk penetransli genin iligkisi oldugu ve meme kanseri gelisiminde kimulatif olarak
nitelendirilebilen riskin g6z 6niinde bulundurulmasi gerekmektedir. Meme kanserinin
%5’i genetik yatkinlikla iligkilidir ve otozomal dominant olarak kalitiimaktadir. Meme
kanseri 1 (BRCA1) ve Meme kanseri 2 (BRCAZ2) genlerindeki mutasyonlar oldukga
yuksek oranda meme/over kanser riski ile iligkilidir. Bu mutasyonlari tasiyan kadinlarin
%65-%85’i invaziv meme kanseri, %15-%65'i invaziv over kanseri gelisimi igin yasam
boyu risk tasimaktadir (Chattarjee vd, 2006; Plak vd, 2009). BRCA1 ve BRCA2
disindaki meme kanserine yatkinlik ile iligkili diger genler TP53, p53 tamir yolagindaki
genler, Fosfataz ve Tensin homolog (PTEN) geni ve kontrol noktasi kinaz 2
(Checkpoint Kinase 2=CHEK2) genidir. Meme kanseri olan hastalarda mutasyona
ugramis diger genler ATM serin/tirozin kinaz (ATM), ERCC Excision Repair 2 (XPD) ve
insan epidermal biiyime faktdr reseptér 2 (HER-2) genleridir (Aral ve Ozer, 2007;
Modica-Napolitano vd, 2007).



2.2. Meme Kanseri Evrelendirmesi

invazivn. meme kanseri prognozu hastaligin evrelerinden  oldukga
etkilenmektedir. Kanser i¢in 2 ana evreleme sistemi vardir. Timdrlerin siniflandirmasi
icin timor boyutu ve yayilimina (T), yakindaki lenf noddllerine yayilimina (N) ve uzak
metastaz varligina/yokluguna (M) dayali bilgiler kullaniir (Edge, 2010). T, N, M
kriterlerinin belirlenmesinin ardindan 0, 1, 2, 3, 4 evreleri belirlenir. Evre 0 in situ (kbken
aldiklari meme kanallari ve bezlerine penetre olmamis anormal hicreler) olarak
nitelendirilirken, Evre 1 invaziv kanserin erken evresi, Evre 4 ise son evre olarak
tanimlanir. Klinikte en yaygin kullanilan sistem ise TNM sistemidir (Giuliano vd, 2017)

(Tablo 1).

Tablo 1 Meme Kanseri Evrelendirmesi (Edge, 2010)

Evre Primer TUmor Nodiil Metastaz
1A <20mm Yok Yok
Mikrometastaz

1B <20mm (>0.2mm < 2mm) Yok

A <20mm N1 Yok
>20mm <50mm Yok Yok

1B >20mm <50mm N1 Yok
>50mm Yok

A <50mm N2 Yok
>50mm N1 veya N2

B GO6gus duvari ya da cilde yayilim  NO-N2 Yok

lHc Herhangi biyiklikte N3 Yok

v Herhangi blyiklikte herhangi tutulum belirgin

2.3. Meme Kanseri Tipleri

2.3.1. In situ

In situ meme kanserin 2 ana tipi bulunmaktadir: Duktal karsinoma in situ (DCIS)
ve lobuler karsinoma in situ (LCIS). DCIS, in situ vakalarin %83’UnU olusturmakla
birlikte, anormal hilicrelerin meme kanallarini sinirlandiran normal epitel hiicreler ile yer
degistirdigi durumu goésterir. LCIS ise in situ vakalarin %13’Gnl olusturmakla birlikte,

memenin bazi loblllerinin ¢gevresinde ¢ogalan anormal hiicreler olarak adlandirilir.



2.3.2. invaziv

Meme kanserlerinin %80’i invazivdir. Koken aldiklari meme bezlerinin ya da
kanallarinin duvarlarini yikarak ¢gevreleyen meme dokusunda ¢ogalirlar. Meme kanseri
tek bir hastalik olarak goériilse de yaklasik 21 tane histolojik alttipi ve en az 4 farkl
molekdler alt tipi bulunmaktadir (Tamimi vd, 2012; Dieci vd, 2014). Gen ekspresyonu
profilendirme teknikleri meme kanserinin molekller alt tiplerinin daha iyi
anlasilabilmesine olanak saglamistir. Bu molekuler alt tipler hormon reseptorleri
(HR+/HR-) varligi/yokluguna, HER2 seviyesine ve/veya HER2 geninin ekstra kopyasini
iceren biyolojik belirteclerin rutin olarak degerlendiriimesiyle tanimlanmistir (Cheang,
2015). Meme kanserinin molekidiler alt tipleri ve dagilimlari asagidaki sekildedir.

v" Luminal A (HR+/HER2-): %71 oraninda gézlenmektedir. Bu kanserler yavas
cogalirlar ve diger alt tiplere gére daha az agresiftir. Anti-hormon tedavilere
daha ¢ok cevap verirler (Blows vd, 2010; Haque vd, 2012).

v" Luminal B (HR+/HER2+): %12 oraninda g6zlenmektedir. Luminal A kanserler
gibi Luminal B kanserler de ER+ ve/veya PR+'dir. Ki67 ya da HER2 belirtegleri
yuksek pozitiftir. Luminal B kanserler ileri evredirler ve Luminal A kanserlere
kiyasla dusuk sagkalim goésterirler (Haque vd, 2012).

v Uglii Negatif (HR-/HER2-): %12 oraninda goézlenmektedir. Ostrojen reseptér,
progesteron reseptér ve HER2- olduklari i¢cin bu kanserler siyahi kadinlarda
beyaz kadinlara gére 2 kat daha yaygindir. Ayni zamanda menapoza girmemis
ve BRCA1 gen mutasyonu tasiyan kadinlarda daha yaygin goérilmektedir
(Perou ve Borresen-Dale, 2011). Uglii negatif meme kanserlerinin yaklasik
%75’i basal-benzeri alt tiptir. Bu kanserler diger alt tiplere kiyasla daha kétu,
kisa sureli prognoza sahip olmakla birlikte bu timérler icin hedef tedaviler su
anda mevcut degildir (Bianchini vd, 2016).

v HER2-zenginlestiriimis (HR-/HER2+): %5 oraninda go&zlenmektedir. Bu
kanserler diger alt tiplere gére daha agresif yayilim gésterirler ve HR+ meme

kanserlerine kiyasla koétu, kisa sureli prognoza sahiptir (Haque vd, 2012).

2.4. Meme Kanserlerinde Tedavi Hedefleri

Son yillarda meme kanseri ile iligkili Gnemli yolaklarin ve molekuler olaylarin
belirlenmesi ile ilgili ciddi ilerlemeler kaydedilmeye baslanmistir. Boylelikle yeni

hedeflerin ve anti-kanser tedavilerin tanimlanmasina 1sik tutulmaya baslanmigtir.



Tedavi hedefleri hiicre ¢ogalmasi, sagkalimi, migrasyon, invazyon, apoptoz, hiicre
dongist dizenlemesi ve anjiogenez gibi kanser fenotipinden sorumlu anahtar
molekiler olaylarla iliski molekillere ylksek spesifite gdéstermektedir. Meme kanserinin
tedavisinde kullanilan trastuzumab ve lapanitib’in HER2’ye karsi (Ishida vd, 2009;
Schilling vd, 2009; Michalaki vd, 2010) ve bevacizumab’in da vaskuler endotelyal
biylime faktérine (VEGF) karsi (Greil vd, 2009; Miles vd, 2010; Valachis vd, 2010;
Valero vd, 2011) onaylanmis bir ajan oldugu bildiriimistir. Bunlarin disinda epidermal
blylime faktori reseptori (EGFR) (Green vd, 2009; Baselga vd, 2010; Cristofanilli vd,
2010), kombine EGFR ve HER2 inhibitorleri (Blackwell vd, 2010; Scaltriti vd, 2010),
VEGF/VEGFR inhibitorleri ve PI3BK/AKT/mTOR (Chollet vd, 2006; Brinner-Kubath vd,
2010), RAS/MEK/ERK gibi 6nemli sinyal yolaklari ile etkilesen ajanlar (Johnston vd,
2003; Lorusso vd, 2005; Sparano vd, 2009; Moreno-Aspitia vd, 2009; Baselga vd,
2009); Src inhibitérleri (Finn vd, 2009; Cortes vd, 2009; Chen vd, 2010; Hebbard vd,
2011), insulin benzeri buyume faktéru (IGF)/IIGF reseptori (IGFR) inhibitorleri
(Rowinsky vd, 2001; Rowe vd, 2008) gibi tirozin kinazlara karsi ajanlar; Poli ADP Riboz
polimeraz inhibitorleri gibi apoptozu indikleyen ajanlar (Liang ve Tan, 2010); matriks
metalloproteinaz inhibitorleri (Erlichman vd, 2001) gibi invazyon ve metastazi
hedefleyen ajanlari iceren pekg¢ok hedef ajan da klinik 6éncesi ve klinik denemeler

asamasindadir.

2.5. Mitokondri

Mitokondri yaklasik 0.5-1 ym genisliginde ve yaklasik 7 ym uzunlugunda olan
¢ift membranli bir organeldir. Mitokondri dis membrani sitozoli i¢ membrandan
ayirmaktadir ve sitozol ile bir araylz olusturmak ve mitokondrinin hiicredeki hareketi
icin 6nemli olan sitoiskelet elemanlari ile etkilesiminden sorumludur. Bu hareketlilik
hiicre bélinmesi ve farklilagsmasi siirecinde mitokondri dagilimi igin gereklidir. i¢
membran ara mebran boslugunu matriksten ayirmaktadir ve krista adi verilen kivrimlar
yer almaktadir. Krista bu membranin ylzey alaninin artmasini saglamaktadir.
Mitokondriyal matriks pekcok enzimi barindirmakla birlikte ribozom, matriks grandilleri
ve mitokondriyal DNA gibi molekiller ve diger yapilari icermektedir. Mitokondri ATP
Uretiminin yanisira metabolizma, apoptoz, hastalik ve yaslanma gibi pekcok fizyolojik
olayin dizenlenmesinde &6nemli rol oynayan olduk¢ga dinamik bir organeldir.
Mitokondriyal fonksiyon hiicre yasam ve 6lumud icin bir anahtar olmakla birlikte
mitokondriyal metabolizmanin deregllasyonu da pek¢ok hastaligin patogenezi igin

oldukga kritiktir (Kushnareva ve Newmeyer, 2010; Bienervota-Vasku vd, 2013).
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Hucreler sadece kendi canllik fonksiyonlari icin enerjiye gereksinim duymazlar,
programli hiicre 6limu ya da apoptoz araciligiyla élimleri i¢in de enerji gereksinimleri
bulunmaktadir. Bu sebeple, mitokondri oksidatif ATP Uretiminin yanisira serbest yag
asitlerinin beta oksidasyonu, aminoasit metabolizmasi, serbest radikal tlrlerinin Gretimi,
Fe/S kimelerinin olusumu ve tasinimi, demir metabolizmasi gibi baska fonksiyonlarda
goérev almakla birlikte kalsiyum homestazinda da dnemli rol oynamaktadir (Michel vd,
2012). Ayrica oksidatif fosforilasyonun merkezidir. Hicresel enerjinin %95’
mitokondrideki oksidatif fosforilasyon ile saglanir. Bu proses kompleks |-V olmak tzere
5 farkli protein kompleksini icermektedir. ic membrandaki solunum zinciri ya da
elektron transport zinciri (ETZ), koenzim Q ve sitokrom c elektron transfer
komponentleri ile iligkilidir. Matrikste piruvat oksidasyonu, yag asitlerinin beta
oksidasyonu ve trikarboksilik asit siklusu (TCA) yolaklari is gédrmektedir. Sitokrom ¢ de
dahil olmak tzere 91 polipeptid OXPHOS ile direkt olarak iligkilidir. Bu proteinlerden
bazilari niklear bazilari ise mitokondriyal kodlanmaktadir (DiMauro, 2011). mtDNA’nin
sinirl kodlama kapasitesinden dolayi biyolojik fonksiyonlari ve yapisal komponentler
icin nuklear genlere gereksinim duyar. Bunun yanisira, niklear kodlanmis genler
mitokondriyal transkripsiyon, translasyon ve mtDNA replikasyonunu da dizenlerler. Bu
sebeple niklear ve mtDNA’nin is birligi farkli fizyolojik ve hastalik durumlarina cevap
olarak OXPHOS kapasitesinin dizenlenmesi agisindan gereklidir (Zorzano vd, 2010;
Peralta vd, 2012). Oksidatif fosforilasyon prosesi DNA, RNA seviyelerinde ve
fosforilasyon ve asilatasyon gibi translasyon sonrasi modifikasyonlarla kontrol edilir.
Kompleks |-V aracili yetersiz elektron transferi sonucu toksik reaktif oksijen tirleri
(ROS) uretimi gergeklesir ve kismen enerji metabolizmasi kaybi nedeniyle hastaliklara
neden olur. Metabolik-iligkili hastaliklar buna 6rnek olarak verilebilir (Rolo ve Palmeira,
2006; Palmeira vd, 2007; Wu vd, 2010).

Memeli hicreleri 1000'den fazla mitokondri ve yaklasik 10000 kopya
mitokondriyal DNA (mtDNA) icermektedir. Mitokondri genomu 16,6 kb buyudkliginde,
intron icermeyen, sirkller ve ¢ift zincirli bir yapida olmakla birlikte 2 rRNA, 22 tRNA ve
elektron transport sistemi ve kodlamayan RNA’lar i¢in kodlanan 13 polipeptid olmak
Uzere toplamda 37 gen igerir (Sekil 1). Mitokondri genomu sadece 13 protein kodlayan
gene sahip olmasina ragmen vyaklasik 1500 protein icermektedir. mtDNA’nin
replikasyon ve transkripsiyonu D-loop olarak bilinen kii¢lik kodlamayan bélgede baslar.
Replikasyon, transkripsiyon ve translasyon ile iligkili diger tim proteinler nikleer genler
tarafindan kodlanir ve 6zel transport sistemleriyle mitokondriye hedeflenirler (Boore,
1999; Bertram, 2000; Kim vd, 2009; Sripada vd, 2012; Bienervota-Vasku vd, 2013).
Niklear genom tarafindan kodlanan mitokondriyal hedefli proteinler dis membran

translokonlari (TOM)/ ic membran translokonlari (TIM) kompleksleri araciligiyla pekgok
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aksesuar protein yardimiyla tasinirlar. Bu tasinma hem presekans tanima yolagi,
tasiyici protein transport yolagi, redoks tarafindan regtle edilen import yolagi, p-firca
yolagi hem de oksidatif katlanma yolagi tarafindan gergeklesir (Mesecke vd, 2005;
Dudek vd, 2013). mtDNA transkripsiyon ve translasyon ve transkript islenmesi olaylari
mitokondriyal genom ya da niklear genom tarafindan kodlanan kodlamayan RNA'lar
tarafindan reguile edilir (Tomasetti vd, 2014). Mitokondriyal RNA’lar polisitronik
preklrsor transkriptler gibi her iki zincirden transkribe olmakla birlikte tRNA, rRNA ve
mRNA’lar1 iceren kodlayan RNA’lar ile kodlamayan RNA’larin salinimina 6ncuilik
etmek igin siureg¢ gegcirirler (Mercer vd, 2011). Benzer sekilde ilgili mekanizmalar hala

aydinlatilamamis olmasina ragmen RNA tasinimi mitokondriyal fonksiyon igin olduk¢a

onemlidir.
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2.6 Meme Kanserinde Mitokondriyal disfonksiyon

mtDNA’nin ROS Uretim bdlgesine yakin konumlanmasi onu oksidatif hasara
kargi korunmasiz kilmaktadir ve siklikla kanser ile sonug¢lanan artmig mtDNA mutasyon
oranina neden olabilmektedir. Warburg 1930’lu vyillarda kanserin oksidatif
fosforilasyondaki veya mitokondrideki bozukluklardan kaynaklandigini éne surmis ve
normal hicrelerle kanser hiicreleri arasinda glikoliz oraninda belirgin bir fark oldugunu
belirlemistir. Bu bulgular “Warburg etkisi” olarak da bilinmektedir. Warburg hipotezine
goére kanser, malignant gelisim ve tumor gelisimi timor hicrelerinin glikoliz ile eneriji
olusumu tarafindan gergeklestirilir. Normal hlicreler ise enerji gereksinimini piruvatin
oksidatif olarak pargalanmasiyla saglar. Pirlivat glikolizin son triniduir ve mitokondride
oksitlenir. Bu sebeple Warburg’a goére kanser hicresi olusumu mitokondriyal
respirasyonun azalmasi sonucudur (Jemal vd, 2007; Kim vd, 2009). mtDNA ile
kodlanan protein alt birimlerindeki yapisal degdisiklikler paylagilmamis elektron transport
fonksiyonuna neden olmaktadir ve bunun sonucunda ROS dretimi artmaktadir. Artan
ROS Uretimi oksidatif stresi arttirarak mitokondride oksidatif hasar ile sonuclanmaktadir
ve sonug¢ olarak karsinogenezis meydana gelmektedir (Wideroff vd, 2005). Kanser
hicrelerindeki  oksidatif fosforilasyon aktivitesi timdorin derecelendiriimesinde,
prognozun belirlenmesinde ve terapétik stratejilerin planlanmasinda biyomarker olarak
gérev almaktadir. ND6 genindeki mutasyonlarin timdr hiicre metastazini regule
ettiginin bulunmasi ile benzer mutasyonlarin meme kanserinde de ortaya gikabilecegini
ve prognostik marker olarak kullanabilecegini géstermistir (Ishikawa vd, 2008).

Mitokondriyal genom da meme kanserine spesifik mutasyonlar acisindan
incelenmis olup 204, 207 ve 16293. pozisyondaki mtDNA mutasyonlarinin meme
kanseri igin belirte¢ oldugu belirtiimis ve mtDNA D-loop mutasyonlarinin bagimsiz bir
prognostik marker oldugu ileri sirilmuistir (Kim vd, 2009). mtDNA, nukleer DNA’ya
gore yaklasik 6-17 kez daha ylksek mutasyon oranina sahiptir. Bu durum mtDNA
polimeraz etkinliginin disik olmasi ve DNA tamir sisteminin olmamasi nedeniyle
mutasyonlarin kalici olmasindan kaynaklanmaktadir. Kontrol boélgesindeki en yaygin
mutasyon tipi tek baz subsitisyonudur. Transisyon transversiyondan yaklasik 40 kez
daha fazla gorilmektedir. Klglk insersiyonlar ve delesyonlar 302-310 ve 16183-16194
arasindaki iki homopolimerik boélgede yaygin bulunmustur. Uzunluk heteroplazmisi,
homopolimerik bélgedeki tekrarlayan baz sayisindaki degisimle kendini géstermektedir
ve nokta heteroplazmisinden daha yaygin bulunmustur (Imanishi vd, 2011).

mtDNA’daki mutasyonlar tiim kanser tiirlerinde belirlenmistir. Ozellikle D-loop
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bélgesinin  kanserlerde bir hot spot oldugu gdsterilmistir. D-loop mMtDNA’nin
kodlamayan bdlgesi olup replikasyon ve transkripsiyon igin gerekli olan cis-regulator
elementleri bulundurmaktadir. Bu sebeple bu bdlgedeki mtDNA mutasyonlarinin
mitokondriyal genomun gen ekspresyonunu ve kopya sayisini etkileyecebilecegi
dusundlebilir (Sripada vd, 2012). D-loop bélgesindeki somatik mutasyonlar meme
kanseri, gastrik kanser, hepatoseliler karsinoma, over kanseri, kolorektal kanser ve
melanomada belirlenmistir. D-loop bélgesinde bulunan mutasyonlara ek olarak
delesyonlar, nokta mutasyonlari, insersiyonlar ve duplikasyonlar meme, over, troid,
bobrek, karaciger, akciger, kolon, gastrik, beyin, mesane bas ve boyun, prostat
kanserleri ile I16semide bulunmustur (Sripada vd, 2012; Michel vd, 2012). Cesitli malign
ve benign tumorlerde mitokondriyal OXPHOS genlerinin rolinin ve neoplazm
gelistirmedeki rollerinin arastirildigi, 180 hastanin dahil edildigi bir ¢calismada meme
kanserinde malign hicrelerde ND6 ve ND4L bdlgelerinde ilk kez mutasyon saptanmis
olup, mitokondriyal hasarda malign hticrelerin rolli oldugu ve OXPHOS deregtilasyonu

ile sonuglandigi gésterilmistir (Chintha vd, 2013).

2.7. Kodlamayan RNA’lar ve miRNA biyogenezi

Kodlamayan RNA’lar (ncRNA), biyolojik reaksiyonlarin katalizlenmesinden
hlicresel savunmaya, gelisimsel sireglerden hiicresel cevaba kadar pek ¢ok goéreve
sahiptir. Ayrica ncRNA’lar transkripsiyonel ve post-transkripsiyonel gen susturumu ve
kromozomlarin yeniden modellenmesini de dizenlemektedirler. ncRNA’lar i¢in en
yaygin siniflandirma uzunluklarina gére yapilmaktadir. ncRNA’larin biyudk bir kismi
kisa duzenleyici RNA’lardan (miRNA, piRNA, tiRNA) olugsmaktadir ve bu ncRNA'lar
RNA interferans (RNAIi) mekanizmasi ile gen susturumunu saglayan molekillerdir
(Akkaya ve Dinger, 2013).

1000 nukleotid uzunlugundaki primer miRNA (pri-miRNA) mRNA gibi genomik
DNA’dan RNA polimeraz Il tarafindan transkribe olur (Lee vd, 2002). Bununla birlikte
mMiRNA’nin baz alt dizileri de ayrica RNA polimeraz Ill tarafindan islenir (Borchert vd,
2006). pri-miRNA daha sonra Drosha/Pasha kompleksi tarafindan 70 nikleotidlik 5’
fosfat ve 2 nikleotidlik 3’ ucu iceren prekiirsor miRNA’ya (pre-miRNA) dénustaralir
(Denli vd, 2004; Gregory vd, 2004). pre-miRNA’nin 2 nikleotidlik ucu Exportin-5
tarafindan taninir ve Ran-GTP bagimli yol ile sitozole tasinir (Yi vd, 2003; Lund vd,
2004). Sitozolde pre-miRNA vyaklasik 20 niikleotidlik miRNA/mIiRNA" dupleksi
olusturmak igin Dicer tarafindan kesilir. Cift iplikli miRNA Dicer, Argonat (AGO) ve
RNA-baglanma proteinleri olan TRBP ve PACT’dan olusan miRISC kompleksine
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baglanir (Bernstein vd, 2001; Martinez vd, 2002; Kok vd, 2007). miRNA dupleksi tek
iplikli olgun miRNA’y1 (kilavuz dizi) olusturmak icin acilir (Nykanen vd, 2001),
tamamlayici dizisi ise miRISC kompleksi tarafindan degrade olur (Matranga vd, 2005;
Leuschener vd, 2006). miRNA'nin kilavuz dizisi hedef mRNA’nin tamamlayici
bélgesine baglanir. Bu miRNA/mMRNA kompleksi argonat protein ve 182 kDA glisin-
triptofan protein tarafindan taninir (Sekil 2). Bu proteinler miRISC kompleksinde
anahtar faktorler olarak rol alir ve translasyonun baskilanmasi ya da hedef mRNA’nin

degredasyonu asamalarini yonetir (Sripada vd, 2012).
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Sekil 2 insan hiicresinde miRNA regiilasyonu (Borralho vd, 2015)

2.8. Meme Kanseri ve miRNA iliskisi

Meme kanserinde miRNA ekspresyon calismalari hastalik taksonomisi ve
prognostik arag gelistiriimesi agisindan miRNA’larin énemini ve potansiyel kullanim
alanini ortaya koymustur. Hiicre déngusd, proliferasyonu ve timérigenezin miRNA’lar
tarafindan kontrol edildigi gosterilmis ve hicre dongusuni kontrol eden siklinler, siklin
bagimh kinazlar, siklin bagiml kinaz inhibitérleri retinoblastoma gibi proteinlerdeki artis
veya anormal miRNA ekspresyonunun meme kanseri patogenezinde sik sik gézlendigi
bildirilmistir. Ornegin, Siklin E hiicre siklusunu diizenleyen regiilatér bir proteindir ve
meme kanserinde %10 fazla ekspresyon artisi gézlenmektedir. miRNA’lar genlerin
ekspresyonunu reglile ederek kanser hicre metabolizmasini kontrol etmede 6nemli
regulatorler olarak goérev yapmaktadirlar. Hicre metabolizmasinda direkt olarak
anahtar molekllleri (transporter ya da enzimler/kinazlar) hedeflerler ve pekgok

onkogenik sinyal yolaklarini reglle ederler. Ayrica transkripsiyon faktorleri ve p53, c-
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myc, AMPK ve AKT sinyal yolaklarinin onkogen ve timér sipresorlerinin ekspresyon
seviyelerinin duzenlenmesinde &énemli rol oynarlar (Chen vd, 2012). miRNA’lar
hedefledikleri mMRNA’nin molekuler yolaklardaki 6zelligine gére onkogenik veya timor
baskilayici 6zellik kazanabilirler. Cesitli kanser vakalarinda ekspresyonlari artan
miRNA’lar “onkogen miRNA” olarak adlandiriimaktadir. Onkomir olarak da tanimlanan
bu miRNA’lar tim&r baskilayici genleri ya da hicre farklilasmasini kontrol eden genleri
etkileyerek timoér gelisimine neden olabilir. Timoér baskilayici miRNA'lar ise
onkogenleri baskilayarak timér olusumunu engelleyebilir (Chen vd, 2012; Celik vd,
2013). Kanser ile ilgili yapilan gesitli calismalarda meme kanserinde, Burkitt's
lenfomada, malign beyin timdrlerinde, tiroid kanserinde, akciger kanserinde, prostat
kanserinde, mesane kanserinde ve kolon kanserinde miRNA seviyelerinde degisiklikler
oldugu gosterilmigtir (Celik vd, 2013).

miRNA o6karyotik hiicrelerin normal iglevlerinde yer aldigi gibi birgok hastalik ile
de iligkili bulunmustur. Kanser, néroloji, viroloji gibi birgok alanda bu konuyla ilgili
calismalar yapilmakta olup, tedavi stratejileri gelistirimeye c¢alisiimaktadir
(Kigiikhiseyin ve Oztirk, 2013). vd (2004) meme kanseri olan insan ve farelerde
mikrocip kullanarak miRNA ekspresyonunu profillemigler ve meme kanserinde normal
dokuyla karsilastirildiginda miRNA ekspresyon seviyesinde farklilik saptamislardir.
Jiang vd (2005) insanlarda yaygin olarak goérillen ve 5 tanesi meme kanseri (MDA231,
T47D, SKBR3, MDA361 ve MCF-7) olan toplam 32 adet hiicre hattinda 222 miRNA'yi
arastirmislardir. Meme ile prostat hlicre hatlarinin birlikte kimelenme egiliminde
oldugunu belirleyerek farkli dokularda benzer miRNA ekspresyon profilinin oldugunu
goOstermislerdir. Shen vd (2009) ailesel meme kanseri 6ykisiu olan 42 hastanin DNA
ornegdini incelemis ve 17 miRNA geninin timoér dokusunda yiksek veya dusuk
ekspresyon seviyesine sahip oldugunu gostererek bu miRNA’larin BRCA1/2, ATM,

PTEN ve CHEK2 gibi meme kanserindeki dnemli genleri reglle ettigini bildirmislerdir.

2.9. Mitokondriyal miRNA’lar (mitomiR)

Mitokondri kendi genomunu barindiran bir organeldir. mtDNA’nin replikasyonu
ve transkripsiyonu pek c¢ok protein ile mitokondriyal ve niklear genom tarafindan
eksprese edilip, kodlanan / kodlamayan RNA’lar tarafindan reglile edilmektedir.
Mitokondri genomu 13 protein kodlamasina ragmen 1500 kadar proteini
barindirmaktadir. Bu sebeple, bu protein ¢codu sitoplazmada sentezlenip mitokondriye
tasinmaktadirlar. Tam tersi olarak, mitokondride fonksiyon gosteren pekgok
kodlamayan RNA da mtDNA tarafindan kodlanmaktadir (Entelis vd, 2001). Bununla
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birlikte mitokondriye pekgok RNA tirinin giris ¢ikisi oldugu bilinmektedir. tRNAlar,
RNAse MRP, RNAse P ve 5S rRNA gibi mitokondride en ¢ok bulunan RNA’lar niklear
olarak kodlanarak mitokondriye tagsinmaktadirlar (Puranam ve Attardi, 2001; Alfonzo ve
Soll vd, 2009). Mitokondri ayrica miRNA, snRNA, piwi etkilesimli RNA (piRNA), sinyal
tanima partikil RNA (srpRNA) ve snoRNA gibi pekgok kodlamayan RNA'y1 biinyesinde
barindirmaktadir (Mercer vd, 2011; Sripada vd, 2012).

miRNA toplulugu ve komponentleri icin mitokondriyal dis membran bir platform
olarak gorev almaktadir. Ayrica mitokondriyal gen ekspresyonunu reglile etmek lizere
miRNA’lar mitokondriyal matrikse de transloke olabilmektedir. Az sayida miRNA dizisi
mitokondriyal DNA dizisi ile komplementer olusturabilir. pre-miRNA ve olgun miRNA
mitokondri gibi pek ¢ok subselller lokasyonlara gidebilir. pre-miRNA, olgun miRNA ve
RISC kompleksinin ¢ekirdek komponenti olan Ago2/3 mitokondri ile iliskilidir (Walsch
vd, 2006; Debniak vd, 2006; Imanishi vd, 2011). Mitokondriyal miRNA biyogenezi tam
olarak bilinememekle birlikte bununla ilgili birka¢ hipotez bulunmaktadir. Nuklear
genom tarafindan kodlanan miRNA’larin yine niklear genom tarafindan kodlanan
mitokondriyal proteinleri hedefleyerek sitoplazmadaki mRNA’larin translasyonunu
baskiladigi ve spesifik mitokondriyal proteinlerin mitokondriye tasinimini etkiledigi;
niklear genom tarafindan kodlanan ve mitokondriye tasinan miRNA’nin mitokondri
tarafindan kodlanan proteinlerin translasyonunu dizenledigi; mitokondri genomu
tarafindan kodlanan miRNA’nin mitokondri genomu tarafindan kodlanan proteinlerin
translasyonunu dizenledigi olmak Uzere 3 farkli yolla etki ettigi varsayiimaktadir
(Wang, 2015). Bazi pre-miRNA dizilerinin mitokondride islendigi ve mitokondriyal
transkriptler Gzerinde ayni anda aktive olan ya da genomik mRNA ile bir araya
gelebilmek igin  sitozole gbénderilen olgun  miRNA’lari  sentezleyebilecegi
disunulmektedir (Imanishi vd, 2011).

RNA.I igeriklerinin mitokondriye lokalize oldugunun ilk kaniti insan Ago2’nin
mitokondriyal tRNA™" ile etkilestiginin gdsteriimesi ile olmustur (Dudek vd, 2013). Son
zamanlarda Ago2 ve Ago3’lin mitokondriye beraber lokalize oldugunun gdsterilmesiyle
mitokondrinin RNAIi aracili gen susturulumu igin 6zgin bir hlcre i¢i nis potansiyeli
tasidigi distncesi ortaya konmustur (Bian vd, 2010; Bandiera vd, 2011; Sripada vd,
2012). ikinci ipucu ise, fare karaciger mitokondrilerinden kiigiik RNA’larin sistemik
dizilenmesiyle birkag miRNA'nin tesaduf olarak tanimlanmasiyla ortaya c¢ikmistir.
Calismanin yapildigi zamanda bu bulgunun énemini anlamak, beklenmeyen bir bulgu
olmasi ve sitozolik kontaminasyon sonucu ortaya ¢ikma ihtimalinden dolayi oldukg¢a zor
olmustur. Yetigkin rat karacigerinden izole edilen mitokondride 15 adet nuklear
kodlanmis miRNA, fare karaciger mitokondrisinde 20 miRNA, Hela hiicrelerinde

mitokondride 13 miRNA mikroarray yéntemi ile tespit edilmistir (Kren vd, 2009; Bian vd,
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2010; Bandiera vd, 2011). Bu u¢ galismada mitokondriyal érneklerinin safliklari ile ilgili
6nemli bir sorun ortaya c¢ikmasindan dolayr miRNA’larin  mitokondriyal
lokalizasyonunun spesifikligi hakkinda soru isaretleri ortaya ¢ikmistir. Sonraki surecte
yapilan calismalarda RNase A kullanimi gibi farkli deneysel yaklasimlar kullanilarak
daha saf mitokondriyal fraksiyonlar elde edilmesi mitokondriyal miRNA’lar hakkindaki
bilgilerimizin artmasina vesile olmustur (Barrey vd, 2011; Wang vd, 2017) . Barrey vd
(2011) gRT-PCR yo6ntemiyle miRBase'den 742 miRNA taramislar ve 243 miRNA’nin
insan miyotuplerinden izole edilen mitokondriyal RNA o6rneklerinde belirgin sekilde
eksprese oldugunu gostermislerdir. insan miyoblastlarinda in situ hibridizasyon
yontemine dayanarak, bu calisma pre-miRNA’larin mitokondride de lokalize
olabilecegini goésteren ilk ipucu olmustur. Bununla beraber yeni nesil dizileme
yontemleri mitokondrideki kiicik RNA’larin karakterizasyonunu saglamislardir. Mercer
vd (2011) insan mitokondriyal transkriptomunu kapsamli olarak arastirarak membranlar
aras! alanda 3 miRNA'nin, miR-146a, miR-103 ve miR-16, matrikse kiyasla oldukc¢a
yliksek ekspresyona sahip oldugunu goéstermislerdir. Ayrica derin dizileme yontemine
dayanarak Spirada vd (2012) mitokondrinin yizeyindeki kiigik RNA’lar ile daha genis
captaki kiglk kodlamayan RNA’larin arasindaki iligkiyi sorgulamisglardir. Bu zamana
kadar mitokondriyal proteinlerin ¢ogunun niklear kodlandigi ve post-translasyonel
olarak mitokondriye tasindigini gosteren pekgok bulgu nukleus ve mitokondri
arasindaki ilging iliskiye dikkat gcekmistir. Coene vd (2005) insan hiicrelerinde BRCA1
proteinlerinin niklear, sitoplazmik ve mitokondriyal vyerlesimini kanitlamiglardir.
Mitokondriyal BRCA1 proteinlerinin meme kanseri hucrelerinde antiproliferatif bir
etkisinin oldugu dusinulmektedir (Weigl vd, 2013). Son olarak Bandiera vd (2011)
"MitomiR" olarak adlandirilan nukleus ve mitokondride farkli ekspresyon profiline sahip
genis bir grup miRNA'nin varhgini kesfederek mitokondriyal miRNA'larin hem nuklear
hem de mitokondriyal kodlanmis hedeflerinin oldugunu gdstermislerdir. Mitokondride
tespit edilen miRNA’lar hiicre tipine bagli olarak degiskenlik gosterebilirler (Sripada vd
2012; Wang vd, 2017).

mitomiR’ler termodinamik  Ozellikleri ve boyutlari  bakimindan diger
miRNA’lardan farkhlik gostermektedirler ve mitokondriyal fonksiyon ile iligkili,
neredeyse tamami niklear kodlanmis genlerin lokuslarinda eksprese edilmektedirler.
Sitozolde bulunan miRNA’larla karsilastinldiginda mitomiR’lerin niklear kodlanan
mitokondriyal genleri tercihen hedefleyemedikleri goérilmektedir. Fakat c¢ogunun
multiple mtDNA bdlgelerine hedefleri RNA22, RegRNA, miRWalk ya da TargetScan
gibi algoritmalar kullanilarak tahmin edilebilir (Latronico vd, 2012). Biyoinformatige

dayal analizlerden farkh algoritmalari kullanarak mitokondriyal genomun, ND6 hedef
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transkriptleri gibi, cesitli mitomiR’ler tarafindan hedeflenebilecek dizileri tasidigi
belirlenmistir (Barrey vd, 2011; Bandiera vd, 2011).

2.10. Mitokondrideki miRNA’lar ve Meme Kanseri

Mitokondriyal aktivitenin dizenlenmesinde son zamanlarda en heyecan verici
gelismelerden biri, miRNA’larin sadece nuklear genom tarafindan kodlanan
mitokondriyal proteinlerin translasyonunu diizenlemesi degil ayni zamanda organelin
kendi binyesinde tanimlanan miRNA’lardir. mitomiR’lerin hangi mekanizmayla
mitokondriye tasindigi tam olarak bilinmemesine ragmen bazi translokazlarin
mitokondriyal proteinlerin tasinimiyla iligkili olabilecegi dustnitlmektedir. Kanser
hicrelerinde mitokondrinin regilasyonunda miRNA karakterizasyonu yeni yeni ortaya
konmaya calisiimaktadir. miR-23b ve miR-210’un ROS (retimini etkiledigi ve renal,
meme ve kolorektal kanserlerde eksprese oldugu gdésterilmistir (Duarte vd, 2014).
Meme kanseri icin belirlenen tek miRNA miR-200a’dir. miR-200 ailesi miR-200a ve
miR-200b olmak Uzere iki kromozomal bdlgeden transkribe olmaktadir. miR-200a’nin
ekspresyonu mitokondriyal transkripsiyon faktéri (TFAM)nin mRNA’sina dogrudan
baglanarak dizenlemektedir. Normal dokularla karsilastirildiinda meme kanserinde
TFAM seviyesi artarken miR-200a seviyesi azalmis olarak saptanmistir (Yao vd, 2014).
TFAM’In  mtDNA replikasyonu ve transkripsiyonunda beraber rol almasi kanser
hicrelerinde mitokondriyal genomun butinliginin saglanmasinda bir anahtar
oldugunu disindirmektedir (Lee ve Wei, 2009).

mitomiR’lerin fonksiyonlari genel olarak bilinmemekle birlikte, meme kanseri
dahil kanser tirlerindeki rolleri hakkinda az da olsa bilgi bulunmaktadir. Barrey vd
(2011) mitokondriyal RNA fraksiyonunda 243 miRNA tanimlamiglardir. Mitokondriyal
genomun buydkligu ve sinirli sayida mitokondriyal kodlanmis mRNA g6z 6nlnde
bulundurulursa, mitomiR’lerin hedeflerinin tanimlanmasi kolay gibi gézikmektedir.
Hedeflerinin kesfi mitokondriyal arastirmalarda 6zgin ve heyecan verici bir yol
olmaktadir. mitomiR’lerin ekspresyon paternlerinin doku spesifik olabilecegini de g6z

ondnde bulundurmak oldukc¢a énemlidir (Duarte vd, 2014).
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2.11. Hipotez ve Bilimsel Katki

Daha &nceki calismalar tarandiginda, meme kanseri hicre hatlarinda
mitokondriyal miRNA'larin tanimlayan ve mikroRNA'larin meme kanseri hicre
dizilerindeki rollerini gésteren benzer bir ¢alismaya rastlanmadi. Bu nedenle; meme
kanserinde mtDNA mutasyonunun rolinin vyani sira, hicre regllasyonun
dizenlenmesinde goérev alan miRNA'larin mitokondrideki ifadesi olan mitomiR’lerin ve
mitokondrideki hedef genlerinin belirlenmesinin; literatiire oldukga énemli bir katki ve
birgcok arastirma icin 6ncl olacagi kanisindayiz. Ayrica Mitokondriyal mikroRNA'larin
(mitomiR) meme kanseri hlcre dizilerinde tanimlanmasinin ardindan hasta

orneklerindeki analizler ile tani asamasina da yardimci olabilecegini disliinmekteyiz.



3. MATERYAL VE METOD

3.1. Geregler

Tablo 2 Calismada Kullanilan Cihazlar

Cihaz Marka/Model

Mikroskop Nikon TS100

Gercek zamanlh PZR cihazi Corbett 6000
Hiicre sayim cihazi Biorad
HT2500 Yeni Nesil Dizileme Cihazi lllumina
NanoDrop 2000 Thermo

MACS Manyetik Stand

Miltenyi Biotec

Tablo 3 Calismada Kullanilan Kitler

Kit

Firma

Mitokondri izolasyon Kiti

cDNA Revers Transkripsiyon Kkiti
Kilogreen Master Mix

SMARTer smRNA kit

Miltenyi Biotech, Almanya
ABM, Kanada
ABM, Kanada
[llumina, ABD

20



21

Tablo 4 mRNA Gergek Zamanli Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR) calismasinda
kullanilan primer oligontikleotitler

Oligoniikleotit Sekans (5°-37)

ND4 F:5-ACAAGCTCCATCTGCCTACGA-3
R:5-GGCTGATTGAAGAGTATGCAATGA-
3!

NDG6 F:5- TACCTCCATCGCTAACCCAC -3’
R:5- TTGATTGTTAGCGGTGTGGTC -3’

CYTB F:5-AACCGCCTTTTCATCAATCG-3’
R:5-AGCGGATGATTCAGCCATAATT-3

HIST2H4 F:5- AGCTGTCTATCGGGCTCCAG -3

R:5’- CCTTTGCCTAAGCCTTTTCC -3

3.2. Yontemler
3.2.1. Hiicre Kiiltira

MCF-7: invaziv duktal karsinoma, non-metastatik, Ostrojen reseptdr pozitif,
Luminal A hiicre hatti

Hlcreler 1s1 ile inaktive edilmis %5 Fetal Dana Serumu (FBS, GIBCO, Amerika), %1
Penisilin-Streptomisin Soltisyonu (10000U/ml penisilin, 10 mg/ml streptomisin, GIBCO)
ve %1 L-glutamin (GIBCO) ilave edilmis DMEM besiyerinde (Sigma) %5 CO, iceren
37°C etiivde kiiltiire edilerek gogaltildi.

MDA-MB-231: invaziv duktal karsinoma, metastatik, dstrojen reseptor negatif,
Claudin-low, triple-negatif hiicre hatti

Hicreler 1si ile inaktive edilmis %5 FBS (GIBCO, Amerika), %1 Penisilin-Streptomisin
Solusyonu (10000U/ml penisilin, 10 mg/ml streptomisin, GIBCO) ve %1 L-glutamin
(GIBCO) ilave edilmis RPMI1640 besiyerinde (Sigma, Almanya) %5 CO, iceren 37°C

etlvde kdltire edilerek ¢ogaltildi.

MCF-10A: immortal insan meme epitel hiicre hatti. insan fibrokistik meme
dokusundan tiirevienmistir.

Bu hiicreler normal meme epitel hiicreleri olarak tanimlanmiglardir ve proliferasyonlari
icin ekzojen blyiume faktorleri gereklidir.

MCF-10A hicre hatti %1 Penisilin-Streptomisin, L-glutamin, 5% isiyla inaktive edilmis
At FBS (GIBCO, Amerika) , 10ug/ml insilin (GIBCO, Amerika), 20ng/ml EGF (Miltenyi
Biotec, Almanya), 0.5ug/ml hidrokortizon (Sigma, Almanya) iceren DMEM/F12 (Sigma,
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Almanya) besi ortaminda 37°C’de, %5 CO;, ve %95 nemli hava ortaminda inkibe
edilmigtir.
Tez calismasinin ana basamaklarinda kullanilan MCF-10A, MCF-7 ve MDA-

MB-231 huicrelerinin mikroskobik goriintiisi Sekil 3’ de verilmigtir.

MCF-7 MDA-MB-231 MCF-10A

Sekil 3 Hicre hatlarinin mikroskobik goruntisu

3.2.2. Hiicrelerin Dondurulmasi:

Hucreleri dondurmak amaciyla %10 dimetilstlfoksit (DMSO, Sigma) iceren
besiyeri hazirlandi. MCF10A hicrelerinde dondurma medyumu, diger hicrelerden farkli
olarak %70 besiyeri, %20 At FBS ve %10 DMSO olacak sekilde hazirlandi. Hucreler
pasajlama islemi i¢cin 15 ml’ lik falkon igcerine alindi ve 1500 rpm’de 10 dk. santrifij
edildi. Sdpernatant kisim atildiktan sonra falkon icerisine dondurma amaciyla
hazirladigimiz besiyeri eklenerek yavas pipetaj ile homojenize edilerek 6zel cryotiplere
aktarildi ve -80°C’de sakland.

3.2.3 Hiicrelerin Coziilmesi

—80°C’ den alinan tupler 50 ml’lik falkon tipi igerisine konarak su banyosunda
(37 °C) c¢ozuldikten sonra hicreler 15 ml'lik falkon igerisine alindi ve Gzerlerine 5 ml
besiyeri eklendi. Ardindan hicreler 1500 rpm’de 10 dk santrifuj edildi. Santrif(j
sonrasinda slpernatant kisim atilip elde edilen pellet (zerine besiyeri eklenerek
homojen hale getirildi ve toplam hacim 10ml olacak sekilde flasklara alinarak kuilture
edildi.
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3.3. Mitokondri izolasyonu

Mitokondri izolasyonuna baglamak icin 5x10” sayida hiicre petrilerde hazirlandi
ve bu hicreler proteaz inhibitéri iceren 1 mL mitokondri lizis solisyonu ile dounce
homojenizatdér yardimiyla pargalandi. Mitokondri izolasyonu igin ‘Magnetic Activated
Cell Sorting (MACS) izolasyon kiti (Miltenyi Biotec, Almanya) kullanildi. Yéntem,
mitokondrinin anti-TOM22 kapli mikro boncuklara baglanarak ve manyetik alanda
tutularak diger ydntemlere gére daha saf ve ylksek miktarda mitokondri izolasyonuna
olanak saglamaktadir. Pek ¢ok calismada bu yéntemin etkinliginin diger yontemlere
(differansiyal santrifij ve ultrasantrifij gibi) goére daha ylksek oldugu belirtilmistir.
Calisma protokolii asagida anlatildigi sekildedir:

Hucreler dounce homojenizator yardimiyla pargalandiktan sonra, 9 mL 1X lizat ayirma
tamponu ve 50 pl anti-TOM22 kapl boncuklarla muamele edilirek +4%de rotator
kullanilarak 1 saat inklibe edildi. Lizat daha sonra yikama islemi icin LS kolonlara
(Miltenyi Biotec, Almanya) aktarildi. Manyetik alanin yardimiyla mikroboncuklarla
isaretlenmis mitokondrilerin kolonda tutulumlari saglanirken, yikama iglemleri ile
hicresel atiklarin uzaklastirilmasi saglandi. Yikama islemi 5 kez 3 mL 1X lizat ayirma
tamponu ile tekrarlandiktan sonra kolon manyetik alandan ayrilarak yeni bir tip tzerine
yerlestirildi ve kolona 1,5 mL 1X lizat ayirma tamponu eklenerek manyetik olarak
isaretlenmis mitokondrilerin kolondan elisyonu saglandi (Sekil 4). Bu ydntem

kullanilarak zengin mitokondriyal fraksiyonlar elde edilmesi saglandi.
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& @ °

Magnetic labeling of
mitochondria with

& = Uy
\ ) Anti-TOM22 MicroBeads,
G <N human.
Application of
labeled cell lysate to a
MACS Column placed
in a MACS Separator.
6
7 The magnetically labeled
A mitochondria are retained
in the column.

The column is removed
from the separator and
mitochondria are eluted.

Sekil 4 Magnetic activated cell sorting (MACS) metodu

3.4. RNase A muamelesi:

Mitokondriyal fraksiyonlardaki genomik kontaminasyonu elemine etmek igin
RNase A muamelesi gerceklestiriildi. RNase A, bir endoribonukleaz olmakla birlikte
sitozin ve urasil rezidilerinden tek iplikli RNA’'y1 degrade ederek is gdérmektedir.

100 pl hacimdeki mitokondri lizatlarina 10 pyl RNase A (10 mg/ml) (ABM,
Kanada) ilave edilerek 37°C’de 1 saat inkiibe edildi. 13000xg’de 2 dk santrifiij yapilarak
supernatant atild1 ve pellet 2 kez mitokondri ayirma tamponu ile yikandi ve RNase A'yi
inaktive etmek i¢in mitokondriyal pellet islemin hemen ardindan TRIZOL ile muamele
edildi.

3.5. Total RNA izolasyonu

MCF-10A, MCF-7 ve MDA-MB-231 hicrelerden elde edilen mitokondri
lizatlarindan RNA izolasyonu TRIZOL (MRC) reaktifi kullanilarak gergeklestirildi.
Protokol asagidaki sekildedir:
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1. TRIZOL ile muamele edilen mitokondriyal pellet vortekslendikten sonra 5 dk oda
sicakliginda inkibasyona birakildi.

2. 200 pl kloroform eklenerek vorteks yapildi ve 2-3 dk oda sicakhiginda bekletildi.

3. 12000 rpm de 15dk 4°C’ de santrifuj edildi.

4. Santrifiij sonrasi olusan en Ust fazda bulunan RNA toplandi ve 500 pl izopropanol
iceren yeni tipe alindi.

5. RNA ve izopropanol igeren tip alt Ust edilerek karistirildi ve 10 dk oda sicakhgdinda
bekletildi.

6. 12000 rpm de 10 dk 4°C’ de santrifuj edildi.

7. Santrifiij sonrasi supernatan dikkatli bir sekilde doékuldi. Pelet tzerine %70 etanol
eklendi ve vorteks yapildi.

8. RNA’nin degrede olmasini ve kirilmasini énlemek i¢in disik hizda (7500 rpm) 10 dk
4°C’ de santrifiij edildi.

9. Santrifij sonrasi %70 etanol uzaklastirildi ve tiplerin kapaklari agik birakilarak RNA
peleti kurumaya birakildi.

10. Pelet miktarina bagl olarak 20-25 yl RNaz icermeyen su eklendi.

11. 60°C’ de 10 dk bekletildi ve -80°C’ de sakland.

3.5.1 RNA Miktar ve Saflik Tayini

izole edilen RNA’larin konsantrasyonlari Nanodrop ND-2000c (Thermo)
cihazinda olglldi. 260 nm ve 280 nm dalga boylarinda absorbans alindi. A260/A280

oranina gére RNA'nin safligi belirlendi.

3.6. DNA izolasyonu

1.TRIZOL’deki mitokondriyal fraksiyonlarin Gst kismina yer alan RNA faz
uzaklastirildiktan sonra geriye kalan fazlarin tzerine 300 pl %100 EtOH eklendi ve
vortekslendi.

2. 15-30°C’de 2-3 dk inkibe edildi. 12000 rpm de 5 dk oda sicakliginda santrifij
yapildi.

3. Fenol/Etanol igeren slipernatant atildi.

4. DNA pelleti 1 mL 0.1M sodyum sitrat sollisyonu ile 2 kez yikandi.

5.0rnekler yikama soliisyonunda 15-30°C’de 30 dk inkiibe edildi.

6. 12000 rpm de 5 dk oda sicakliginda santrifiij yapildi.

7.Yikama igleminden sonra DNA 1 mL %75 EtOH ile muamele edildi.
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8. 15-30°C’de 20 dk inklbe edildi.

9. 12000 rpm de 5 dk oda sicakliginda santrifij yapildi. Sipernatant uzaklastirildi.
10. Pellet kurumaya birakildi.

11.Pellet 100 pl steril suda ¢ozuldu.

12. 12000 rpm de 10 dk 4°C’ de santriflj edildi.

13.Slpernatant yeni bir tipe aktarilarak DNA 6rnegi -80°C’ de saklandi.

3.6.1. DNA Miktar ve Saflik Tayini

Mitokondriyal DNA’larinin miktar ve saflik élgimleri Nanodrop 2000 (Thermo)
cihazinda yapildi. Konsantrasyon ve saflik miktarlarinin tayini asagidaki formulasyon
kullanilarak cihaz tarafindan gergeklestirildi.

Miktar tayini formaly;
(260 nm DNA — 260 nm ddH;0) x dilusyon faktéri x DNA sabiti
Saflik tayini formali;
(260 nm DNA — 260 nm ddH,0)/ (280 nm DNA — 280 nm ddH,0)

3.7. Mitokondriyal RNA’nin cDNA’ya ¢evrimi

Ornekler ABM One Script Plus cDNA Sentez Kit kullanilarak komplementer
DNA (cDNA)'ya donusturuldi. Kalip olarak kullanilan mitokondriyal RNA 1 pl random
primer, 1 pl dinlkleotidtrifosfat (ANTP) karisimi ve RNaz icermeyen su ile 14,5 pl'ye
tamamlanarak 65°C’de 5 dk inkiibe edildi. inkiibasyon sonrasi hizli bir sekilde buz
Uzerine alinarak 1 dk bekletildi. Ayri bir tipte 4 yl 5X RT Buffer, 1 pyl Reverse
Transkriptaz, 0,5 ul RNAse OFF’dan olusan 5,5 ul revers transkripsiyon karisimi
hazirlandi. Reaksiyon karisimi thermal cycler cihazinda (Sensequest) sirasiyla 25°C’de
10 dk, 50°C’de 50 dk ve 85°C’de 5 dk olacak sekilde reaksiyona tabi tutuldu. cDNA’ya

dénistiirilen érnekler -20°C’de saklandi.

3.8.Kantitatif Es Zamanh PZR (qRT-PCR)

Calismada hazirlanan hiicrelerde mitokondriyal genlerin ekspresyon degisimleri
Corbett Rotor-Gene 6000 cihazlarinda analiz edildi. Calisma kapsaminda MCF-10A,
MCF-7 ve MDA-MB-231 hicrelerinden elde edilen mitokondriyal lizatlardan sitozolik

RNA’larin uzaklastiriimasinin kontroll icin mitokondriyal kontrol genleri olarak ND4 ve
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cytB genleri, sitozolik kontrol geni olarak ise HIST2H4 kullaniimistir. Her cDNA 6rnegi
Kilogreen 2X (ABM, Kanada) master mix kullanilarak Corbett Rotor-Gene 6000
cihazinda gogaltildi. Ozetle, reaksiyon karigimi 2 pl cDNA érnegdi, 10 pl KiloGreen 2X
master mix, 0.3 yM primerler ile totalde 20 ul olacak sekilde hazirlandi. Reaksiyon
déngiisii her 6rnek igin 3 tekrarli olacak sekilde, 95°C’de 10 dk enzim aktivasyonu ve
40 doéngi 95°C’de 15 sn denatiirasyon ve 60°C’de 60 sn primer baglanmasi ve

uzamasi basamaklarindan olusmaktadir.

3.9. Kiicuk RNA Dizileme (Small RNA sequencing)

Calismada kullanilan hticrelerden elde edilen mitokondriyal RNA 6rneklerindeki
miRNA profillerinin belirlenmesi icin MACROGEN (Giiney Kore) firmasindan hizmet
alimi yapilmistir. Kiigiik RNA dizileme analizi, lllumina HT2500 platformu kullanilarak
gerceklestiriimistir (Sekil 5). Kiglik RNA dizileme igin 6rneklerden izole edilen
RNA’larin NanoDrop (Thermo, Amerika) ve Agilent 2100 Bioanalyzer (Agilent
Technologies, Amerika) cihazlari ile safliklari ve kaliteleri kontrol edilmistir. 50ng RNA
orneklerinden SMARTer smRNA for lllumina Kit (CloneTech, Amerika) kullanilarak
kiitiphaneler hazirlanmistir. Oncelikle RNA molekiillerine adaptér diziler baglanip T4
RNA Ligaz 2 ligasyon enzimi kullanilarak kigik RNA’lara éncelikle adenillenmis tek
ipliki DNA 3’ adaptér, onu takiben 5 adaptor baglanmistir. Bu adaptoérler ayrica
miRNA’lar i¢in karakteristik olan 5 fosfat grubu iceren kiicik RNA’lari yakalamak igin
tasarlanmistir.  Adaptér baglanmis miRNA fragmentleri cDNA fragmentlerine
donustirtlerek  cDNA  dizi  havuzunun  amplifikasyonu igin PZR iglemi
gerceklestiriimistir. Amplifiye edilmis cDNA fragmentlerinin buyulklikleri Bioanalyzer
DNA High sensitivity chip kullanilarak kontrol edilmistir. 175bp civarinda gérilen pik,
adaptor baglanmis olan miRNA kutliphanesinin tahmini boyutuna isaret etmektedir ve
miRNA-turevli dizileri igeren kitiphanelerin boyutlari yaklasik 172-178 bp araligindadir.
cDNA fragmentleri lllumina platformunda “sequence by synthesis” metodu kullanilarak

okuma uzunluguna gére dizilenmisgtir.
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MiRNA-Sekans Kiitiiphane Hazirlama
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Sekil 5 lllumina HT2500 Yeni Nesil Dizileme Cihazinda miRNA Dizileme Calismasi
Asamalari

3.10. Kiiciik RNA Dizileme Analizi

Biyoinformatik analiz icin MACROGEN firmasindan hizmet alimi yapilmigtir.
Dizileme isleminden sonra ham dizi okumalari filtrelenmis olup adaptér diziler ham dizi
okumalarindan CutAdapt programi kullanilarak kirpilarak uzaklastinimistir. Kirpilan
okumalar kiimelenmis olup, bu kimeler dizi ve okuma uzunluguyla %100 eslesen
okumalari icermektedir. Tanimli ve novel miRNA’lari belirlemek igin kiimelenmis
okumalar referans genom (hg19) ve miRBase v21'den elde edilen prekirsor
miRNA’larla eslestiriimistir. Potansiyel hairpin yapilari tahmin etmek i¢cin miRDeep2
algoritmasi kullaniimistir. Tanimli miRNA’lari ve tRNA, snRNA, snoRNA vb. diger RNA
tiplerini siniflandirmak igcin kiimelenmis okumalar referans genom, miRBase v21 ve

kodlaman RNA veritabani olan Rfam v9.1 ile eslestiriimistir. Her miRNA icin okuma
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sayllari haritalanmis miRNA’lardan aktarilarak her miRNA’ni dagilimi raporlanmistir
(Sekil 6).

Dizileme /‘
Ornek Hazirlama Kitiiphane Kalite Kontrol Dizileme
c a ) M E l —1
onster % - -
) ; -
TGC 2
Ham Veri Kalite Kontrol On islem Veri Kiimelerinin Okumasi
P == F esssssse
—_ — 3
. - - *apsse
Analiz - - -
. - 5
Referans Genoma miRase Ozgiin miRNA
Eslestirme Eslestirme Belirleme

Sekil 6 Dizileme sonrasi elde edilen verilerin islenmesi ve biyoinformatik analiz
asamalari

3.11. miRNA hedeflerinin Gen Ontoloji (GO) terimleri, Kyoto Encyclopedia of
Genes and Genomes (KEGG) yolak analizi ve Search Tool for the Retrieval of

Interacting Genes/Proteins (STRING) veritabani analizi

Kiguk RNA dizileme analizi sonucu belirledigimiz miRNA’larin fonksiyonlarini analiz
etmek amaciyla web tabanli  DIANA biyoinformatik analiz  programi
(http://diana.imis.athena-innovation.gr/DianaTools/index.php?r=mirpath/index)
kullanilarak anlamli bulunan miRNA’larin hangi biyolojik streg,molekiler islev ve
biyokimyasal yolakta yer aldigini belirlemek icin GO ve KEGG yolak analizleri
gerceklestirildi. DIANA, KEGG’a entegre olarak listelenmis olan genlerin yolak analizini
yapmaktadir. Ayni yolakta yer alan genler belilenmekte ve bu yolaklar hem liste
halinde hem de harita seklinde sunulmaktadir. Bu yolak analizi ile miRNA’larin hedefi
olan genlerin hangi yolaklarda goérev aldigi ve hangi genlerle iligkili olabilecedgi
belirlenebilmektedir.

Search Tool for the Retrieval of Interacting Genes/Proteins database (STRING)
versiyon 10.5 kullanilarak miRNA’lar ile homoloji gésteren gen bdlgelerinin etkilestigi

proteinler analiz edildi.
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4. BULGULAR

4.1. Mitokondriyal RNA’nin izolasyon ve Analizi

Mitokondri ile iligkili kigik RNA’lari belirlemek amaciyla MCF-7, MDA-MB-231 ve
MCF-10A hiicrelerinden piirifiye mitokondriyal fraksiyonlari hazirlamak igin 5x10’
saylda hicre ¢ogaltildi. Flasklardan toplanan hiicreler santrifiij ile ¢okturtldikten sonra,
pellet lzerine lizis sollisyonu ilave edilerek dounce homojenizatoér yardimiyla hicreler
parcalandi. En etkin dizeyde parcalanmanin saglanmasi igin her 10 vurusta bir
mikroskop altinda pargalanmis olan huicre oranlari belirlendi (Sekil 7).

Lizis Oncesi Lizis Sonrasi

MCF-7

MCF-10A

MDA-MB-231

Sekil 7 Dounce homojenizatér yardimiyla hicrelerin lizis edilmesi

Hucrelerden izole edilen mitokondriyal fraksiyonlardan RNA izolasyonu yapildi. RNA
kalitesi “RNA Integrity Number (RIN)” degerleriyle belirlendi. Mitokondriyal RNA’nin
mikrofluidik analizi pekgok pik gosterdi. Bu da mitokondriyal RNA 6rneklerinde pekgok
kiigik RNA’nin varligini gostermektedir. Orneklerde 28S ve 18S piklerinin
saptanmamasi mitokondriyal RNA &rnekleri igin hem geleneksel bir RIN degeri

belirlenmesinin gecerli olmayabilecedini hem de sitozolik kontaminasyonun buyuk
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Olcide elemine edildigini gésterdi. Ayni 6rneklerden es zamanl olarak DNA izolasyonu
da yapilarak érnekler -20°C’de saklandi.

Calismada kullandidimiz normal meme, metastatk (MDA-MB-231) ve
metastatik olmayan (MCF-7) meme kanseri hicre hatlarinda &éncelikle OXPHOS
genlerinin ekspresyonlari kargilastirildi.

gRT-PCR sonuglari, normal meme hicreleriyle karsilastirildiginda metastatik
(MDA-MB-231) hicre hattinda total RNA ve mtRNA 6rneklerinde OXPHOS genlerinin
ekspresyonlarinin disuk oldugunu goésterdi (Sekil 8 a,b).

a) b)

EENA

\u

ND6 CYTB

Sekil 8 OXPHOS genlerinin ekspresyonlarinin karsilastiriimasi a) Hicrelerden elde
edilen mitokondriyal fraksiyonlardaki OXPHOS genlerinin  ekspresyonlarinin
karsilastirmasi b) Hiucrelerden elde edilen total RNA’larda OXPHOS genlerinin
ekspresyonlarinin kargilastirmasi

Calismada, ayrica elde ettigimiz mitokondriyal fraksiyondaki genomik
kontaminasyon RNA dizeyinde gRT-PCR yéntemiyle degerlendirildi.
Mitokondriyal/Nuklear RNA oraninin hesaplanmasi icgin kalibrator olarak HIST2H4 geni
kullanildi. 1zole ettigimiz mitokondriyal fraksiyonun, mitokondriyal genler agisindan
oldukga zengin oldugu saptandi (Sekil 9,10,11).
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7000 T
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B MCF-10A mitokondri

4000
B MCF-10A sitozol

3000
2000

1000 A
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Sekil 9 MCF-10A hicrelerinden izole edilen mitokondriyal fraksiyonlarda genomik
kontaminasyonun gRT-PCR yéntemiyle RNA diizeyinde kontrold.
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Sekil 10 MDA-MB-231 hicrelerinden izole edilen mitokondriyal fraksiyonlarda genomik
kontaminasyonun qRT-PCR ydntemiyle RNA diizeyinde kontrolQ.
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Sekil 11 MCF-7 hucrelerinden izole edilen mitokondriyal fraksiyonlarda genomik
kontaminasyonun qRT-PCR ydntemiyle RNA dlizeyinde kontrolQ.

Mitokondriyal RNA &drneklerinde, mitokondriyal genlerin ekspresyon dizeyleri
ayrica yeni nesil dizileme yéntemiyle elde edilen veriler ile de degerlendi (Sekil 12).
Mitokondriyal genler acisindan degerlendirildiginde analiz edilen &rneklerin oldukga

purifiye fraksiyonlar oldugu saptandi.
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Sekil 12 Mitokondri ile iligkili genlerin ekspresyonlarinin yeni nesil dizileme yéntemiyle
analizi

4.2. Mitokondri ile iligkili SRNA Kiitiiphanelerinin Analizi

Mitokondri ile iligkili sSRNA’lar (18—30 nukleotid (nt)) izole edildi, kutuiphaneler
olusturuldu (Sekil 13a,b) ve lllumina HT2500 platformu kullanilarak dizilendi. Her 6rnek
icin toplam baz sayisi, okumalar, GC yizdesi, Q20(%), Q30(%) hesaplandi. Dizileme
sonucu MDA-MB-231, MCF-7 ve MCF-10A hiicrelerinden sirasiyla mitokondri ile iligkili
26377797,34892493 ve 35790420 ham dizi okumasi saglandi (Tablo 5). Okumalar &’
adaptér dizisinden bir baz sonra basladi ve 51 bp sonra bitti. 24 bp uzunluktaki olgun
miRNA’larin 3’ adaptér dizileri ‘Cutadapt’ programi kullanilarak uzaklastirildi (Tablo 6).
Adaptér dizisi icermeyen okumalar miRNA analizine dahil edilmedi. Calismada, 15
nukleotidden kugtuk dizilerin filtrelenmesiyle geriye kalan sirasiyla 1589950, 13832085
ve 13478879 uzunlugundaki okumalar (Tablo 7) genom (hg19) ile eslestirildi.
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MCF-10A
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Sekil 13 Yeni Nesil Dizileme icin 6rneklerden kitiphane olusturma ve hazirlanan
kGtiphanenin kalite kontroli a) smaRTer smRNA kitinin (Clonetech) kutiphane
hazirlama protokoli b) Hiucrelerden hazirlanan katiphane boyutunun Agilent
BioAnalyzer cihazinda kontrold.

Table 5 lllumina HT2500 cihazinda dizileme sonrasi elde edilen ham veri istatistikleri

Q20(%)  Q30(%)
84.74 79.81
B86.16 81.82

Ornek Total baz okuma
MDA-MB-231 1,345,267,647
MCF-7 1,779,517,143
MCFI0A 1,825,311,420

81.39 73.2:

v



Tablo 6 Cutadapt programi kullanilarak adaptor dizilerin
edilen iglenmis veri istatistikleri
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kirpilmasindan sonra elde

Ornek Total baz okuma Total okuma GC(%) Q20(%) Q30(%)
MDA-MB-231 12,245,859 1,589,950 68.76 97.03 93.51
MCF-7 127,445,994 13,832,085 78.66 97.42 94.33
MCFI10A 139,255,461 13,478,879 78.53 91.16 79.16

Tablo 7 15 nikleotidden kiglk dizelerin filtrelenmesi ile genom ile eglestiriimek zere

elde edilen veri istatistikleri

Ornek Total baz okuma Total okuma
MDA-MB-23 591,441,340 24,781,073
MCF-7 504,506,768 21,059,268
MCFI10A 513,666,956 22,302,897

GC(%)  Q20(%)  Q30(%)

58.74 96.41 91.95
51.60 98.27 95.61
60.35 92.90 83.80

Sirasiyla 21-22, 30 ve 24 nt uzunluktaki miRNA, piRNA ve siRNA’larin da dahil
oldugu kicgik RNA (smallRNA=sRNA) populasyonun uzunluk analizi gerceklestirilerek

kategorize edildi ve okuma uzunluklari dagihm grafigi Sekil 14’de verildi. Orneklerdeki

en yuksek okuma oraninin 25 nt’ de olmasi, miRNA ve piRNA’ya kiyasla sRNA’larin

varliginin gostergesidir.

Read length distribution
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Sekil 14 Orneklerdeki okuma uzunlugu dagihm grafigi
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Tanimli ve novel miRNA’larin tayini igin, kimelenmis okumalar ayri ayri
referans genom (hg19) ve prekirsér miRNA’lara eslestiriidi. Novel miRNA’lar
miRDeep2 2.0.0.7, Bowtie 1.1.1 veritabani kullanilarak RNAfold algoritmasina gore
mature, star ve loop dizilerinden tahmin edildi. Okuma siniflandirmalarinda her 6rnek
icin okuma sayilari sirasiyla referans genom (hg19), miRBase v21 ve run blast ile
eslestirildi. Ayrica miRNA’lari ve diger RNA tlrlerini tanimlamada Rfam v9.1 veritabani
kullanildi. RNA tipinin tanimlamasinda; genom haritalama sonucu, miRDeep2 2.0.0.7,
Bowtie 1.1.1 tarafindan belirlenen tanimli/novel miRNA ve Rfam v9.1 veritabaninda
dayali blast sonuglar kullanildi. miRDeep2 score -10 ila 10 arasinda alindi.
Orneklerdeki kiigik RNA sinifi tipleri Sekil 15 gésterildi. SRNA dizileri Genbank ve
Rfam veritabanlarindaki RNA'lar ile eslestirildiklerinde tRNA (MCF-7 %2.71, MCF-10A
%1.74 ve MDA-MB-231 %1,66 ) ve rRNA (MCF-7 %4,64, MCF-10A %3,78 ve MDA-
MB-231 %3,72) yanisira sRNA’nin diger kategorileri; snRNA (MCF-7 %0.57, MCF10A
%0.91 ve MDA-MB-231 %0.98), piRNA (MCF-7 %0.01, MCF10A %1 ve MDA-MB-231
%1), snoRNA (MCF-7 %1.09, MCF10A %2.21 ve MDA-MB-231 %1.75) hlcrelerde en
sik yer alan sRNA siniflari olarak saptandi (Sekil 16).



novel
MIRNA tRNA
1% _o%

exo_snoRNA
4%

exo_rRNA
3%

miRNA
0%

exo_snRNA

2% 1%

exo_tRNA
1%

MCF-10A
exo_snoRNA __ miRNA novel miRNA tR?A
1%
exo_snRNA
1%
SnRNA
0%
MCF-7
miRNA . tRNA
0% _ hovel miRNA 0%
1%
exo_snoRNA PiIRNA
7% 1%
exo_snRNA
1%
exo_tRNA
2%
1%
MDA-MB-231

Sekil 15 Calismada kullanilan hiicrelerdeki RNA igerigi
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Sekil 16 Calismada kullanilan hiicrelerdeki sSRNA siniflarinin okuma ylzdeleri

4.3. Mitokondri ile iligkili miRNA’larin Belirlenmesi

miRBase’de tanimh miRNA’larin tahmini igin éncelikle okuma kiimeleri referans
genom ve prekirsdér miRNA'lar ile ayri ayri eslestirildi. Orneklerdeki miRNA siklik
sayllari 1-12,384 arasinda olarak belirlendi (Sekil 17). MCF-10A hicrelerinde
biyoinformatik analiz sonucuna gére miRBase v21 veritabani ile uyumlu 283 miRNA,
MCF-7 hicrelerinde 234 miRNA, MDA-MB-231 hicrelerinde 220 miRNA saptandi.
Okuma sayilari ekspresyon dizeyleri olarak kabul edilerek meme kanseri hicre
hatlarinda upreglle ve downregile olan toplam 32 miRNA (Sekil 18) Tablo 8-9'da
g6sterildi. Orneklerde mitokondri ile iligkili en sik belirlenen miRNA hsa-miR-6087-5p,
hsa-miR-3960-3p, hsa-miR-7641-5p, hsa-miR-3648-3p, hsa-miR-4488-5p, hsa-miR-
4485-5p, hsa-miR-4449-3p, hsa-miR-4484, let-7 ailesi Uyeleri (let-7a,b,c,d,e.f,g,i), hsa-
miR-1290-3p, hsa-miR-423-5p olmakla birlikte; miR-221-3p, miR-92a-3p, hsa-miR-
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1246-5p, hsa-miR-1275-5p, hsa-miR-663a-5p, miR-25-3p, miR-23a-3p, hsa-miR-423-
5p, hsa-miR-320a-3p de mitokondri ile iligkili bulundu.

350

miRNA Sayisi

1-100

100-1000

>1000

EMCF-10A
EMCF-7

MDA-MB-231

Okuma Sayisi

Sekil 17 miRBase’de tanimli miRNA’larin dagihmi: Dizi okuma sayilari miRNA
seviyeleri olarak gosterilmistir.

Tablo 8 Metastatik meme kanseri (MDA-MB-231) hucrelerinin normal meme (MCF-
10A) ve Metastatik olmayan (MCF-7) meme kanseri hucre hatlari ile kiyaslandiginda
ekspresyon artisi saptanan miRNA’lar

miRBase ID MCF-10A MDA-MB- MCF-7 Mitokondriyal

(okuma 231 (okuma Kodlanma

sayisl) (okuma sayisl)

sayisl)

hsa-miR-4488-5p 1409 12384 140 -
hsa-miR-1290-3p 381 852 2 -
miR-92a-3p 3 134 1 -
miR-25-3p 5 376 25 -
miR-23a-3p 18 255 2 -
hsa-miR-4532-5p 118 820 53 -
hsa-miR-4284-5p 13 171 51 -
hsa-miR-3651-3p 70 179 59 -
hsa-miR-191-5p 12 31 10 -
hsa-miR-1246-5p 156 558 3 -
hsa-miR-221-3p 16 118 - -
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Tablo 9. Normal meme hiicre hatti ile kiyaslandijinda meme kanseri hiicre hatlarinda
ekspresyonu azalan miRNA’lar

miRBase ID MCF-10A MCF-7 MDA-MB-231  Mitokondriyal
(okuma sayisi) (okuma sayisi) (okuma sayisi) Kodlanma
hsa-miR-6087-5p 11187 4175 1322 -
hsa-miR-3960-3p 5094 871 2438 -
hsa-miR-7641-5p 4851 232 408 -
hsa-miR-3648-3p 4620 1057 2405 -
hsa-miR-4485-5p 3118 668 156 +
hsa-miR-4449-3p 1709 234 154 -
hsa-miR-4484 1409 407 98 +
let-7 ailesi 1652 72 274 -
hsa-miR-1275-5p 86 7 25 -
hsa-miR-663a-5p 534 381 230 -
hsa-miR-423-5p 138 9 138 -
hsa-miR-320a-3p 138 62 76 -
hsa-miR-4461-3p 36 9 18 +
hsa-miR-574-5p 212 54 179 -
hsa-miR-3687-3p 636 202 256 -
hsa-miR-7704-5p 161 96 57 -
hsa-miR-664b-3p 102 37 56 -
hsa-miR-6724-5p 54 31 19 -
hsa-miR-193b-5p 48 9 5 -
hsa-miR-6126-5p 17 20 12 -

@
8

MCF-10A

30 MCF-7

MDA-MB-231
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Sekil 18 Ekspresyonu artan ve azalan miRNA’larin ekspresyon grafigi
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miRNA’lar arasinda mitokondriyal kodlanan genleri hedefleyen miRNA varligini
saptayabilmek icin SerialCloner 2-6-1 ve Mitowheel programlari kullanilarak prektrsor
diziler mitokondriyal genom ile eslestirildi. hsa-miR-4461, hsa-miR-4484 ve hsa-miR-
4485 dizilerinin mitokondriyal genom tarafindan kodlanan sirasiyla NADH
dehidrogenaz subunit 4L (ND4L), L-ORF (MT-OLR) ve 16S rRNA genleri ile homoloji
gOsterdigi ve mitokondriyal genomdaki pozisyonlarinin (10689-10711), (5747-5763) ve
(2539-2554) oldugu belirlendi (Sekil 19).

hsa-miR-4461
Seq 1 23  —--mmm--- ?ccta ccctactagtotCaatCmmmmmm e e ——— 1

LEEEETELEEETTE T

Seq_2 10681 agcggtgggcctagccctactagtctcaatctccaacacatatggecctagactacgtaca 10740

hsa-miR-4484

et t winmnmn

Seq 2 5701 agcaccctaatcaactggcttcaatctacttctcccgecgecgggaaaaaaggcgggaga 5760

Seq_1 20 B C o o o 22

Seq_2 5761 agccccggcaggtttgaagctgcttcttcgaatttgcaattcaatatgaaaatcacctcg 5820

hsa-miR-4485

Seq 1 1  cecccccccccccceea- acc cctqcccaqt?a -------------------------- 16
|1

[LETETTT

Seq_2 2521 atcaccagtattagaggcaccgcctgcccagtgacacatgtttaacggccgeggtaccct 2580

Sekil 19 SerialCloner 2-6-1 programi kullanilarak tanimli miRNA (mitomiR) dizilerinin
mitokondriyal genom ile eslestiriimesi

4.4. Novel miRNA’larin Belirlenmesi ve sRNA’larin Mitokondriyal Genom ile

Eslestirilmesi

Calismada tanimhi miRNA’larin yanisira, olasi novel miRNA okumalari da analiz
edildi. Okuma dizilerinin sayilari miRNA seviyeleri olarak degerlendirildi. Orneklerdeki
miRNA sikhk sayilari 1-8,945 arasinda olarak belirlendi (Sekil 20).
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Sekil 20 Novel miRNA dagilimi: Dizi okuma sayilari miRNA seviyeleri olarak
gOsterilmistir.

Novel miRNA’lar miRDeep2 araciligiyla RNAfold algoritmasi kullanilarak
mature, star ve loop dizilerinden analiz edildi. Randfold algoritmasi kullanilarak p degeri
p<0.05 olarak belirlenen istatistiksel olarak anlamlandiriimis analiz sonuglarina gére,
MCF-10A hucrelerinden 229 dizi, MCF-7 hicrelerinden 112 dizi ve MDA-MB-231
hicrelerinden 139 dizi saptandi. Bu miRNA’larin “seed” dizileri hg19 genom ile
eslestirilerek kromozomal lokalizyonlari belirlendi. Ayni zamanda prekirsér dizilerinden
SerialCloner 2-6-1 programi ve web tabanh Mitowheel uygulamasi kullanilarak 10
novel mMiRNA’'nin 18 nt’lik prekursoér dizilerinin sirasiyla ATP sentaz membran subunit 8
(ATP8), Mitokondriyal kodlanan agir zincir replikasyon orijini (MT-OHR), Mitokondriyal
kodlanan tRNA lizin (MT-TK), mitokondriyal sitokrom c oksidaz 1 (MT-CO1), NADH
dehidrogenaz subunit 5 (ND5) ve ND4L genleri ile homoloji gdsterdigi saptandi (Sekil
21, 22) (Tablo 10).

Novel miRNA
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Sekil 21 Novel miRNA’larin okuma sayisi grafigi
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Sekil 22 Novel miRNA prekirsor dizilerin mitokondriyal genom ile eslestiriimesi
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Tablo 10 Novel miRNA dizilerinin kromozomal lokasyonlari ve kodlandiklari genler

Kimlik Lokalizasyon iplik Sikhk Dizi Gen
Sayisi
10Am- chr2:189355167..18935524  + 210 gggguuuggcag locus
0012 6 agaugu MT-OHR
10Am- chr2:191627126..19162718  + 24 gaggugaugaug MTND5
0013 6 gaggug
10Am- chr8:57649272..57649312 - 12 gagguugaagug MTND5
0025 agaggu
10Am- chr22:35822054..35822114  + 9 guagguggccug MT-CO1
0026 acuggc
MCF7- chr2:189355167..18935524  + 15 gggguuuggcag locus
mo001 6 agaugu MT-OHR
MCF7- chr22:35822054..35822114  + 7 guagguggccug MT-CO1
mo002 acuggc
231-0001 chrM:8293..8364 - 27 cacuguaaagag ATPS8
guguugg
231-0006 chr1:568841..568912 - 27 cacuguaaagag MT-TK
guguugg
231-0014 chr2:189355166..18935524  + 28 gggguuuggcag locus
7 agaugug MT-OHR
231-0032 chr5:134260622..13426068  + 54 guugguuaggua MTND5
8 guugag
231-0035 chr5:134263745..13426378 - 44 auggccuagacu MTNDA4L
6 acguac
231-0036 chr22:35822054..35822114 + 56 guagguggccug MT-CO1
acuggc

4.5. mitomiR’lerin GO ve KEGG yolak analizleri ve STRING protein-protein

etkilesim analizi

miRNA’larin yolak analizi igin DIANA veritabaninda Fisher’s exact test analiz metodu

kullanilarak degerlendirme yapildi. p degerleri dikkate alinarak miRNA kimelerinin

hedeflerinin ylksek iligkili olduklari yolaklar belirlendi (Sekil 23,24). Genlerle iligkili

yolaklar Tablo 11-14’de 6zetlenmistir.

Calismamizda hsa-miR-4461’in mitokondriyal gen bdlgesi MT-ND4L ile homoloji

gostermesi sonucu STRING v10.5 veritabani kullanilarak protein-protein etkilesim

analizi gergeklestirildi. Yapilan analiz sonucuna gére MT-ND4L’in 25 protein ile

etkilesim gosterebilecegdi belirlendi (Sekil 25).
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Sekil 24 Belirlenen miRNA’larin KEGG yolak analizi sonucu ortak olan yolaklarin heat-

map analizi (DIANA veritabani)
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Sekil 25 hsa-miR-4461'in homoloji gésterdigi MT-ND4L geninin STRING v10.5
veritabani kullanilarak protein-protein etkilisim analizi
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5. TARTISMA

mitomiR’lerin  genomik pozisyonlarinin ve farkh yapisal 6zelliklerinin
mitokondriye girislerini etkiledigi yéninde cesitli goérisler bulunmaktadir (Bandiera vd,
2011). Niklear kodlanmis tRNA ve rRNA’larin mitokondriye tasinimi daha énceden
yapilan calismalarla goésterilmistir (Smirnov vd, 2011; Schneider, 2011). Bu da kuguk
kodlamayan RNA’larin mitokondriye nasil tasindidi hakkinda akillarda soru isareti
birakmistir. Bu galismada derin dizileme analizi yaparak meme kanseri hiicrelerinde
mitokondriyal miRNA’lari tanimlayarak miRNA-mitokondri iligkisini ve hedeflerini
arastirdik. Barrey vd (2011) yaptiklar ¢alismada %6 ile %27 arasindaki insan miRNA
panelleri insan mitokondrisinde belirgin sekilde kesfedilebilecegini gdstermislerdir.
Bunun yanisira mitokondrinin énemli rol oynadigi biyolojik proseslerde islev gosteren
miRNA’larin yanisira mitomiR olarak da tanimlanan pek ¢cok miRNA’nin tanimlanmasini
da saglayan arastirmacilar arasinda yer almislardir. Bunlardan miR-122, miR-805,
miR-609 gibi 20 miRNA fare karaciger mitokondrisinde (Bian vd, 2010); 20’den fazla
miRNA insan miyotiplerinden izole edilen mitokondrilerde (Barrey vd, 2011); miR-
1973, miR-1275, miR-494 gibi 13 miRNA Hela hicrelerinin mitokondrisinde (Bandiera
vd, 2011) saptanmistir. Bu arastirmada, meme kanseri hicrelerinden izole edilen
mitokondriyal fraksiyonlarda miRNA’larin varligi belirlendi ve tanimlanmis olan miRNA
hedeflerinin mitokondrinin anahtar rol oynadigi hiicresel yolaklari dizenleyebilecegi
gOsterildi.

Mitokondri izolasyon yontemlerinin ¢gogu temel olarak fizikokimyasal 6zelliklere
dayanmaktadir (Fernandez-Vizarra vd, 2002). izole edilen fraksiyonun Kalitesi,
yogunlugu ve safligi oldukca énemlidir. Onceki ¢alismalarda farkli izolasyon methodlari
ile karsilastirildiginda MACS izolasyon methodunun ultrasantrifije esdeger saflikta ve
yogunlukta mitokondri izolasyonuna olanak sagladigi gosterildiginden dolayi (Hornig-
Do vd, 2009) calismamizda bu method tercih edildi. Mitokondriyal fraksiyonlarin
eldesinde en sik karsilasilan sorun sitozolik kontaminasyon varligidir. Dig membran
protein antikoru anti-TOM22 ile konjuge edilmis sipermanyetik boncuklar kullanilarak

mitokondri izolasyonuna olanak saglayan bir method kullaniimasi ve izole edilen
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mitokondriyal fraksiyonlarin RNAse A ile yikanmasi g¢alismada kullanilan érneklerde
sitozolik kontaminasyonun biytk 6l¢iide uzaklastiriimasina olanak sagladi.

Warburg timor hicrelerinde artmis aerobik glikolizin bu hiicrelerdeki bozulmus
olan solunum kapasiteleri ile iligkili olabileceg@ini hipotez olarak sunmustur. Kanserler,
hicrelerdeki azalmis solunum ile yani dolayisiyla mitokondriyal disfonksiyon ile
iliskilendirilseler de bu defektler OXPHOS'u bir bitin olarak kapsamamaktadir. Yapilan
bazi calismalar en agresif meme kanseri hlicrelerinde en genis dizeyde OXPHOS
defekti oldugunu, mitokondriyal hasarda malign hcrelerin roli oldugu ve OXPHOS
deregulasyonu ile sonuglandigi goésterilmistir (Chintha vd, 2013). Calismada
kullandigimiz normal meme, metastatik (MDA-MB-231) ve metastatik olmayan (MCF-7)
meme kanseri hiicre hatlarinda éncelikle OXPHOS genlerinin ekspresyonlari mRNA
dizeyinde qRT-PCR ve yeni nesil dizileme yontemleri ile teyit edildi.

mitomiR’lerin kesfi ile bunlarin nukleustan mitokondriye tasinmalari altinda
yatan molekiler mekanizmalarin da kesfedilmesi gerekliligi ortaya ¢ikmistir. Pek ¢ok
farkli tirde yapilan calismalar niiklear kodlanmis RNA’larin mitokondriye tasinmasinin
birka¢ aktarim yolu ile olabilecedi ve cogunun ATP bagiml olarak gerceklesebilecedini
goOstermistir. Bununla birlikte mitokondriyal RNA tasiniminin molekiler mekanizmalari
cogunlukla tiurlere spesifik bir degiskenlik gdsterebilmektedir (Bandiera vd, 2013).
Olgun miRNA’larin yanisira pre-miRNA’larin da mitokondri de bulundugu gosterilmis
olup bu bulgular mitokondriyal miRNA biyosentezi olasilhigini arttirmaktadir (Sripada vd,
2012). Bazi pre-RNA dizilerinin mitokondride islenerek mitokondriyal transkriptler
Uzerinde etki gosterdigi ya da genomik tlrevli mRNA’larla etkilesmek Uzere sitozole
tasinan olgun miRNA’lan olusturdugu dustnilmektedir. Bu sebeple mitokondriyal
islenmis miRNA’larin mitokondriyal fonksiyonlarla iligkili gen ekspresyonunun bazi
transkripsiyon sonrasi regllasyonuna katki saglayabilecegi disunulmektedir.
(Bienertova-Vasku vd, 2013). Bu ¢alismada MCF-10A, MCF-7 ve MDA-MB-231 hicre
hatlarinda sRNA’lar, 6zellikle miRNA’lar, yeni nesil dizileme ydntemi kullanilarak
tanimlanarak mitokondri ile iligkileri saptandi. Bu amacla, tanimli ve novel miRNA
hedeflerinin  mitokondrinin  anahtar rol oynadidi kritik hlcresel yolaklari
dizenleyebilecekleri disliincesinden yola c¢ikarak mtRNA d&rneklerinin kiigik RNA
dizilenmesi sonucu yapilan biyoinformatik analizler ile érneklerdeki tanimli ve tanimli
olmayan muhtemel miRNA dizileri analiz edildi. Her bir hicreden hazirlanmis olan
mtRNA’lardan olusturulan kutiphanelerin analizi sonucu mitokondriyal genom
tarafindan kodlanan 3 adet miRNA (hsa-miR-4461, hsa-miR-4484 ve hsa-miR-4485)
belirlendi. Serial Cloner 2-6-1 programi kullanilarak bu 3 adet miRNA’'nin dizisi
mitokondriyal genom ile eslestirildijinde sirasiyla ND4L, L-ORF ve 16S rRNA genleri

ile homoloji gosterdigi saptandi. Mitokondriyal fonksiyon ve miRNA aktiviteleri arasinda
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dinamik bir iliski oldugu bilinmektedir. Cesitli dokular ve hicrelerden izole edilen
mitokondrilerde miRNA’larin varhdinin yanisira énemli proteinler olan AGO ve Dicer’in
da varliginin da gésteriimesi (Bandiera vd, 2011; Das vd, 2014; Wang vd, 2015)
mitokondri de aktif bir RNAi mekanizmasinin olabilecegini distndirmektedir. Meme
kanseri hicre hatlarinda mitokondriyal genler ile homoloji gdsterdigini saptadigimiz
miRNA’lar ile ilgili olarak yapilan diger arastirmalara gore; 16S rRNA’yl hedefleyen
kromozom 11p15.4’'de lokalize olan hsa-miR-4485’in olasi hedeflerinin timor
olusumunun pek c¢ok basamagini icine aldigi belirlenmistir. Sripada vd (2012) bu
hedeflerin iligkili oldugu yolaklarin timér baskilama, metabolik yeniden programlama,
kanser hicrelerinin migrasyonu ve hicre siklus kontroli ile iligkili oldugunu
biyoinformatik programlar vasitasiyla belirleyerek, hsa-miR-4485’in glikolizi downregdtile
edebilecegi ve meme kanseri hicrelerinin kolonojenik potansiyelini azaltabilecegini
goOstermislerdir. hsa-miR-4484 kromozom 10926.2°de lokalizedir ve hiicrede apoptozun
indiklenmesi ile iligskii MRP3 K12/DLK ile etkileserek AATF’yi reglle ettigi
gosterilmistir. PIBK/AKT gibi sag kalim ve proliferatif yolaklarin hipoaktivasyonu
mitokondriyi de etkileyen kanser baslangicina neden olur. PI3K ayni zamanda miR-
4484’e spesifik bir hedef olarak rol oynamaktadir (Tamaddon vd, 2016). hsa-miR-4461
kromozom 5q31.1°de lokalizedir ve muhtemel hedeflerinden biri nikleofosmin 1
(NPM1) genidir. NPM1 hematopoetik kdk hiicrelerde oksidatif strese karsi koruyucu bir
rol oynayabilir. Yiksek NPM1 ekspresyonuna sahip pek ¢ok kanser hicresi UV ya da
hipoksi indUkli apoptoza daha dayanikhdir (Li vd, 2004). Bunun gibi anti-apoptotik
fonksiyonlar NPM1’in p53’in mitokondriye lokalizasyonunu engelleme kabiliyeti ile
iliskilendirilmistir (Dhar ve St Clair, 2009).

Bu c¢alisma mitokondriyal genom ile homoloji gésteren mitomiR’lerin (hsa-miR-
4484, hsa-miR-4485 ve hsa-miR-4461) disinda niklear genom tarafindan kodlanan
fakat mitokondri fonksiyonu ile iligskilendiriien miRNA’lar da belirlenmistir. Daha
onceden yapilan calismalara gore mitokondri ile iliskili olan ve meme kanseri
hiicrelerinde ekspresyon degisimi saptadigimiz miRNA’lardan hsa-miR-6087 Xg22.3'de
lokalize olup eksosomal bir miRNA'dir (Reza vd, 2016). hsa-miR-7641 ribozomal
proteinlerin regulatéridir ve mitokondriyal proteinleri hedef almaktadir (Reza vd,
2017). hsa-miR-4488 11q12.22de lokalizedir ve TGFB2-OT1 IncRNA’ya baglanarak
CERS1 ve NATS8L gibi otofaji ile iligkili hedeflerin ekspresyonunu regile etmektedir
(Huang vd, 2015). hsa-miR-574-5p 4p14’de lokalizedir ve miyotlplerden izole edilen
mitokondriyal fraksiyonlarda bulunmustur. hsa-miR-7704 2q31.1’de lokalizedir ve
eksozomal bir miRNA'dir (Reza vd, 2016). hsa-miR-664b onkogenik bir miRNA olarak
is gorir ve FOXO4 genini hedeflemektedir. FOXO transkripsiyon faktorleri

mitokondriyal antioksidan enzimleri aktive ederek mitokondriyi korumaktadirlar ve
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mitofajiyi indikleyerek hasarli mitokondrinin yeniden sekillenmesine yardimci olurlar
(Kim ve Koh, 2017). hsa-miR-3651 kromozom 9q22.31’de lokalizedir ve HEK293 ile
HeLA hicrelerinin mitokondrilerinde tanimlanmistir (Sripada vd, 2012). hsa-miR-193b
kromozom 16p13.12°’de lokalize olup oksidatif stres ve mitokondriyal disfonksiyon ile
iliskilendirilmistir (Zhang vd, 2014). hsa-miR-4284 7q11.23'de lokalizedir ve
mitokondriyal orijinli olan nadir miRNA’lardandir. Ana hedef geni olan TRAF4 pro-
onkogenik TGF beta indikli SMAD ve SMAD olmayan sinyali diizenleyen ana
komponenttir (Tamaddon vd, 2016). hsa-miR-25 kromozom 7q22.1’de lokalizedir ve
intraseliler kalsiyum hemostazini dizenler. Apoptozda ve timoérigenezde 6nemli rol
oynayan mitokondriyal kalsiyum dniportu miR-25’in hedefidir (Marchi vd, 2013). hsa-
miR-3960 kromozom 9q34.11°de lokalizedir ve eksozomal bir miRNA’dir. TGFB2-OT1
IncRNA’ya baglanarak CERS1 ve NATB8L gibi otofaiji ile iliskili hedeflerin ekspresyonunu
regile etmektedir (Huang vd, 2015; Reza vd, 2016). hsa-miR-423 kromozom
17q11.2’'de lokalizedir ve HEK293 ile HelLa hicrelerinin mitokondrilerinde
tanimlanmistir (Sripada vd, 2012). hsa-miR-221 kromozom Xp11.3’'de lokalize olup p27
ve p57’yi hedef alarak hiicre siklus progresyonunu ve hilicre g¢ogalmasini regile
ederler. Ayni zamanda hicre membran potansiyeline etki ederek apoptozun
baslamasinda o6nemli rol oynarlar (Zhang vd, 2010). hsa-miR-92a kromozom
13g31.3'de lokalizedir ve Bim’i hedefleyerek apoptozu dizenler (Niu vd, 2012). hsa-
miR-1246 kromozom 2q36.1'de lokalizedir ve HELA hicrelerinden izole edilen
mitokondriyal fraksiyonlarda tanimlanmistir (Bandiera vd, 2011). hsa-miR-1275
kromozom 6p21.31’de lokalizedir ve mitokondri ile iliskili bulunmustur (Bandiera vd,
2011). hsa-miR-663a kromozom 20p11.1’de lokalizedir ve epigenetik olarak regile
edilmektedir. Kompleks |-V ile iliskili solunum zinciri altlinitelerini regile ederek
mitokondriyal fonksiyonu dizenler (Carden vd, 2017). hsa-miR-23a kromozom
19p13.12'de lokalizedir ve olasi hedefleri niklear kodlanmis mitokondriyal kompleks |
altiniteleridir (Prajapati vd, 2014). hsa-miR-320a kromozom 8p21.3’de lokalizedir ve
VDAC1 ekspresyonunu downregule ederek mitofajiyi tesvik eder (Li vd, 2015). hsa-
miR-146a kromozom 5q33.3’de lokalizedir ve mitomiR olarak tanimlanmis olmakla
birlikte hicre yaslanmasi suresinde eksprese oldugu belirlenmistir (Rippo vd, 2014).
(Bu mitomiR’lerin her birinin mitokondri ile olan iligskileri hem elde ettigimiz
fraksiyonunun mitokondri bakimindan zengin oldugunu bir kez daha g6z 6nline sermis
olup hem de bu mitomiR’lerin meme kanseri ile iligkilerinin agiklanabilmesi agisindan
yol gosterici oldukga zengin verileri barindirmasi bakimindan énem arz etmektedir. Bu
arastirmada da, tartisilan arastirmalardaki mitomiR’ler saptandi. Bu sonuglar elde
edilen fraksiyonun mitokondri bakimindan zenginligi ve meme kanseri ile iligkilerinin

aciklanabilmesi bakimindan yol gdstericiydi.
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Mitokondrinin, apoptoz regulasyonunda ©Onemli bir organel olmasi ve
mitokondriyal seramidin bu proseste gbérev almasindan dolayl sfingolipid
metabolizmasinin da mitokondride mi gerceklestigi ya da sfingolipidlerin bu organelde
mi lokalize oldugunun belirlenmesi oldukga o6nemlidir; Sfingolipidler hiicre
membranlarinin yaygin komponentleridir ve intra- ve ekstraselller sinyal yolaklarinda
o6nemli rol oynamaktadirlar (Siskind, 2005). Kisa ve uzun agil-zincir seramidlerinin
mitokondriyal dis membranda blyik protein gegirgen kanallar olusturdugu
gosterilmistir ve bu kanallar endojen seramidler tarafindan olusturulmus ise apoptoz
surecinde proapoptotik proteinlerin salinimini gerceklestirebilmektedirler (Siskind ve
Colombini, 2000). Bir serin/treonin kinaz olan mMmTOR’un mMRNA translasyon
mekanizmasi ile enerji tliketimini ve TFAM, mitokondriyal ribozomal proteinler,
kompleks |-V elemanlari gibi niklear kodlanan mitokondri ile iliskili proteinlerin
sentezini indikleyerek mitokondriyal enerji Uretimini koordine edip mitokondriyal
fonksiyonlari diizenledigi, otofajiyi inhibe ettigi gosterilmistir (Ganley vd, 2009; Morita
vd, 2013). Ayrica, Birgok arastirmada miRNA’larin mitokondride eksprese olduklari ve
mitokondriyal enerji metabolizmasini, apoptoz ve biyogenezini regile ettigini
gOsterilmistir; miRNA’larin  mitokondriyal metabolizmayi etkiledikleri, beyin spesifik
mMiRNA olan miR-338’in COXIV ekspresyonunu regtile ederek mitokondriyal fonksiyonu
etkileyerek mitokondriyal oksijen tiketimi, mitokondriyal metabolik aktivetiyi ve ATP
Uretimini azalttigi (Aschrafi vd, 2008); miR-23a ve 23b’nin glutaminazi hedefleyerek
glutaminaz ekspresyonunu direkt olarak baskiladigini (Gao vd, 2009); miR-15a’nin bir
mitokondriyal i membran tasiyici protein ailesi Uyesi olan endogenous uncoupling-
protein 2 (UCP-2)'nin ekspresyonunu inhibe ederek insuilin biyosentezini dizenledigi
(Bordone vd, 2006); miR-696’'nin peroksizom proliferatér-aktive reseptor gamma ko-
aktivator 1-alfa (PGC-1a)yir hedef alarak mitokondriyal biyogenezi ve yagd asidi
oksidasyon kapasitesini diizenledigi (Aoi vd, 2010); miR-1291, miR-138, miR-150, miR-
199a-3p ve miR-532-5p’nin glukoz tasiyicilari gibi bazi anahtar glikolitik enzimlerin
ekspresyonunu etkiledigi (Macheda vd, 2005); miR-29a, miR-29b ve miR-124’Gn
pankreatik beta hicrelerinde glikoliz sirecinde mitokondri tarafindan salinan
monokarboksilat tasiyicilarindan MCT1 ekspresyonunu regile ettigi (Pullen vd, 2011);
miR-143, miR-126 ve miR-24’in ApolL6’y1 hedefleyerek mitokondriyal lipid
metabolizmasini regiile ettigi (Ye vd, 2013); miR-133 ve miR-107’nin pantotenat kinaz
enzimini upregule ederek (Wilfred vd, 2007), miR-308-3p’nin ise PGC-1B-ERR-y
transkripsiyonel yolagi hedefleyerek TCA déngusuni etkiledigi (Eichner vd, 2010)
calismalarla gosterilmistir. Mitokondri ROS’un temel kaynagidir ve ROS’un pek ¢ok
organda lipid peroksidasyonunu indikledigi gosterilmistir (Kwiecien vd, 2014). ROS

kanser baslangicina eslik edebilecegi gibi, htlicresel proliferasyon, sagkalim,
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anjiyogenez, metastaz, EMT’yi reglile eden dnemli sinyal yolaklarinin aktivasyonunda
ve devamlihiinda ikincil haberci olarak gérev alir. ROS TGF-f3 ile beraber SMAD’lar,
MAPK’ler ve NF-kB’nin dahil oldugu downstream sinyal transdiksiyonun
dizenlenmesinde gorev aldigindan dolayi timérigenez stirecinde TGF-B’nin etkilerine
aracilik edebilecegi disunulmektedir. Ayni zamanda TGF-B hem ROS {retimini
arttirarak hem de antioksidatif sistem aktivitesini azaltarak ROS seviyelerini dizenler
(Tochhawng vd, 2013) Hipoksi durumunda upregile olan pek ¢ok hiicrede miR-210’un
mitokondriyal respirasyonu ve iligkili downstream fonksiyonlari baskiladigi (Chan vd,
2009; Favaro vd, 2010); miR-17/92 kiimelerinin ROS Uretimini arttirarak DNA hasarina
neden oldugu (Ebi vd, 2009) calismalarla gdsterilmistir. Mitokondrinin ETZ’nin 5
bileseninin dahil oldugu oksidatif fosforilasyon aracihigiyla ATP Uretimindeki roll iyi
bilinmektedir. miR-181¢, miR-1, miR-338 ve miR-210'un pek ¢ok proteini hedef alarak
ETZ'yi reglle ettigi (Aschrafi vd, 2008; Li vd, 2012; Das vd, 2012; Barman vd, 2014)
gOsterilmistir. Mitokondri biyogenezinde énem arz eden fisyon-flizyon mekanizmalari
tarafindan basarisiz mitokondriyal tamir prosesi mitofajiyi aktive eder ve kanser,
nérodejeneratif hastaliklar, kardiyovaskuler hastaliklar gibi pek ¢ok hastalik bu dinamik
mitokondriyal davranis ile iligkilidir. Ayrica, mitokondriyal dinamikler apoptoz, otofaji ve
kontraktil disfonksiyonda 6nemli rol oynamaktadirlar. miRNA’lar ve bu mitokondriyal
dinamikler arasindaki iligkilerin arastirildigi calismalarda, miR-15a ve miR-16-1’nin Bcl-
2 ve Mcl1'i reglile ederek mitokondriyal membran potansiyelini bozup sitozole sitokrom
¢ salinimini saglayarak mitokondriyal disfonksiyona neden oldugu (Gao vd, 2010);
kalpte eksprese olan miR-30 ailesi Uyelerinin p53 ve Drp-1 araciliiyla apoptoz ve
mitokondri pargalanmasini regule ettigi (Li vd, 2010); miR-27b’nin miyosit farklilagsmasi
surecinde Foxj3’i downregtle ederek mitokondriyal biyogenezi etkileyebilecedi (Shen
vd, 2016); miR-101, miR-204 ve miR-30a’nin otofaji ile iligkili proteinleri hedefleyerek
otofajiyi dizenledigi (Zhu vd, 2009; Frankel vd, 2011; Xiao vd,2011); miR-761’in
mitokondriyal fisyon faktér (MFF)yi downregiile ederek mitokondriyal fisyonu
baskiladigini (Long vd, 2013) gosterilmistir.

Bu calismada belirlenen mitokondriyal miRNA’lar ile yaptigimiz GO ve KEGG
yolak analizleri sonucu bize hedefledikleri genlerin hangi yolaklar Uzerinde hangi
genleri hedef alarak etki gésterebilecedi hakkinda i1sik tutmustur. miRNA hedeflerinin
GO kategorilerinden p degeri p<0.05 olanlar analiz edilmistir. Buna goére; transkripsiyon
regulasyonu (GO:0006351), gen ekspresyonunun regulasyonu (GO:0010467), strese
yanit (GO:0006950), Hicre 6limi (GO:0008219), biyosentetik proses (G0:0009058),
biyolojik prosesler (GO:0008150) gibi GO terimleri olduk¢a anlamli bulundu.
miRNA’larin diizenleyici yolaklardaki rollerini analiz etmek igin gerceklestiriien KEGG

analizine gbre Hippo sinyal yolagi (hsa04390), proteoglikanlar (hsa0525), tiroid hormon
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sinyal yolagi (hsa04919), FoxO sinyal yolagi (hsa04068), TGF-B sinyal yolagi
(hsa04350), mTOR sinyal yolagi (hsa04150), glikosfingolipid biyosentezi (hsa00601),
alanin-aspartat-glutamat metabolizmasi (hsa00250), kolin metabolizmasi (hsa05231),
PI3K-AKT sinyal yoladi (hsa04151), insilin sinyal yolagi (hsa04910) ile iligkili genlerin
hedefler olabilecegini belirledik. miRNA kiimelerinden yaptigimiz KEGG yolak analiz
sonucuna gore ylksek iliski saptanan Hippo sinyal yoladi, hicre proliferasyonu ve
apoptozu dizenleyerek doku gelisimi ve rejenerasyonunu kontrol etmektedir (Pan,
2010; Halder ve Johnson vd, 2011; Yu ve Guan 2013) ve son yillarda memeli
hicrelerinde mitokondriyal fonksiyon ile arasinda iligki oldugu, Opa1 ve Mnf2 gibi
genlerin transkripsiyonel olarak upreglilasyonunu saglayarak mitokondriyal flizyon ve
bélinme oranlarini arttirdiyi saptanmistir (Nagaraj vd, 2012; Ohsawa vd, 2012; Sing
vd, 2014; Watt vd, 2017).

Ayrica calismada kiugik RNA dizileme analizi ile hicrelerden hazirlanan
mitokondriyal fraksiyonlarda pek ¢ok sRNA populasyonunun dagilimi belirlendi.
Mitokondri ile iligkili RNA’larin dizilenmesi tRNA, snRNA ve snoRNA gibi gesitli SRNA
populasyonlarinin da varhigini dogrular niteliktedir. Bu popllasyonlarin iliskilerinin
saptanmasi hem mitokondrinin bu sRNA’larin biyogenezlerindeki rollerini hem de
mitokondriyal fonksiyonlarin dizenlenmesindeki rollerinin agiklanmasina yardimci
olabilecektir. snRNA ve snoRNA'lar sitoplazmadan sub-niklear bolgelere
tasinmaktadirlar ve snoRNA'lar miRNA’ya benzer sekilde islenmekte olup ribozomal
biyogenez roli disinda miRNA’ya benzer fonksiyon gostermektedirler (Matera vd,
2007). snoRNA’larin mitokondri ile iliskisi, mitokondriyal ribozom toplulugu, RNA
modifikasyonlari ve miRNA benzeri fonksiyonlardaki rolleri agisindan daha ayrintili
sekilde ele alinmalidir. srpRNA’lar ile iliskisi de ayrica mitokondrinin mitokondriyal
hedef proteinlerin translasyonu ile iligkili olabilecedi disinilmektedir. Bu bulgular daha
sonra snRNA, snoRNA ve srpRNA’nin mitokondri ile iliskili olabilecegini gdsteren,
mitokondriyal transkriptomu aciklayan bir galismada ayrintili sekilde ele alinmistir
(Mercer vd, 2011). Bu calismada meme kanseri hiicre hatlarinda miRNA’larin yanisira
snRNA ve snoRNA’larin varligini gostermekle birlikte ayrica piRNA’lart da
mitokondriyal fraksiyonlarda gosterildi. piRNA’lar genellikle germline hicrelerde
eksprese olmalarina ragmen farkli somatik hicrelerde de piRNA’larin varhgi
gosterilmeye baslanmistir (Yan vd, 2011).

miRNA’larin mRNA degredasyonu ve translasyonu Uzerindeki rolleri olduk¢a
anlasiimistir. miRNA’larin gen regllasyonunda énemli rolleri oldugunun gdsterilmesinin
ardindan; mitokondri, eksozomlar ve p cisimcikleri gibi subselller bélimlerin de
miRNA’lar ile iligkilileri ile ilgili arastirmalar (Leung, 2015) dikkat cekicidir.

Mitokondrideki miRNA’larin varligi, mitokondriyal genom tarafindan kodlanmis
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transkriptlerin regllasyonununda rolleri oldugunu gostermektedir. Mitokondride miR-
181c¢’nin varhi@r ve ventrikiler kardiyak hiicrelerinde mitokondriyal genom tarafindan
kodlanan transkriptlerde farkli olarak regule edildigi gdsterilmistir (Das vd, 2014). Bu da
mitokondriyal miRNA’larin hiicre tipine 6zgu olabilecegi ve intraselller icerikler
tarafindan reglle edilebilecedini gostermektedir. Kardiyak-spesifik mitomiR’lerin kesfi,
memeye spesifik olarak da tanimlanabilecek olasi mitomiR’lerin varligi ile ilgili bir 1s1k
olmustur ve rollerinin belirlenebilmesi icin daha fazla calismaya ihtiya¢c vardir.
miRNA’larin mitokondriyal transport mekanizmalarinin da aydinlatilmasiyla hicresel
hemostazin regilasyonunda miRNA’larin 6nemi de ortaya konulabilecektir.

Bu calismada; veri tabaninda tanimlanmis miRNA’larin  yanisira,
tanimlanmamig potansiyel miRNA dizilerinin analizi sonucu mitokondri genomunda
8293-8364 nolu bolge ile homoloji gosteren 1 adet dizi saptandi. Ayrica 1., 2., 3., 5. ve
8. kromozomdan kodlanan, L-ORF, MT-TK (TRNK), ND5, ND4L gen bdlgeleriyle
homoloji saglanan yeni novel miRNA dizileri de belirlendi. Bu da bize tanimli
miRNA’larin yanisira novel miRNA dizilerinin de olasi mitomiR’ler olabilecedi ve meme
kanseri ile iliskilendirilebilecegi hususunda bir 6ngéri sagladi. Bu miRNA'lar
mitokondriyal genomdan ya da nlklear genomdan kodlanmis olabilirler. Daha ileri
calismalarla potansiyel miRNA dizileri Uzerine yogunlasiimasi ve yeni mitomiR’lerin

tanimlanmasi 6nemli katkilar saglayabilir.
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6. SONUC

Meme kanseri hicrelerinde mitomiR’leri tanimlamayi amacladigimiz calismamizda
elde etti§imiz sonuglar; meme kanseri hiicre dizisi drneklerinde hem mitokondriyal hem
de niklear genom ile homoloji gbésteren miRNA’larin bulunmasi; mitomiR’lerin
mitokondriyal genom tarafindan da kodlanabilecegi kanisini uyandirmaktadir. Bu
miRNA’larin meme kanseri hicrelerinde fonksiyonunun arastiriimasi, meme kanseri
progresyonu uzerine olasi etkilerini belirleyebilmek agisindan oldukga 6nemli olacaktir.
Bu bakimdan, meme kanserinde mitokondriyal miRNA’lar ile ilgili calismamizdan elde
edilen bulgularin yeni arastirmalara énemli katki saglayacadi ve onculik edecegi
kanisindayiz. Calismamizda;

1. Mitokondiyal genler ile homoloji gésteren 3 miRNA (hsa-miR-4484, hsa-
miR-4485, hsa-miR,4461) belirlendi.

2. mitomiR’lerin dnemli hiicresel yolaklarla (GO ve KEGG) iligkisi gorulda.

3. Mitokondri, miRBase’de tanimli olan miRNA’larin yanisira novel miRNA
dizileri de varligi saptandi.

4. Mitokondri genomu ile homoloji gésteren 10 novel miRNA dizisi gdzlendi.
Mitokondride, miRNA’larin yanisira piRNA, snRNA, snoRNA vb. diger
kicuk RNA tirleri de belirlendi.

Sonug olarak; ¢calismamizda, meme kanseri hiicre dizisi mitokondrilerinde miRNA’larin
ve diger kugiuk RNA tirlerinin varh@inin belirlenmesi agisindan énemli bulgulara
ulasildi. Ayrica, yolak analizleriyle mitokondriyal ve nlklear kodlanan miRNA’larin
mitokondri fonksiyonu Uzerine etkileri bulunan énemli yolaklar ile iligkili genleri hedef
aldiklarinin belirlenmesi ile sonrasinda yapilabilecek ileri g¢alismalar igin 6n veri
saglandi. ileriki caligmalarda, tanimh miRNA’larin yanisira novel miRNA’larin
potansiyel hedefleri belirlenerek iliskilendirilebilecekleri yolaklarin da analiz edilmesi ile
literatire dnemli katkilar saglanabilecektir. Mitokondride lokalize olan veya iliskili olan
miRNA’larin insan saghgi ve hastaliklar Gzerine etkilerinin ve biyolojik dnemlerinin
aydinlatilabilmesi i¢in daha fazla ¢alismaya ihtiyag¢ vardir. Bu g¢alismalar tani, tedavi ve

klinik hedeflerin belirlenebilmesi agisindan da biyik 6nem tagimaktadir.
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