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OZET

Meme Kanserli Hastalardan Alinan Kan Orneklerinde miR-126 Gen Ekspresyon
Diizeyinin Incelenmesi

Amag: Bu c¢alismada, kanserde etkisi arastirilmakta olan miRNA’lardan miR-126’nin
meme kanserindeki etkisini ortaya koymak amaglanmistir. Béylece meme kanserinin
teshis, tan1 veya tedavisinde Kkullanilip kullanilamayacagi hakkinda bilgi
edinilebilecektir.

Kapsam: Meme kanseri, akciger kanserinden sonra, diinyada goriilme siklig1 en yiiksek
olan kanser tipidir. MikroRNA’lar(miRNA), hedef genlerin ekspresyonunu diizenleyen,
gelisme, farklilasma, hiicre ¢ogalmasi, apoptoz ve stres cevaplart gibi fizyolojik ve
patolojik iglemlerin cesitliliginde rol oynayan kii¢iik diizenleyici RNA molekiilleridir.
Epidermal biiylime faktoriibenzeri 7 (egfl7) genininintron 7 béliimiinde yer alan miR-
126, vaskiiler endotelyal biiyiime faktor (VEGF) sinyal iletimini, anjiyogenezi ve
vaskiiler biitiinliigii diizenleyerek damar gelisiminde rol almaktadir. Omurgalilarda,

egfl7 geni biyolojik olarak aktif miRNA’lar1 (miR-126) kodlar.

Yontem: Bu caligmada meme kanseri goriilmeyen saglikli 15 kisiye ait kan Ornegi
(kontrol) ve meme kanseri goriilen 15 hastanin kan 6rnegi alindi. Toplanan kanlardan
mononiiklear hiicreler ayristirilarak, bu hiicrelerden total RNA elde edildi. Elde edilen
RNA’lar revers transkripsiyon ile cDNA’ya doniistiiriilerek gercek zamanli polimeraz

zincir reaksiyonunda (Real-Time PCR) gen ekspresyonlari belirlendi.

Bulgular: Bu ¢alisma sonucunda miR-126 gen ekspresyon seviyesi meme kanserli
hastalarda, kontrol grubuna gore 6énemli derecede diisiik bulunmustur. Bu nedenle miR-
126’nin meme kanserinde baskilayict 6zellige sahip olabilecegi diisiiniilmiistiir. Bu

sonucun desteklenmesi i¢in daha ileri ¢alismalara ihtiyag¢ vardir.

Anahtar Kelimeler: Meme kanseri, miR-126, Real Time-PCR, gen ekspresyonu



SUMMARY

Investigation of miR-126 Gene Expression in Blood Samples Taken From Breast
Cancer Patients and Healthy People

Aim: In this study, we exhibit possible effects of miR-126 gene expression levels on
breast cancer. We will have information about whether to use miR-126 as a marker of

diagnosis or treatment in breast cancer.

Content: Breast cancer is the most seen cancer type after lung cancer. MicroRNAs
(miRNA) are the small regulator RNA molecules which regulate target genes
expression and take part in various physiologic and pathological processes such as
differentiation, proliferation, development, apoptosis and stress response. miR-126 is
located in intron 7 region of epidermal growth factor like 7. miR-126 gene takes part in
vascular endothelial growth factor (VEGF) signaling, angiogenesis and regulating
vascular integrity of vessel development. In vertebrates, egfl 7 gene encodes

biologically active miRNAs (miR-126).

Method: In this study we have taken blood sample from 15 normal (healthy)
individuals as a control and 15 breast cancer patients. Mononuclear cells and total RNA
was obtained from collected blood. Total RNA was converted to cDNA by reverse
transcription and than gene expression was examined by using Real Time Polymerase
Chain Reaction (Real-Time PCR).

Results: As a result of this study, gene expression levels of miR-126 in breast cancer
patients, compared with control group, were found significantly lower. Therefore, we
thought that miR-126 has tumor suppressor effects in breast cancer. Further studies are

needed to confirm these results.

Key Words: Breast cancer, miR-126, Real-Time PCR gene expression
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1. GIRIS VE AMAC

Kanser latince "yenge¢" anlamina gelir. Yengec¢ diigmanini kistirdiktan sonra
uzun, disli kollariyla sikica tutar ve yavas yavas kemirerek yer. Bu nedenle, tedavi
edilmedigi takdirde insami giderek zayiflatip halsiz diisiiren ve sonunda o6ldiiren bu
hastaliga "kanser" adi verilmistir (60). Kanser hiicrelerinin analizi hemen her zaman
degisime ugramis tek bir hiicrenin biiylimesiyle tiimdrlerin olustugunu gdstermektedir.
Kanser, hiicre kontrol mekanizmalarma yanit veren normal hiicrelerin bu
mekanizmalarin kontroliinden ¢ikmasiyla, sinirsiz olarak biiyiiyebilen ve viicudun diger
dokularina saldiran hiicrelerin olustugu hastalik grubudur. Kanser olgusunun baslangici,

bu proteinleri kodlayan genlerden birinin mutasyona ugramasina dayanmaktadir (52).

Meme kanseri, akciger kanserinden sonra, diinyada goriilme sikligi en yiiksek
olan kanser tipidir. Her sekiz kadindan birinin hayatinin belirli bir zamaninda meme
kanserine yakalanabilecegi bildirilmektedir. Erkeklerde de goriilmekle beraber, kadin
vakalar1 erkek vakalarindan yliz kat fazladir. Meme kanseri siit lireten ya da siit tagiyan
dokulardaki hiicrelerden koken alir (31). Meme kanserinin yaklasik % 80’1 siit (laktifer)
kanallarin epitel tabakalarindan kdken alir. Laktifer kanallardaki epitel hiicre tabakalar
Ostrojen reseptoriine sahiptir ve meme tiimorlerinin yaklasik % 50-85°i Ostrojen
reseptorii igerir. Alfa (o) ve beta (B) olmak tizere iki tip Ostrojen reseptorii vardir. o
reseptorii Ostrojene B reseptoriinden daha fazla baglanma yetenegine sahiptir. f
reseptOrii, o reseptoriiniin fizyolojik diizenleyicisi olarak rol oynar. Normal meme
dokularina oranla saldirgan (invaziv) tiimorlerde o reseptoriiniin ekspresyonu f3
reseptoriinden daha fazladir. Bu bulgular gelisen meme tiimorlerindeki olasi risklerde ve
dokularin Ostrojene duyarliligini belirlemede reseptorler arasindaki ayarin 6nemli
oldugunu gostermektedir. Ostrojen bagimli tiimérlerin ¢ogu antidstrojenik tedaviden

sonra (antiostrojen olan tamoksifen ile tedaviden sonra) geriler (31).

Hastaligin tanisinda bireylerin kendisini elle muayene etmesi Onemlidir, rutin
kontroller ve 40 yasin lizerinde yilda bir kez mamografi ¢ektirilmesi onerilir. Memede

kitle saptandiginda kanser olup olmadigini1 anlamak i¢in biopsi yapilir. Meme kanseri

1



tedavi sansi yiiksek kanserlerdendir, en sik tedavi sekli cerrahidir (47). Meme
kanserinin cerrahi tedavisinde genellikle meme dokusunun tiimii alinir. Koltuk alt1 lenf
bezleri de c¢ikartilarak yayilma olup olmadigi incelenir. Eger kanser yayilmigsa

radyoterapi yada kemoterapi uygulanir (61).

Kiiciik RNA’lar (sRNA), ¢ift sarmal RNA’lardan (dsRNA) olusan 19-28
niikleotid uzunlugunda, kodlama yapmayan RNA’lardir. Bazilarinin, mRNA’larin bir
pargasi ya da genomun transkripsiyona katilmayan ama DNA’nin biiyiik bir bolimiinii
Olusturan intergenik alanlarindan oldugu disiiniilmektedir. En onemli goérevleri gen
aktivasyonunu degistirmek veya azaltmak amaciyla kullanilan bir teknik olan gen
susturulmasinda rol oynamalaridir (18). Kiiglik RNA’lardan mikroRNA (miRNA)’lar ve
kiigiikk engelleyicit RNA (small interference/short interference, siRNA)’lar iyi
tanimlanmistir. miRNA ve siRNA’lar biyokimyasal ve fonksiyonel olarak ayirt
edilemediklerinden orijinlerine gore ayrilirlar. miRNA’lar dsRNA’larin sa¢ tokasi
(hairpin) sekilli prekiirsorlerinden elde edilirken, siRNA’lar uzun dsRNA’lardan olusur
(18).Sentezlendikleri yerlere bakildiginda ise siRNA’lar canlinin kendi hiicrelerinden
elde edilebildigi gibi (endojen kaynakli), disaridan herhangi birbakteriofaj ya da viriis
genomundan kaynaklanarak hiicrelerde (ekzojen kaynakli) girip hiicrede gen
susturmasini uygularlar. Oysaki miRNA’lar sadece endojen kaynaklidir. Her iki
kodlamayan kiigiik RNA’da da transfeksiyon yapilmasinin yani sira siRNA’lar
transpozon ve vektorler (bakteriofaj veya viriisler)tarafindan da ekzojen olarak viicuda
girebilirler. siRNA’lar gen susturulmasinda rol alirlar ve bdylece susturulan gen
eksprese olamaz. miRNA’lar hedef hiicrelerde etkiledikleri gen bdlgelerini susturmayip
direkt ekspresyonlarini etkilemektedir. Bu nedenle miRNA’larin kanserin tani ve
tedavisinin arastirilmasinda da kullanilabilirken, siRNA’larin sadece tedavi amacl

kullanilabilecegi diistiniilmektedir (46, 54).

MikroRNA’lar (miRNA), hedef genlerin ekspresyonunu diizenleyen, gelisme,
farklilagsma, hiicre c¢ogalmasi, apoptoz, stres cevaplar1 gibi fizyolojik ve patolojik
islemlerin ¢esitliliginde 6nemli rol oynayan kii¢iik diizenleyici RNA molekiilleridir (4,

14, 16, 25, 33, 36, 42-44, 50, 53, 56, 67, 72, 73).miRNA’lar, 18-29 niikleotid



uzunlugunda olup Drosha ve Dicer adi verilen endoniikleazlar tarafindan sag¢ tokasi
seklindeki prekiirsorlerden iki asamada gergeklesen bir mekanizmayla olusurlar. Bu
miRNA’lar translasyonel baskilanma ve mRNA parcalanmasi mekanizmalarini

kullanarak hiicre farklilagsmasi ve gelisiminde rol oynarlar (4, 12, 14, 33, 39, 42, 56, 67).

Su ana kadar 1048 miRNA tanimlanmistir ve bu miRNA’larin genlerde kodlanan
tim proteinlerin yaklasik % 30’unu diizenledigi belirlenmistir. Cogu miRNA’nin,
normal ve kanserli dokular arasinda farkli sekilde eksprese edildigi bildirilmektedir.
Ornegin; aym miRNA meme ve pankreas kanserlerinde farkli ekspresyon miktari
gosterebilmektedir. miRNA ekspresyon profilleri kanserin tant ve tedavisinde
kullanilabilecek bir ara¢ potansiyeline sahiptir. Yapilan gen ekspresyonu ¢aligmalarinda
hem mRNA hem de miRNA ekspresyonlarina bakildiginda, normal ve kanserli
orneklerdeki mRNA ekspresyonunda herhangi bir degisim goriilmezken, miRNA
ekspresyonunda normal oOrneklerde artma goriiliirken, kanserli Orneklerde azalma
goriilmektedir. Bu nedenden dolayr, miRNA’larin ekspresyon profilleri, taninin
dogrulanmasi ve siiflandirilmasinda mRNA’lardan daha etkili sekilde kullanilabilir

(36).

Mikro RNA 126 (miR-126), hedef hiicrelerdeki mRNA’nin 3’UTR bdlgesinde
bulunan hedef genleri baskilar. Apoptozun erken evresinde hiicreler birlesme
bolgelerinden ayrilir, 6zellesmis ylizey organellerini kaybeder ve belirgin sekilde
biiziiliir, hacimlerinin 1/3’tinii kaybederek apoptotik vezikiilleri olustururlar. Saglikli
hiicrelerde fosfatidilserin plazma zarinin i¢ yiizeyinde bulunur. Saglkli hiicrelerin
tersine, apoptotik hiicrelerde plazma zarinin dis yiizeyinde bulunan fosfatidilserin
fagositik hiicrelerin apoptotik hiicreleri tanimasi ic¢in bir sinyal olusturur. Fagositik
hiicrelerin reseptorleri fosfatidilserine baglanir ve fagositozu uyarir. Apoptotik
vezikiillerin ylizeyinde bulunan ve fagositler i¢in “ye beni” sinyali iireten fosfatidilserin
eksozomlarin yiizeylerinde eksprese edilir.Hiicreler arasi miRNA tasinmasi1 sadece
eksozomlarla degil, ayn1 zamanda apoptotik vezikiiller kullanilarak da saglanabilir
Boylece ortama disaridan verilen miR-126, yabanci bir bilesen gibi goriilmeyip yikim

mekanizmalarindan kagabilir.Bu nedenle mikroRNA’lar fagositoza ugramadan kanda



serbestce dolasir. Kanda dolagarak baska bir hiicreye tasinan miRNA tasindigi hiicrede

de hedef geni baskilar ve hiicrenin kanserlesmesini engeller(53).

mMiR-126 ayn1 zamanda vaskiiler sistemde de rol almaktadir ve epidermal biiyiime
faktorii benzeri 7’nin (egfl7) intron 7 boliimiinde yer almaktadir (53).Epidermal biiyiime
faktorii benzeri 7 (egfl7) genine yerlesen miR-126, vaskiiler endotelyal biiyiime faktorii
(VEGF) sinyal iletimini, anjiyogenezi ve vaskiiler biitlinliigiinii diizenleyerek damar
gelisiminde rol almaktadir. Omurgalilarda, egfl7 geni biyolojik olarak aktif miRNA’lar1
(miR-126) kodlar (16).

Caligmamizda saglikli insanlarla karsilagtirildiginda, meme kanserinde miR-126
ekspresyonunun durumunu belirlemek hedeflenmistir. Elde edilen veriler 1s181nda, miR-
126 ekspresyon seviyesinin kanserde azalis gosterdigi kanisina varilmistir. Buradan
yola ¢ikarak ilerleyen donemlerde hastalara lipozomlar gibi molekiiler vezikiiller
kullanilarak, uygulanan kanser tedavi yoOntemleri arasinda miRNA’larin da
uygulanabilecegi  diisiiniilmektedir. Ayrica meme kanserinde miR-126 gen
ekspresyonlarin1 belirlenerek bunun teshis ve taniya yonelik kullanilabilecegi de
thtimaller arasindadir. Biitiin bu bilgilerin ortaya konmasi i¢in ileride yapilacak ayrintili

caligmalara ihtiyag vardir.



2. GENEL BILGILER

2.1 Nikleik Asitler

Yapilarinda C, H, O, N ve P bulunan niikleik asitler deoksiriboniikleik asit (DNA)
ve riboniikleik asit (RNA) olmak iizere iki gesittir. Ilk defa Isvegli biyokimyaci
Friedrich Meischer tarafindan ¢ekirdekte kesfedildikten sonra hiicrenin diger
kisimlarinda da varhigi gosterilmisti. DNA ve RNA yapilarinda bulunan seker

molekiillerine gore adlandirilmistir (6).

2.1.1 Niikleik Asitlerin Yapisinda Bulunan Molekiiller

Niikleik asitler yalniz kalitsal bilgiyi tasiyan makromolekiiller olmakla kalmayip
bu bilgiyi proteinlere aktarmaktan da sorumludur. Bir polipeptidin sentezinden sorumlu
deoksiriboniikleik asit (DNA) pargasina gen ad1 verilir ve proteinlerin primer yapilari ile
ilgili bilgiyi DNA molekiilii tagimaktadir. Hiicrede bulunan diger bir niikleik asit olan
RNA ise protein sentezinden sorumlu olup, kalitsal bilginin taginmasina katilmaz.
Niikleik asitlerin yapisinda temel olarak 3 farkli molekiil yer almaktadir. Bunlar; 5 C’lu

sekerler, azotlu bazlar ve fosfat gruplaridir (24).

2.1.1.1 Sekerler

Sekerler, niikleik asitlerin ana omurgast boyunca yer alan iinitelerdir. Bes
karbonlu pentozlardir. DNA yapisinda deoksiriboz sekeri, RNA yapisinda riboz sekeri
yer alir. Sekerler arasindaki baslica fark 2 nolu karbon atomuna bagli -OH grubundaki

oksijenin deoksiriboz sekerinde eksik olmasidir (24).

2.1.1.2 Bazlar

Niikleik asitlerin yapisinda yer alan bazlar iki gruba ayrilir. Bunlar pirimidin ve
plrin bazlaridir. Piirin ve pirimidin bazlar1 15181 250-280 nm’de absorbe ettiklerinden,

niikleotidlerin kantitatif analizleri yapilabilmektedir (24).



2.1.1.2.1 Pirimidin Bazlar

Bu bazlar bir halkada siralanan dort karbon ve iki azot atomundan yapilmis temel
iskelete sahiptir. Pirimidin bazlari, sitozin, timin ve urasildir. Sitozin hem DNA hem de
RNA vyapisinda; urasil sadece RNA’da, timin ise sadece DNA yapisinda bulunur.
Yapilarindaki numaralama iskeletin alttaki azotunda baslar, saat isleyisinin ters yoniinde

devam eder (6).

2.1.1.2.2 Piirin Bazlari

Karbon ve azot atomlarindan kurulu iki halka seklinde temel bir iskelete sahip
olan bazlardir. Birinci halka pirimidin iskeleti ile aynidir. Buna eklenen iki azot ve bir
karbon atomu ikinci halkayr meydana getirir. Pirinlerin halkasal yapisindaki
numaralama pirimidin halkasindaki ii¢ nolu azotta baslar ve saat isleyisinin aksi

yoniinde devam eder.

Piirin bazlar1 adenin ve guaninden olugmaktadir. Her ikisi de hem DNA’da hem
de RNA’da bulunmaktadir. Ayrica nadir de olsa; ksantin, hipoksantin ve {irik asit de

niikleik asitlerin yapisinda yer alabilmektedir (6).

2.1.1.3 Nikleozidler

Niikleik asitlerin temel yapisinda baz, seker ve fosfat gruplari yer alir. Bes
karbonlu sekerin bir nolu karbon atomuna bir piirin ya da primidin baz1 baglaninca
niikleozidler meydana gelir(72). Seker ve bazlar arasindaki baga B-N-glikozidik bagi
denir. Bazlarin riboza baglanmasiyla riboniikleozidler, deoksiriboza baglanmasiyla ise
deoksiriboniikleozidler meydana gelir. Niikleozidler yapilarindaki bazlarin adi ile
isimlendirilir. Ornegin; adeninniikleozidi adenozin timinniikleozididir yani timidindir

(6).
2.1.1.4 Nikleotidler

Niikleozid yapisinda yer alan bes nolu karbon atomuna bir fosforik asit ilavesiyle
niikleotidler (niikleotid monofosfat) meydana gelir (6). Fosfat grubu {iglincii ve besinci
karbonlara ayn1 anda baglaninca halkasal fosfat tiirevleri olusur. Niikleotidlere iki veya

tic fosfat grubu baglanirsa sirasiyla niikleotid difosfat ve niikleotid trifosfat adini alirlar.
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Di ve trifosfatlar ¢esitli enzimatik reaksiyonlar ile hidrolize olarak enerji kaynagi gorevi

yaparlar (72).

2.2 Nikleik Asitler ve Poliniikleotidler

Genellikle 50 veya daha az sayida niikleotid igeren polimerler oligoniikleotidleri,
daha ¢ok sayida niikleotid i¢eren niikleik asitler ise poliniikleotid olarak isimlendirilir
(72). Bir niikleotiddeki sekerin 5’- karbonuna bagli fosfat grubunun -OH’i ile diger
niikleotiddeki sekerin 3’-OH grubu arasinda bir fosfodiester bagi olusur. Bu sekilde
niikleotidlerin fosfodiester baglariyla birbirlerine baglanmalariyla uzun poliniikleotid

zincirler ortaya ¢ikar (7).

2.3 Niikleik Asitlerin Karsilastirmasi

Niikleik asitlerden DNA ve RNA arasinda bazi farkliliklar bulunmaktadir.
Ormegin; DNA’nin yapisinda deoksiriboz sekeri bulunurken, RNA nin yapisinda riboz
sekeri bulunur. DNA’nin yapisinda bulunan adenin, guanin, sitozin ve timin bazlarina
karsilik RNA’nin yapisinda adenin, guanin, sitozin ve urasil bulunur. Yani DNA’daki
timin’in yerini RNA’da urasil almaktadir. DNA hemen hemen her zaman ¢ift sarmal
yapida bulunur. Istisna olarak bazi viriislerdeki DNA tek dallidir. RNA ise genellikle
tek dallt olup, bazi durumlarda 6rnegin; tRNA’nin bazi kisimlarinda ¢ift sarmallidur.
DNA her zaman kalitsal bilgiyi tasiyan molekiil olarak gérev yapar. RNA ise, yapisal
gorev yapar, ayrica protein sentezinde genetik bilginin DNA’dan proteine
aktarilmasinda da araci rol oynar. Bununla birlikte, ¢ok nadir hallerde, niikleik asidi
RNA olan virlislerde, kalitsal bilgiyi tasiyan bir molekiil olarak da gorev yapar.
DNA’da adenin sayis1 timine, guanin sayisi ise sitozine esittir, RNA’daki bazlar

arasinda bdyle bir oran yoktur (20) (Tablo 2. 1).



Tablo 2.1. DNA ve RNA Arasindaki Farklar (20 nolu kaynaktan degistirilerek alinmigtir)

DNA RNA
Seker birimi Deoksiriboz Riboz
Yapisi Cift zincirli Tek zincirli
Karakteristik pirimidin Timin Urasil
zinciri
Tipleri A BveZ m, t, r, hn, sn, si ve miIRNA

2.3.1 DNA molekilii

Kalitsal materyalin kesinlikle DNA oldugu anlasildiktan sonra DNA’nin yapisini
anlamak icgin cesitli arastirmalar yapilmustir. 1953 yilinda Cambridge Universitesi’nde
calisan Amerikal1 genetik¢i James D. WATSONve ingiliz fizik¢i Francis H.C. CRICKo
giine kadar ortaya konan bilgileri degerlendirerek bugiin de gegerliligini siirdiiren
DNA’nin ii¢ boyutlu yapisina ait bir model 6nermislerdir. Bu modeli agiklarken Watson
ve Crick iki onemli bilgi kaynagimi kullanmiglardir. Bunlardan ilkinde; Erwin
CHARGAFF niikleik asitleri meydana getiren 4 bazi (adenin, guanin, sitozin ve timin)
farkli DNA kaynaklarindan elde ederek Ol¢miis ve adenin miktarinin daima timine,
guanin miktarinin da sitozine esit oldugunu belirtmistir. Ikinci kaynak Maurice
WILKINS ve arkadaslar1 ile kismen Rosalind FRANKLIN’in DNA ile yaptigi X—
1sinlart kristallografi calismalaridir. Bu arastiricilar DNA’nin sarmal yapisini ortaya
koymus ve linear haldeyken molekiiliin ¢apmin 2 nm (20 A°), iki baz siras1 arasindaki
mesafenin 0.34 nm ve DNA’nin bir doniisiiniin 3.4 nm oldugunu ve bir doniise yaklasik
10 bazin s13digin1 belirtmislerdir. Biitiin bu bilgilerin 15181 altinda Watson ve Crick’in
ileri siirdligli modele gore: ¢ift zincirden meydana gelen DNA bir eksen dogrultusunda

sag el cift sarmali meydana getirir (24).

DNA’nin bu iki sarmali birbirine antiparalel olarak devam eder. Yani zincirlerden
birinin 3' ucu ve digerinin 5' ucu ayni tarafta bulunur. DNA’nin omurgasini olusturan,
hidrofilik 6zellige sahip seker ve negatif ytiklii fosfat iiniteleri ¢ift sarmalin disa bakan
yiiziinde ve kendilerini saran su molekiillerine doniiktiir. Hidrofobik 6zellige sahip olan
plrin ve pirimidin bazlar1 ise ¢ift sarmalin ice bakan yiiziinde ve ana eksene dik olarak

yer alir. Cift sarmalin ¢ap1 2 nm (20 A°)’dur. Birbirini takip eden bazlar 36° doniis
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gostererek dizilir ve 10 bazin arka arkaya gelmesi ¢ift sarmalin bir tam doniis
yapmasina neden olur. Bir tam doniiste ¢ift sarmalin boyu 3.4 nm (34 A°) uzar ve her
baz 0.34 nm’lik (3.4 A°) bir boy artis1 saglar. DNA’nin iki zinciri bir eksen boyunca g¢ift
sarmal meydana getirir. Ancak belirli baz ciftleri 20A° ¢apindaki ¢ift sarmalm igine
sigar. Eger karsi karsiya duran bazlardan biri piirin ise digeri mutlaka pirimidin

olmalidir. Cilinkii iki piirin bu yap1 igin biiyiik, iki pirimidin ise kiigiiktiir (24).

DNA ¢ift sarmalimi baslica iki kuvvet bir arada tutar. Bunlardan birincisi
birbirinin komplementeri olan bazlar arasindaki hidrojen baglari, ikincisi ise sarmalin
icindeki korunmus kisim ile sarmalin disinda ve oldukg¢a polar 6zellige sahip kisim
arasindaki hidrofobik etkilesimdir. Cift sarmalin omurgasini olusturmada gorev alan
fosfat gruplari pH 7.0’de negatif yiikliidiir ve bu nedenle de nétr pH’da DNA molekiilii
kuvvetli asidiktir (24).

2.3.2 RNA Molekiilii

Adenin, sitozin, guanin ve urasil bazlarmi igeren riboniikleotidlerdir. RNA
genomuna sahip bazi viriisler hari¢ tutuldugunda, biitiin RNA molekiillert DNA i¢inde
uzun siireli depolanmis bilgiden meydana gelmektedir. RNA bazi viriisler (gift zincirli
RNA viriisleri) ve fajlar hari¢ tutuldugunda tek zincirli bir poliniikleotidtir. Kimyasal
yap1 olarak DNA’ya ¢ok benzemektedir ve hiicredeki kararlilifina bakilirsa DNA’dan
daha az kararlidir. RNA hiicredeki genetik bilgi transferini saglayan tiim asamalari
kapsayan islemlerde biiyiik bir dneme sahiptir. DNA’daki bilgi transkripsiyon ile
RNA’ya aktarilir ve sonrasinda RNA’ya aktarilan bilgileri translasyon ile proteinleri
meydana getirir. Okaryotik hiicrelerde transkripsiyon ¢ekirdekte, translasyon ise

sitoplazmada olmaktadir (8).

RNA molekiilii de DNA gibi 260 nanometre (nm) dalga boyundaki mor &tesi
(ultraviyole) 1sikta en iist diizeyde emilim verir. RNA da DNA gibi bazik boyalarda
boyanir. RNA molekiilii kimi 6zel durumlar disinda tek dallidir. Temel olarak 3 tip



RNA vardir. Ayrica bu 3 temel RNA’ya ek olarak small niiklear RNA (snRNA) ve
heterojen RNA (hnRNA) da bulunmaktadir (8).

2.3.2.1 Haberci RNA (mRNA)

Haberci RNA, mRNA, c¢ekirdekte kromozomun aktif 6kromatin bolgesinden
sentezlenir. MRNA sentezlenirken ¢ift dalli DNA’nin (dSDNA) sarmali ¢6ziiliir ve kalip
gorevi yapan DNA dalinin karsisinda RNA polimeraz enzimi yardimiyla mRNA
molekiili sifrelenerek yazilir. Boylece TUglii niikleotidler halinde mRNA zinciri
olusturulur. mRNA’daki ti¢lii sifreye kodon denir. mRNA, DNA karsisindan ayrilir ve
bu arada agilmis bulunan DNA sarmal boliimii tekrar kapanir. Sentez sirasinda RNA
polimeraz enziminden baska, aktive edilmis onciil molekiiller ve Mg"" iyonlarina
ihtiyag vardir (24).

MRNA zinciri DNA’dan ayrildiktan sonra niikleustan ¢ikarak ribozomlara gelir ve
ribozomun kiiciik alt birimine baglanir. DNA iizerindeki genetik bilginin, mRNA
molekiiliine aktarilmasina yazilma (transkripsiyon), mRNA’dan protein molekiilii

sekline dondiiriilmesine de ¢eviri (translasyon) denir (6).

Genetik bilginin DNA’dan RNA’ya bundan da proteine aktarilmasi seklinde
ortaya ¢ikan bu akis yolunu Francis CRICK, 1956 yilinda, santral dogma olarak
adlandirmistir. Bu kurama gore; DNA kendi kendine ¢ogalir ve RNA’ya kaliplik yapar,
RNA da protein sentezini saglar. Proteinden DNA’ya doniis olmamaktadir (24) (Sekil2.
1).

A Revers Transkripsiyon

Transkripsiyon Translasyon )
DNA————— D (RNA———— > PROTEIN

(yazilma) (Ceviri)

]

- ————— %

RINA Replikaz 4

Sekil 2.1. Santral Dogma (24 nolu kaynaktan degistirilerek alinmustir)
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Ancak virtislerle yapilan arastirmalar, RNA molekiillerinin DNA’ya kaliplik
yaptig1 gostermistir. Bunu saglayan enzime revers transkriptazadi verilmektedir. Bu
olaya ornek olarak Raus sarcoma virilisiinii verebiliriz. Bu viriis sahip oldugu revers
transkriptaz enzimi sayesinde kendi RNA’sin1 kalip olarak kullanarak DNA sentezi
saglamaktadir. Yine bazi E. coli suslarinin sahip olduklart RNA replikaz enzimi
sayesinde kendi RNA’larin1 kalip olarak kullanarak yeni RNA’lar ve bunlar aracilifiyla

da protein sentezledikleri anlasilmistir (6).

Hershley1952 yilinda, E.coli’nin T2 bakteriofaj1 ileenfeksiyonunda ¢ok hizli bir
RNA yikiminin yaninda ¢ok hizli bir RNA sentezinin de oldugunu gosterdi. Ciinkii faj,
enfekte ettigi bakterinin metabolizmasini kendi proteinlerini iiretecek sekilde
degistirmekteydi. Hizli iretilen RNA pargast 1961 yilindaMONAD ve JACOB
tarafindan mRNA olarak adlandirildi (8).

mRNA’nin ge¢ kesfedilmesinin bazi nedenleri vardir. Bunlardan biri hiicre
DNA’sinin biiyiik bir kismi1 protein olusumunu kodlamakla beraber, sentezlenen mRNA
hiicredeki tiim RNA’nin ancak % 5’1 kadardir. mRNA’nin yikimindan bir seri enzim
sorumludur. Poliniikleotidfosforilaz araciligiyla mRNA, serbest niikleozidlere
kolaylikla yikilir. Bu enzim interfaz evresinde mRNA’nin tekrar tekrar kullanimini
kontrol eder. Baska bir 6zelligi ise, hiicre eger bir islev i¢in programlanmamis ise
meydana gelecek mRNA’lar da degisik 6zelliklerde olacaktir. Clinkii her biri degisik bir
proteinin sentezini yonetecektir. Yapilan cesitli kromatografik g¢alismalarla bir¢ok
mRNA c¢esidi belirlenmistir. mRNA’nin kalip aldigt DNA bir bireyin tiim hiicrelerinde
aynidir. Bununla beraber dokularda hattaayni hiicre icinde farkli mRNA’lar iiretilir.
Ayrica, mRNA, DNA’y1 kalip almasina karsilik, baz dizilimi DNA’ninki ile aym
degildir. Clinkii DNA’nin tiimii kalip olarak kullanilmaz, ancak belirli bolgeleri kalip
olarak kullanilir. Bu nedenle mRNA ile DNA arasinda ancak bdolgesel bir benzerlik
bulunur (8).

Yapilan c¢aligmalar hemen hemen biitiin 6karyotik mRNA’larin monosistronik

oldugunu, yani sadece bir protein zinciri sentezledigini ortaya koymustur. Buna karsilik
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prokaryot mRNA’lar1 polisistroniktir, yani birka¢ polipeptid zincir sentezlerler.
Okaryotik mRNA’lar protein sentezi icin tek baslama bdlgesine sahipken prokaryotik
mRNA’lar birka¢ tane baslama ve sonlanma noktasina sahiptir. Bu 6zellik onlarin

boyuna da yansir, bu yiizden prokaryotik mRNA daha uzundur (24).

2.3.2.2 Tasiyic1 RNA (tRNA)

MRNA tizerindeki niikleotid dizisi ile sentezlenmekte olan protein zincirindeki
amino asit dizilimini birbirine baglayan bir adaptér molekiiliin bulunmas1 gerekir. Bu
molekiiller baz1 amino asitlere 6zel olarak baglanma yeteneginde olduklari i¢in tastyici
RNA (tRNA) olarak adlandirilir. tRNA’lar kendilerine 6z olduklar1 amino asitin adiyla
amlirlar. Ornegin: Glisine 6z tRNA, tRNAglisine yada kisaltilmis olarak tRNAgly
olarak yazilir (24).

tRNA molekiilleri nisbeten kiiciik molekiiller olup yaklasik 70-80 niikleotid
uzunluktadir. Bir 6ncii molekiiliin ¢ekirdekte islenmesi ile olusurlar. tRNA molekiilleri,
mRNA niikleotidlerindeki bilginin 6zel aminoasitlerce taninmasinda adaptor
olduklarindan ve hiicrede de dogal olarak 20 cesit amino asit bulundugundan, her
hiicrede, en az 20 gesit tRNA molekiilii vardir. Cekirdekte sentezlenen tRNA’nin primer
yapisi, bir yonca yapragini andiracak sekilde 3 boyutlu olarak kivrilarak olgunlagir.
Aldig1 son sekil Watson—Crick baz eslesmesinde 4 kollu olarak tanimlanir. Bu 4 koldan
ticli halka seklinde sonlanir (Sekil 2.2) (6).

Amino asit (akseptdr) kolu, tRNA’nin 3’ ucunda ¢ikinti yapan CCA dizisiyle
sonlanan, karsilikli olarak eslesmis bazlardan ibaret kistimdir.Amino asitlerin tRNA’ya
baglandigi bolgedir. Amino asitler karboksil gruplart (-COOH) ile tRNA’nin 3’
ucundaki adeninin hidroksiline (OH) baglanirlar (8).

Bazlarin karsilikli olarak eslesmis oldugu bir bolgenin ucundaki halkasal yapidaki
antikodon kolu, mRNA’daki kodonu tanir. Dolayistyla bu bolge kodona tamamlayici
olan bir niikleotid dizesine sahiptir. Kodon ve antikodon baglanmalarinda Watson-Crick

tarafindan Onerilen ve birbirinin tamamlayicisi olan bazlarin ¢iftler olusturmasi prensibi
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s6z konusudur. Kodonlardaki iiclii bazlar, antikodonda antiparalel yonde devam eder
(24).

D Kolu, dihidrotiridin bazinin varligindan dolayr bu ismi almaktadir. Amino
asitlerin tRNA molekiillerine baglanmalarin1 saglayan amino agil sentetaz enzimini

tanir. T\yC Kkolu, T, pseudoiiridin (y) ve C icermektedir. Ribozomu taniyan koldur (20).

3OH .
Sundnocisit
a=p akseptar kolu= aa Koln

S
)

Anfikodon Kolu

TYC Kalu

Sekil 2.2.Tasiyict RNA'nin (tRNA) Yapisi (20 nolu kaynaktan degistirilerek alinmistir)

2.3.2.3 Ribozomal RNA (rRNA)

Ribozomlarin yapisinda % 60 oraninda rRNA ve % 40 kadar protein bulunur.
rRNA her zaman ribozomu olusturan proteinlere bagli olarak bulunur. rRNA’nin gérevi
ribozomun olusmasim saglamaktir. Cekirdek¢igi olusturan 13, 14, 15, 21 ve
22 kromozomlarin satellit saplarindaki DNA, rRNA kodlayan genleri tasir. Transkribe
olan bu genlerin olusturdugu 45S rRNA, prekiirsor rRNA’dir. Bu 45S prekiirsor
rRNA’dan 5.8S, 18S ve 28S’lik rRNA’lar olusur. Bunlara sitoplazmadan gelen
ribozomal proteinlerin de katilmasiyla cekirdekgikte biiyiik bir riboniikleoprotein
kompleksi meydana gelir.Bu kompleksten 18S’lik rRNA ayrilarak ribozomun kiigiik alt
birimini, diger 5.8S ve 28S rRNA ile ¢ekirdekten gelen 5S rRNA da biiyiik alt birimi
olusturur.Cekirdek¢ikteki heniiz olgunlagsmamis bu alt birimler c¢ekirdege gegerek

olgunlasir ve ¢ekirdek porlarindan da sitoplazmaya gecerler(6).
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2.3.2.4 Heterojen RNA (hnRNA)

Cekirdekte bulunur. Molekiiler agirligi fazla olan mRNA onciileridir. Diger
deyimle oncii mRNA heterojen RNA (hnRNA)’dir. Kesip ¢ikarma (splycing) olayinin
gerceklestirilmesinde etkili olan intronlar1 yapilarinda tasirlar. Intronlarin ¢ikartilip,
geriye kalan ekzonlarin birlestirilmesiyle mRNA’lar1 olusturmak i¢in tiretilirler. hnRNA
sitozolik RNA’da bulunan dizileri igerir (6-8, 20, 24, 72). Proteinlerle kompleks
yaparak heterojen cekirdek riboniikleoprotein partikiilleri (hnRNP) olarak adlandirilan
yapilar1 olusturur. hnRNP molekiillerinin sadece %25 kadart mRNA’ya ¢evrilir. Bunlar
arasindan mRNA’ya cevrilenlerde, riboniikleotid dizilerinin olduk¢a 6nemli bir miktari
kesilip ¢ikarilir ve geri kalan pargalar translasyondan Once birlestirilir. Bu olay
okaryotlarda, parcali genler (split genler) ve kesip ¢ikarma ve tekrar birlestirme (splays)
olarak adlandirilir (8).

2.3.2.5 Small Niiklear RNA (snRNA)

Yalnizca cekirdekte bulunur. Uridin bakimidan zengindir ve alt: tipi vardir (Ul-
U6), herbirinde 100-215 niikleotid bulunur.RNA kesilmesi ile iligkilidir. Proteinlerle
kompleks  yaparak  kiiglik  ¢ekirdek  riboniikleoproteinleri ~ (small  nuclear
ribonucleoproteins; snRNP, snurplar) olustururlar (8). Ul’in snRNA’s1 intronun 5’-ucu
ile homolog olan bir niikleotid dizisi i¢erir. Bu homoloji nedeniyle meydana gelen baz
eslesmesi, kesip ¢ikarma ve tekrar birlestirme yapana mekanizmasinin (splaysozom) ilk
basamagini olusturup baglanmayi kolaylastirir (12-17). U2, U4, U5 ve U6 katilimu ile
kesip ¢ikarma (splicing) islemi baslar (8).

2.4 Kodlamayan RNA Tipleri

Kiicik RNA’lar (sRNA), ¢ift sarmal RNA’lardan (dsRNA) olusan 19-28
niikleotid (nt) uzunlugunda, kodlama yapmayan RNA’lardir. Bazilarinin, mRNA’larin
bir pargasi ya da genomun transkripsiyona katilmayan ama DNA’nin biiyiik bir
boliimiinii olusturan intergenik alanlarindan oldugu diistiniilmektedir. En Onemli
gorevleri gen aktivasyonunu degistirmek veya azaltmak amaciyla kullanilan bir teknik

olan gen susturulmasinda rol oynamalaridir. Kiicik RNA’larin kesfedilmesiyle bu
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molekiillerin hiicrede hedeflenen bir genin susturulmasini saglayan ve tetikleme yoluyla
calisan bir mekanizma olan RNA interferans (RNAI), co-supresyon ve post
transkripsiyonel diizenlemeler gibi kavramlar ortaya ¢ikmistir. Co-supresyon, bir genin
iki allelinden herhangi birinin dominant olmadig1 her iki allelin de esit miktarda ¢alistig1
es baskilamadir. RNA’lar sentezlendikten sonra 5° ucunda 7-metil guanozin sapka
olusumu, poli A kuyrugunun takilmasi ve herhangi bir protein kodlamayan intronlarin
uzaklastirilmas:t  gibi  sonradan  yapilan  degisiklikler ~ post-transkripsiyonel

diizenlenmelerdir (18).

Kigiik RNA’lardan mikroRNA (miRNA)’lar ve kiiciik engelleyici RNA (small

interference/short interference, siRNA)’lar iyi tanimlanmustir.

miRNA ve siRNA’lar biyokimyasal ve fonksiyonel olarak ayirt
edilemediklerinden orijinlerine gore ayrilirlar. miRNA’lar dsRNA’larin sa¢ tokasi
(hairpin) sekilli prekiirsorlerinden elde edilirken, siRNA’lar uzun dsRNA’lardan olusur
(18).Sentezlendikleri yerlere bakildiginda ise siRNA’lar canlinin kendi hiicrelerinden
elde edilebildigi gibi (endojen kaynakli), disaridan herhangi bir bakteriofaj ya da viriis
genomundan kaynaklanarak hiicrelerde (ekzojen kaynakli) girip hiicrede gen
susturmasini uygularlar. Oysaki miRNA’lar sadece endojen kaynaklidir. Her iki
kodlamayan kiicik RNA’da da transfeksiyon yapilmasinin yani sira siRNA’lar
transpozon ve vektorler (bakteriofaj veya viriisler) tarafindan da ekzojen olarak viicuda
girebilirler. siRNA’lar gen susturulmasinda rol alirlar ve bdylece susturulan gen
eksprese olamaz. miRNA’lar hedef hiicrelerde etkiledikleri gen bolgelerini susturmayip
direkt ekspresyonlarini etkilemektedir. Bu nedenle miRNA’larin kanserin tani ve
tedavisinin arastirilmasinda da kullanilabilirken, siRNA’larin sadece tedavi amacl
kullanilabilecegi diisiiniilmektedir (46, 54).Ilk kesfedilen kiiciik RNA miRNA’dur.
miRNA’lar ve siRNA’lar arasindaki farklar Tablo 2. 2’de 6zetlenmistir. Hem siRNA’lar
hem de miRNA’lar hedef genlerin ekspresyonunun diizenlenmesinde gorev alirlar

(Tablo 2. 2) (46, 54).
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Tablo 2.2.MikroRNA ile siRNA Arasindaki Farklar (46 ve 54 nolu kaynaktan degistirilerek alinmigtir)

Ozellik miRNA SiRNA
: : Ekzojen veya
Sentezi Endojen RNA i
Endojen RNA
o ] RNA Bagimlh
Sentez enzimi RNA Polimeraz Il )
Polimeraz
Translasyonun mRNA’nin
Esas Etki Mekanizmasi
Baskilanmasi Yikilmast
Normal Homeostazda islevi* Var Var
Kanser Tan1 ve Prognozunda Kullanimi1 Var Yok
Arastirma ve Tedavi Amaciyla Kullanimi Var Var

*Homeostaz: Hiicre dis1 gerceklesen olaylar karsisinda hiicrenin kendi metabolizmasini koruma

egilimidir.

2.4.1 Kiiciik Engelleyici RNA (Short Interfering/Small Interference, siRNA) ve

Olusum Mekanizmasi

Hiicrelerde RNAi mekanizmasint uzun dsRNA’lar baslatirken ¢ofu deneysel
caligmalarda etki edici molekiiller olarak siRNA’lar kullanilmaktadir (46). SIRNA’lar
uygun mRNA yikimi i¢in rehber RNA olarak gorev alirlar. Dicer enziminin niikleaz
aktivitesi ile dsRNA’lar, 5'- fosfat ve 3’- hidroksil uglara sahip ve 3’- hidroksil
uclarinda 2- 3 niikleotidlik ¢ikinti bulunan 21- 23 niikleotid uzunlugunda siRNA’lara
pargalanirlar (Sekil 2.3) (54). siRNA’nin bu yapisal 6zelligi RISC kompleksine
baglanmasi ve RNAi mekanizmasinin sonraki asamalar1 i¢in Onemlidir. siRNA’lar
homolog bir genin anlatimini (ekspresyonunu) hedef genin mRNA’simin yikimini
tetikleyerek, hedef genin mRNA’sinin translasyonunu engelleyerek ya da
transkripsiyonu  baslatan bolgede (promotdrde) geni sessizlestirici kromatin
degisimlerini tetikleyerek engellerler (46, 54). RISC kompleksi bir siRNA tarafindan
cekirdek icindeki siRNA ile tamamlayicilik iligskisi  gOsteren  bdlgelere
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yonlendirilir.Kompleks o bolgelerdeki genlerin promotdrlerinin etrafindaki kromatini
degistirecek proteinleri oraya toplar.Bu degisim o genlerde transkripsiyon yapmamasina
(sessizlesmesine) yol acar (54).Herhangi bir siRNA 6zel bir mRNA’nin bir bolgesini
hedefledigi zaman, genelde ayn1t mRNA’daki komsu bolgeleri hedefleyen ek siRNA’lar
retili. RNA’ya bagimli RNA polimeraz original siRNA tarafindan mRNA’da

toplandiktan sonra bu ek RNA’larin {iretiminde rol oynar (54).

Transpozon, Transfekte edilmis
gen, viriis, heterokromatik

DNA
Uzun Zincirli =~
[ — ]
RMNA

> DICER >

R
Dicer E— P o—
Kesim P
Uriinii ﬂ | |
RISC RISC

RISC iCINDEKI OLGUN siRNA

Sekil 2.3. siRNA Olusumu (54 nolu kaynaktan degistirilerek alinmustir)

2.4.2 Mikro RNA (miRNA) ve Olusum Mekanizmasi

MikroRNA’lar (miRNA), hedef genlerin ekspresyonunu diizenleyen, gelisme,
farklilasma, hiicre ¢ogalmasi, apoptoz, stres cevaplar1 gibi fizyolojik ve patolojik
islemlerin ¢esitliliginde 6nemli rol oynayan kiigiik diizenleyici RNA molekiilleridir (14,
17, 18, 33, 44, 46, 67, 74).ilk miRNA 1993’te Caenorhabditis elegans’m genetik
gorlintiillenmesi sirasinda kesfedilmistir. Ambros ve arkadaslar1 tarafindan 22 niikleotid
uzunlugundaki bu RNA molekiilii ile iliskili olan bir gen bularak, bu gene lin-4 adini
vermislerdir. Bu arasgtirmada kesfedilen lin-4 geninden iiretilen pre-lin-4 olgun miRNA
olusturma basamaklarindan gecerek mikro RNA halini alip, lin-14 mRNA’nin 3’

ucunda bulunan 3’-UTR bdlgesine baglanarak onun ekspresyonunu baskilar.
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miRNA’lar, 18-29 niikleotid uzunlugunda olup Drosha ve Dicer adi verilen
endoniikleazlar tarafindan ile sac¢ tokasi seklindeki prekiirsorleriden iki asamali bir
mekanizmayla olusurlar.Bu miRNA’lar translasyonel baskilanma ve mRNA

parcalanmasi1 mekanizmalarin1 kullanarak hiicre farklilasmasi ve gelisiminde rol

oynarlar (4, 9, 12, 14, 33, 39, 42, 67).

miRNA’lar genellikle mRNA’nin doniistiiriilmeyen 3’ bolgesine (3° UTR)
baglanarak translasyonunbaskilarlar ya da mRNA’y1 yikarlar (4). Boylece miRNA’lar
translasyon proteinlerine ya mRNA’lar1 inhibe ederek ya da mRNA molekiillerinin
yikimma sebep olarak etki ederler. miRNA’lar translasyonun endojen inhibitorleri
olarak gorev yapmasiyla immun sistemdeki gen ekspresyonunun &nemli
diizenleyicileridirler(25). Farkli miRNA’lar, farkli mRNA’lar1 hedefler ve hedef 6zelligi
miRNA ve mRNA molekiilleri arasindaki dizi komplementerligi ile belirlenir
(53).miRNA’larin her tiiriiniin yiizlerce farkli mRNA’y1 hedef aldigina inanilir (14,
53).miRNA’larin serum ve plazmada bir biyomarker olarak bulunusu kandan taninin

yapilabilmesi igin yeni bir kaynak olusturmustur (14, 44).

Mikro RNA’lar (miRNA), sa¢ tokasi yapisinda (hairpin) RNA 0Onciilerinden
(prekiirsorlarindan) yapilir.ilk olarak endojen genden (gekirdekteki c¢ift zincirli
RNA)RNA polimeraz Il (canli tiirine gore RNA polimeraz Il de bulunabilir)
yardimiyla primer miRNA (pri-miRNA) olarak transkribe edilir.Daha sonra RNA
polimeraz Il enzimi olan Drosha ile Kkesilip prekiirsor miRNA (pre-miRNA)
olusur.Kesim islemlerini takiben Exportin V tasiyici zar proteinlerinin sistemiyle
sitozole gecip, Dicer ile kesilip miRNA olusur. Son olusan miRNA 21-25 nt
uzunlugunda olup simetrik bir yapidir (Sekil 2. 4) (9, 48, 53).
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Sekil 2.4. miRNA’nin olusumu ve hiicre iginde izledigi yol (25 nolu kaynaktan degistirilerek alinmigtir)

Cift zincirli RNA (dsSRNA)’nin, miRNA/mMiRNA* (*: komplementer miRNA)’dan
olustugu one siiriilmektedir. Iki RNA zincirinden herhangi biri, olgun miRNA’y1
olusturmak i¢in RNA indiikleyen susturma kompleksine (RNA Induced Silencing
Complex, RISC) girerken (rehber zincir), diger zincir (yolcu zincir) RISC
kompleksindeki argonat 2 proteinine (Ago2) baglanir ve Ago 2’nin endoriboniikleaz
aktivitesi tarafindan yikilir. Iki zincirden herhangi biri rehber zincir olabilir.RISC, ya
hedef mRNA molekiilleri iizerine olgun miRNA vyiikleyerek rehberlik yaparya

mRNA’nin yikimina neden olur ya da translasyonunun baskilanmasina neden olur (25).

RISC, kisa ¢ift zincirli RNA molekiillerinden olusan RNAi’lerin (SIRNA ve
miRNA) islenmesinden sorumlu olan bir multiprotein kompleksidir. RISC kompleksi
(yaklasik 500 kDa), endoriboniikleaz etkisine sahip proteinlerden olusur. Argonat 2
proteinleri,trans aktive eden RNA baglayan protein (Trans-activated RNA Binding
Protein, TRBP) ve cift zincirli RNA baglayict protein olan PKR Kkinazin aktivitor
proteininden (PACT) olusur (Sekil 2.5) (49). Argonat 2, RISC’in katalitik merkezinde
tamimlanmistir. Bu kompleks miRNA biyogenezi i¢in gereklidir. RISC proteinleri,
miRNA’lar, hedef miRNA’lar ve diger proteinler P veya GW yapilar1 (P ve GW Body)
olarak adlandirilan, lipid ya da lipozom kaynakli sitoplazmik yapilarin iginde

bulunurlar(35). RISC, protein sentezini saglayarak gen ekspresyonunun susturulmasini
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saglamaktadir.siRNA’nin tek bir zinciri ya da miRNA dupleksi bir riboniikleoprotein
efektér kompleksine (RISC) dahil olur. RISC, kalip RNA ile mRNA arasindaki
komplementerlikten kaynaklanan hedef mesajlar1 tanimlar veya hedef mRNA’nin

endoniikleolitik yikimiyla ya da translasyonel baskilamayla sonuglanir (Sekil 2. 5) (55).

KESIM MEKANIZMASI ALTERNATIF MEKANIZMA
dsRNA Pre-miRNA O
-~ TRBP
( DICER o TRBP " picer
S ma A
m DICER iSLEMI/RISC'E
— — GECIS _ _
I&ﬂﬁ ] ~ AGO2
ﬁ
H
;ﬁ?{;gfm YOLCU ZiNCiRiN
s UZAKLASTIRILM
AGO2 _ AGO2
_,_,I,_r RISC AKTIVASYONU _,_T_r
TRANSLASYONUN
mRNA YIKIMI BASLAMASI ve mRNA
YIKIMI

Sekil 2.5. RISC kompleksinin yapisi ve mRNA yikimindaki roli (55 nolu kaynaktandegistirilerek
alimistir)

Aragtirmalar Dicer’in post transkripsiyonel gen susturulmasindaki o6zelliginin
sadece siRNA ve/veya miRNA olusumunun baslangi¢ fazinda degil ayn1 zamanda da
efektor fazinda da olabilecegini gostermektedir. Ayrica pre-miRNA islemi ve RISC
fonksiyonel olarak eslesmistir ve ATP’ye ihtiya¢ duymazlar. Argonat proteinleri RNAI
efektor kompleksinin bilesenleridirmiRNA ve siRNA biyokimyasal bilesikler olmasina
ragmen, RISC’e giren RNA’larin hepsi argonat proteinlerine baglanir ve benzer
yollarda susturulmalari tanimlanir. RISC, {irlinlerin salinmasi igin ATP’ye ihtiyag
duymayan bir enzimidir. Tim niikleotid analoglari RISC aktivitesinde artis
gostermektedir. RISC aktivitesi, tuz titrasyonuyla Olgiilebilir ve 80 mM’dan
160mM’akadar olan KCI kosullarinda RISC aktivitesi degismez. Niikleotidlerin ¢oklu
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fosfat pargalarinin bulunmasi1 RISC aktivitesini hizlandirir.RISC aktivitesi NaCl igeren

reaksiyonlarda degismez ve diizenleyici etkileri fosfat pargalariyla alakalidir (21).

Gegtigimiz birkag yilda, kanser hiicrelerinde miRNA’larin 6nemi tanimlanmistir
(14). Kanserlerde yer alan miRNA genlerini yoneten genomik ve gen ekspresyonlari
calismasinda genetik olarak kanserli fareler kullanilmistir (44). Normal ve kanserli
dokulardaki miRNA ckspresyon ¢alismast miRNA  ekspresyon kaliplarini
aciklamaktadir (44). Timor hiicrelerinin az miktarda farklilasmasi ya da yiiksek oranda
cogalmasi tlimorgenez sirasinda miRNA seviyelerinin azaldigin1 gostermektedir, bu da
bazi ¢ogalma ya da hayatta kalma avantajlar1 saglamaktadir (44). mMIRNA
ekspresyonunun diizenli kontrolii, hiicresel mekanizmanin korunmasi i¢in onemlidir.
Son zamanlarda, riboniikleaz hem plazma hem de serumda bulunmasina ragmen, hiicre
dis1 miRNA’lar saglikli insanlarin ve hastalarin kaninda dolasir. Dolasan miRNA’larin
cogu apoptotik yapilar, mikrovezikiiller ya da eksozomlar gibi sabit yap1 olan lipid ya
da lipoprotein komplekslerinin iginde bulunur (14). mMIRNA ekspresyonunun
sekillenmesi kullanigli bir tanm1 ve prognostik arac¢ olarak kullanilmasi 6nemli sekilde
artmaktadir ve ¢ogu calismaya gore; miRNA’larin ya bir onkogen ya da bir timor
baskilayict olarak kullanilabilecek olmasi nedeniyle onemli oldugu diistiniilmektedir
(14, 16, 25, 44).

Su ana kadar 1048 miRNA tanimlanmistir ve bu miRNA’larin genlerde kodlanan
tim proteinlerin yaklagik %30’unu diizenledigi belirlenmistir. Cogu miRNA’nin,
normal ve kanserli dokular arasinda farkli sekilde eksprese edilmistir. Ornegin; ayni
mIiRNA meme ve pankreas kanserlerindefarkli ekspresyon miktart gosterebilmektedir.
miRNA ekspresyon profilleri kanserin tan1 ve tedavisinde kullanilabilecek bir arag
potansiyeline sahiptir (36, 37). Yapilan gen ekspresyonu ¢alismalarinda hem mRNA
hem de miRNA ekspresyonlarina bakildiginda, normal ve kanserli 6rneklerdeki mRNA
ekspresyonunda herhangi bir degisim goriilmezken, miRNA ekspresyonunda artma ve
artis goriilmektedir. Bu nedenden dolayi, miRNA’larin ekspresyon profilleri, taninin

dogrulanmas1 ve simiflandirilmasinda mRNA’lardan daha fazla kullanilmaktadir

(36,37).
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2.5 Kanser ve Olusum Sekilleri

Kanser latince "yenge¢" anlamina gelir.Yenge¢ diismanini kistirdiktan sonra uzun,
disli kollariyla sikica tutar ve yavas yavas kemirerek yer.Bu nedenle, tedavi edilmedigi
takdirde insami giderek zayiflatip halsiz diistiren ve sonunda Oldiiren bu hastaliga

"kanser" ad1 verilmistir (60).

Diinya saglik orgiitiiniin verilerine gore kanserin goriilme sikligi Danimarka'da
binde {i¢iin iizerinde, Cekoslovakya, Bat1 Almanya, italya ve Ingiltere'de binde 2.5-3
arasi, Fransa, Polonya, Macaristan ve Dogu Almanya'da 2-2.5 arasi, Romanya'da da
1.5-2 arasindadir. Tiirkiye'de ise kanser goriilme sikli§i, en az yiiz binde 120 olarak

bildirilmistir. Bu da yilda en az 75 bin yeni kanser hastasi anlamina gelmektedir (21).

Kanser, basit bir ifadeyle kontrolsiiz hiicre cogalmasi olarak tanimlanabilir.Kanser
hiicreleri, biyolojik olarak kontakt inhibisyondan kagabilme, bdliinebilmek i¢in dig
uyaranlara (ligandlara) gereksinim duymama, c¢ogalmay1 baskilayict sinyallere
duyarsizlik, apoptozdan kagabilme, anjiogenezi uyarabilme ve metastaz yapabilme
Ozelliklerine sahiptir (22, 56). Kanser, hiicre kontrol mekanizmalarina yanit veren
normal hiicrelerin bu mekanizmalarin kontroliinden ¢ikip, kontrolsiiz olarak
biiyliyebilen ve viicudun diger dokularina saldiran tiimérlerin olustugu bir hastaliklar
grubudur. Karsinogenez; homeostatik "feedback" mekanizmalara yanit veren normal
hiicrelerin bu mekanizmalarin kontroliinden ¢ikip, kontrolsiiz ve spontan olarak
biiyiiyebilen ve komsu dokulara invazyon yapabilen hiicre sekillerine donligmeleridir
(65). Kanser tek bir hastalik gibi goriinse de gercekte hiicre ve dokular etkileyen
karmasik bir hastalik grubudur. Kanserin genetik ile baglantili olabilecegi diisiincesi
20.ylizy1lin basinda ortaya atilmis ve bu diislince kanser arastirmalarinin kaynagi olarak

rol oynamustir (13, 32).

Diger birgok hastalik gibi insan kanserlerinin etiyolojisinde de genetik ve gevresel
faktorler birlikte etkilidir. Giintimiizde molekiiler kanser biyolojisi {izerine kaydedilen

ilerlemeler; onkojenik virlisler, gen aktariminda yeni yontemler ve hiicresel
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yollarin(fiziksel, kimyasal ve viral karsinogenez mekanizmalar) anlagilmasini saglayan
calismalarla gergeklesmektedir (45). Kanser, siirekli ¢ogalarak asirt miktarda artan hiicre
sayisinin normal olarak gerceklesen uygun miktarda hiicre kaybiyla dengelenememesi
sonucu gerceklesir. Kanser hiicreleri invazyon yaparlar ve organizmanin organlarini
hasara ugratirlar. Kanser hiicreleri koken aldiklart normal hiicrelere gore daha kisa
zamanda 6lmelerine ragmen yeni hiicre olusumu o kadar hizlidir ki, sonucta hiicreler
devamli birikir. Bu dengesizlik (asir1 hiicre birikimi), hem kanser hiicrelerindeki genetik
anormalliklerden hem de organizmanin bu hiicreleri tanimada ve yok etmedeki

basarisizligindan dolayidir (51).

2.5.1 Kanser Hiicrelerinin Ozellikleri

2.5.1.1 Klonal orijin

Cogu kanser hiicresi bir anormal hiicreden dogar. Bazi kanserler ise birden
fazla sayida malign klonlardan dogabilir. Bu klonlar ya bir saha hasari (field defect)
sonucu (dokunun birden fazla sayida hiicresi karsinojene maruz kalmasiyla) ya da

bazi genlerdeki kalitimsal hasarlar sonucu olusurlar (Tablo 2. 3) (5).

2.5.1.2 immortalite

Cogu normal hiicrenin boliinme sayist simirhidir. Kanser hiicreleri ise simirsiz
sayida  boliiniirler ve ¢ok miktarda hiicre olustururlar.  Immortalitenin
mekanizmalarindan biri kromozomlarin uglarinda bulunan telomerlerdir. Hiicre
farklilagirken, ¢ogu normal hiicre tipinde telomerler gittikce kisalir. Fakat, kanser
hiicrelerinde ve kok hiicrelerde telomerler telomeraz enziminin etkisiyle yenilenirler.Bu
enzim normal olarak hiicreler farklilagirken bir taraftan programh bir sekilde azalir.
Tamamiyla farklilagmis bir hiicre istirahat (senesens) durumuna girer ve sonunda
cogalma kapasitesini yitirdiginden Oliir. Oysa, birgok kanser tipinde telomeraz
etkinligini siirdiiriir veya aktive edilir. Sonugta da, telomerlerin uzunlugu sabit kalir ve

hiicre sinirsiz sayida ¢ogalir (5).
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2.5.1.3 Genetik instabilite

Bu durum, DNA tamirindeki ve DNA uyumsuzluklarini (mismatch) tanimadaki
defektlerden dolayidir ve kanser hiicrelerinin heterojen olmasina yol acar. Kanser
hiicreleri ¢ogalma kontrol mekanizmalarina gittikge daha az yanit veren klonlar
olustururlar. Bu klonlarin ortamlarda yasama yetenegi de gittikce artar ve bdylece

metastaz yaparlar (5).

2.5.1.4 Kontakt inhibisyonun ve substratuma tutunarak biiyiime
ozelliklerinin kaybi

Kiiltiir ortaminda biliyliyen normal hiicreler, hiicrelerin normalde yapistig
substratuma yapisamazlarsa boliinemezler. Kontakt inhibisyon, normal hiicreler ¢ogalip
tizerinde biytdikleri tiim ylizeyi tek tabaka halinde (monolayer) doldurduklarinda
(konfluent hale geldiklerinde) da boliinme ozelliklerini kaybederler. Hatta besiyerleri
boliinmeleri i¢in gerekli tiim biiyiime faktorleri ve diger besin elemanlarini bulundursa
bile boliinmezler. Kanser hiicreleri ise, yar1 kat1 bir besiyerinde substratuma yapigsmaya
gereksinim duymadan bagimsiz olarak bdoliinmeye devam edebilirler. Hatta, hiicre

kiiltirlerinde birden fazla tabaka olussa bile biiyiimeye devam edebilirler (5).

2.5.1.5 Cogalmanin biiyiime faktorlerinden ve besinlerden bagimsiz olarak
devamh artis1

Bu durum kiiltiir ortamindaki kanser hiicrelerinin bir 6zelligidir. Kanser hiicreleri
beslenmeleri i¢in gerekli besin faktorlerini tiikketmelerine ragmen bilyiimeye devam
ettiklerinden aslinda kendi kendilerini 6ldiirmektedirler. Bulunduklar1 ortamdaki besin
miktarinin azalmasi onlarin c¢ogalmasini durdurmaz, besin azalsa bile cogalirlar.
Ortamlar1 doku degilde bir kiiltiir ortam1 oldugu i¢in kendiliginden besin iiretimi

olmadigindan hiicreler besin eksikliginden kendilerinin 6liimiine yol agarlar (5).

25.1.6 Metastaz

Metastaz, kanser hiicrelerinin goc ettikleri mikrogevrelerindeki hiicrelerin
farklilasarak onlara katilmasiyla olusur. Bir tiimor mikroskobik ve makroskobik

ozellikleri ile nispeten sessiz kabul edildiginde yani lokalize kalacagi, diger bolgelere
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yayllmayacagi diigiiniiliirse "benign" oldugu soylenir. "Malign" olarak degerlendirilen

timor ise komsu yapilara ya da uzak bolgelere yayilan 6liime yol agan tiimordiir (5, 18).

Tlmorler (ya da neoplaziler) normal hiicre boliinmesinin diizenleyici etkilerinden
bagimsiz olarak ¢ogalan, normal dokudan farkli degisime ugramis ve degisime yol acan
uyar1 durduktan sonra bile biiylimeye devam eden anormal doku kiitleleridir (34).
Invazyon, tiimériin yabanci dokulara yayilmasini, metastaz ise viicudun uzak
bolgelerinde yeni odaklar olusturulmasmi belirtir (34). Invazivlik ve metastaz bir
tiimoriin malign oldugunu diger tiimér 6zelliklerden daha iyi belirler. Biiylik ve az
farklilasmis tiimorler daha sik metastaz yaparlar (34). Boylece tiimor hiicreleri sayilarini
arttirir ve yeni bir dokuda yayilirlar. Bu da dokunun dliimiiyle ya da islev kaybiyla
sonuclanir. Metastaz akciger ya da meme dokusu gibi farkli dokulardan kaynaklanabilir
ve bunlar farkli sekilde etkiler gosterir, nedeni ise kaynak olan dokularin farkl
olmasidir. Metastatik siirecin ilk asamasi timor hiicrelerinin gevsemesi, kiiciik kan
damarlarindan ve lenfatik sistemden aktif yada pasif sekilde gegis yapabilecek yapiya
dontigmesidir (34). Metastatik hiicrelerin tiimii primer tiimorlerden kaynaklanir ve
hayvan modellerinde kanser hiicrelerinin %0,01°1 ya da daha az1 metastaz1 gelistirmek
icin dolagima girer (11). Bu benign tiimdrlerde veya normal hiicrelerde bulunmayan bir
Ozelliktir. Kanser hiicreleri ve normal hiicreler arasindaki farklar Tablo 2.3°te
Ozetlenmistir. Metastaz, ekstraselliller matrikse yapigmaktan sorumlu hiicresel
proteinlerin kaybi yada anormalliklerinden, hiicreler arasi etkilesim bozuklugundan,
hiicrelerin bazal membrana tutunmalarindaki anormalliklerden, bazal membranin
tiretimindeki anormalliklerden, metalloproteaz gibi bazi enzimlerle (kolejenazlar) bazal
membranin yikilmasindan dolayr gergeklesir. Sorumlu proteinler kesfedildik¢e ve

onlarin mekanizmalari aydinlatildik¢a metastatik siire¢ daha iyi anlasilacaktir (5).
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Tablo 2.3. Kanser Hiicreleri ile Normal Hiicre Arasindaki Farklar (5 nolu kaynaktan degistirilerek
almmustir)

Ozellik Kanser Hiicresi Normal Hiicre

Klonal orijin VT pc:
Immortalite Var Yok
Genetik instabilite il N(EiS
Kontakt inhibisyonun ve
substratuma tutunarak Var Yok
biiylime 6zelliklerinin
kaybi1
Cogalmaun biiyiime
faktorlerinden ve Var Yok
besinlerden bagimsiz
olarak devamli artis1

Var Yok

Metastaz

2.5.2 Asir1 kanser hiicresi iiretiminin nedenleri

2.5.2.1 Anormal hiicrelerin apoptoza gidememesi

Apoptoz, programli hiicre 6liimii demektir. Apoptoz anormal DNA’l1 hiicreleri
yok eder. Anormal DNA’l1 hiicreler ya tamiri olanaksiz DNA hasar1 olugsmus ya da
yanlis, eksik veya gereksiz olarak fazla transkribe olmus DNA’dan dolay: olusur.
Buradaki apoptoz, belli bir tiir i¢in gerekli kromozom sayisinin uygun miktarda devam
ettirilmesinde ve bazi1 kromozomlarin genomdaki kaybi olan andploidinin 6nlenmesinde
ana mekanizmadir. Boylece, DNA’sim1 sadece dogru bir sekilde ve tam olarak replike
etmis hiicrelerin mitoza girmesi saglanir. Apoptoz normal doku kaybindan sorumludur.
Bunun klasik 6rnegi kurbaga larvalarinin kuyruklarinin kaybolmasidir. Apoptoz ayrica
primatlarda embriyogenez doneminde var olan parmaklarin arasindaki perdelerin
kaybolmasindan sorumludur. Apoptoz yaslanmig ve yararsiz hale gelen normal
hiicrelerin ortamdan yok edilmelerini de saglar. Apoptoz organizmanin kendi dokularini
taniyan T hiicrelerinin yikiminda da rol alir. Boylece, bu hiicrelerin organizmaya karsi

immun atagi 6nlenir (5).
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Apoptotik hiicreler mikroskopik olarak taninabilir. Bu hiicrelerde intraselliiler
organeller biraraya toplanirlar. Cekirdek yogunlasir ve pargaciklara ayrilir. Hiicreler
apoptotik cisimciklere ayrildiginda, bu cisimcikler fagositozla komsu hiicreler ya da

makrofajlar tarafindan alinirlar. Apoptoz inflamatuar reaksiyona yol agmaz (5).

Kanser hiicreleri ve bazi immun sistem hiicrelerinin normal dokularda apoptozu
anormal olarak indiikleyen maddeleri tiretmesi sonucu,asirt kilo kaybi, deri alti yag
dokusundaki azalma, kas kiitlesinde azalma, i¢ organlarda kiiciilme, derideki
degisiklikler ve sa¢ dokiilmeleri gibi belirtileri olan viicudun gerilemesi durumu olarak
bilinen kaseksiye yol agabilir. Apoptoz genetik olarak diizenlenir ve malign hiicrelerde
bozulabilir. Ornegin, p53 tiimér baskilayici onkogeni apoptozu uyarirken bcl-2
onkogeni ise apoptozu inhibe eder. Apoptozun inhibisyonu ile, normal hiicre Sliimi
yavaglar ve asir1 hiicre birikmesi olur. Apoptoz tiimér hiicrelerinin hormonlar, sitotoksik
kemoterapi ve radyasyon terapisiyle azaltilmasinda (yok edilmesinde) ana

mekanizmalardan biridir(5).

2.5.2.2 Hiicre cogalmasim1 anormal sekilde uyaran genetik bozukluklar

Cok hiicreli 6karyotlarda cogalma; biiylime faktorleri ve besinler gibi dis sinyaller
ile hiicresel baglant1 duyarlilig1 gibi i¢ sinyallerle diizenlenir (1). Kanserli hiicrelerde
ortaya ¢ikan mutasyonlar rastgele degildir. Genellikle DNA tamir mekanizmalarinda,
hiicre ¢ogalmasinda, hiicre 6limii ve farklilagmasinda rol alan proteinleri kodlayan
genlerde ortaya ¢ikar (32).Bu bozukluklar normal ¢ogalma mekanizmasindan bagimsiz
olarak olusur. Reseptorlerin veya sinyal aktarici proteinlerin mutasyonlar1 veya asir
tiretimleri hiicrelerin biiylime faktdrlerinden veya diger mitotik faktdrlerden bagimsiz
hale gelmesine ve bodylece kendi basina giden hiicre bdliinmesine yol acar. Bu gen

anormallikleri genellikle dominanttir (5).

Hiicre dongiisii, ¢ogalmak iizere uyarilmis bir hiicrede gergeklesen ve bir dizi
gecici biyokimyasal aktivitelerin ve morfolojik degisikliklerin goriildiigii bir siirectir.
Hiicre ¢ogalmasi hiicre dongiisii icinde yer alan bazi kontrol noktalar1 tarafindan diizenli

olarak kontrol edilir (66).
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2.5.2.3 Tiimor baskilayici genlerdeki anormallikler

Kanser olusumundan sorumlu genler "timdr baskilayici genler"dir. Bu genler
hiicre dongiisiiniin baskilanmasindan sorumlu genlerdir. Normalde bu genler kanser
olusumunu engeller. Hiicre ¢ogalmast ve biiyiimesini yavaglatan proteinleri
kodlar.Ancak genin mutasyona ugramasi ve eksikligine bagl hiicre kontrolii kaybolur
ve hiicre kanserlesir. Kalitimsal kanser hastaliklar1 bu genlerin mutasyonuna bagldir.
Genin iki kopyasinda da bozukluk varsa kanser goriiliir (10, 60). Bozukluklart halinde
organizma genetik olarak anormal hiicreleri yok edemediginden kanser gelisir. Bu
genler resesiftir. Retinoblastoma geni (RB1) bu genler arasinda ilk kesfedilen gendir.
Ardindan, 6zellikle sik rastlanmayan veya nadir kalitsal hastaliklarda olmak iizere diger
baskilayic1 gen anormallikleri de saptanmistir. Wilm’s timori (WT1), familyal
polipozis (APC), familyal melonoma (CDKN20) ve familyal meme ve over kanserleri

(BRCA-1 ve BRCA-2) diger baskilayici gen anormalliklerine 6rnek olarak verilebilir
(5).

25.2.4 Tiimor anjiogenezi

Kan destegi olmayan kanser kolonileri cap olarak 1 mm’den daha fazla
biiyiimezler. Yeterli kan destegi olmayan koloniler hiicre dongiisiiniin Go fazindaki gibi
istirahat halinde degillerdir. Bu durumdaki koloniler tipik olarak daha hizli ¢ogalirlar
fakat artmis cogalma hizina bagli olarak hiicre 6liimii de artar. Kan akis1 saglandiktan
sonra, hiicre 6liim hiz1 azalir ve tiimor hizla biiylir (5). Timor anjiogenezi, solid bir
tiimore dogru yeni damarlarin ortaya ¢ikarak o yone yonelmesini tanimlar ve malignite

i¢in gereklidir, ¢ilinkii damar olmadikg¢a tiimdr metastaz yapamaz.

Perflizyonla besin maddeleri ilebirlikte oksijen de gelir ve yeni olusan endotel
hiicreleri salgiladig: biiytime faktorleri aracilifiyla tlimoriin biiylimesini uyarir. Timor
anjiogenezinin anjiogenik faktorler ve anjiogenez inhibitorleri arasindaki dengeyle

saglanildig1 diistinilmektedir.
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En 6nemli olan ikisi ise temel fibroblast biliylime faktorii (bFGF) ve vaskiiler
endotelyal biiyiime faktorii (VEGF)'diir. Sitokinler; degisik hiicrelerden salgilanan ve
bircok komsu hiicreyi etkileyen molekiillerdir. Lenfositlerden salgilanan lenfokinler ve
biiyiime faktorleri (GF) sitokinlere 6rnek verilebilir. Bazi lenfokinler lenfositlerde
mitozu uyarirken digerleri baz1 hiicrelerde lenfositlerin fonksiyonlarint engeller. Farkli
dokular epidermal biiyiime faktorii (EGF), fibroblast biiyliime faktorii (FGF) gibi degisik
bliylime faktorleri salgilarlar (64).

2.5.3 Kansere neden olan ekzojen faktorler

Kansere neden olan ekzojen kaynakli faktdrlerin basinda yasam tarzi yer
almaktadir. Kisilerin degisik yasam tarzlar1 nedeniyle sigara i¢cme, tiitiin ¢igneme, alkol
kullanimi, hatali diyet uygulanmasi, hatali giineslenme ve yetersiz egzersiz gibi
faktorler kanserlesme sayisinda artisa neden olmaktadir. Diger bir ekzojen faktor ise
cevresel ve mesleki etkenlerdir. Bunlar arasinda radyasyon, asbest, organik buharlar,
pestisitler ve diger kimyasal, fiziksel ya da enfeksiyon ajanlaryer almaktadir (5).
Mesleki etkenler arasinda c¢alisma ortaminda alinan radyasyonun disinda is ortaminin
yarattig1 stres sonucunda viicutta serbest radikaller ve reaktif oksijen tiirevlerinin

olugmaktadir. Viicutta birikmesiyle de kanserlesme ortaya gikabilmektedir (5).

2.5.4 Kansere neden olan endojen faktorler

Kansere neden olan endojen faktorler arasinda ilk siradaserbest radikaller yer
almaktadir. Bunlara siliperoksit ve hidroksit radikallerini 6rnek olarak verebiliriz.
Endojen faktorler arasinda, aile hikayesinde BRCA-1, Ataxia Telangiectasia, APC gibi
kanser belirtecleri olarak kabul edilen kalitimsal faktdrler yer aliyorsa kanser olma
thtimali daha yiiksektir. Ailesinde kanser goriilen insanlarin kanser olma ihtimali daha
yiiksektir. Bunlardan bagka, biiylimeyi arttiran ya da baskilayan sinyallerde ve
genlerde[onkogenler(Ras gibi), tiimor baskilayicilar (p53 gibi), hormonlar (6strojen ve
androjenler gibi) ve biiylime faktorleri (VEGF ve FGF gibi)]endojen faktorler yer
almaktadir(34).
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Kendiliginden olusan (sporadik) kanser olaylarina genlerin karigtigi tahmin
edilmektedir. Ornegin; polimorfizm yada mutasyonlar kanser metabolizmasini
etkilemektedir (glutatayon transferaz gibi) (2, 34).Genetik bilginin; replikasyon,
depolama, ekspresyon (ifade etme) ve mutasyon nedeniyle varyasyon (degisme), olmak
tizere dort onemli 6zelligi vardir. Mutasyon hem kromozomlardaki hem de genlerdeki

degisiklikleri ifade eder (32).

Kromozom mutasyonlar1 (kromozomal bozukluklar), kromozom sayisindaki
degisiklikler gen ya da kromozom pargalarinda delesyonlar, duplikasyonlar ve ayni
kromozom i¢inde yada kromozomlar arasinda genetik materyalin yeniden diizenlenmesi
seklindeki degisikliklerdir. Kromozom sayisindaki degisiklikler bir ya da daha fazla
haploit kromozom takiminin ilavesinden (oploidi) bir ya da daha fazla kromozom
ilavesi ya da kaybina kadar (andploidi) degiskenlik gosterir. Yapisal degisikliklerin
cogu genetik materyalin kayb1 ya da yer degistirmesi sonucu ortaya ¢ikan bir ya da daha
fazla kromozom kiriklarindan olusur. Kimyasallara ya da radyasyona maruz kalma
kromozom kiriklarini artirir.Kirilma sonucu orijinal yapisini koruyamayan kromozomda

degisim meydana gelir (3).

Delesyon/duplikasyon/inversiyon; delesyonda, kromozom bir ya da birkag
yerinden kirilabilir ve bir kismi1 yok olur. Duplikasyonda ise genetik materyalin bir
kism1 genomda birden fazla sayida bulunur.Bu durum replikasyon hatasi sonucu
olabilecegi gibi mayozda esit olmayan par¢a degisimi sirasinda da meydana gelebilir.
Ikinci durumda hem delesyon hem de duplikasyon olusur. inversiyonda iki kirik sonucu
olusan DNA pargacigi 180° doniis yaparak tekrar kromozoma katilir. Genetik bilgi
kaybolmamakla birlikte genlerin dogrusal dizilisi degisir.Genomda kromozom
parcasinin yeni bir bolgeye tasinmasi translokasyonlardir.Karsilikli translokasyonda
homolog olmayan iki kromozomun pargalar1 karsilikli olarak yer degistirir.Boylece

inversiyonda oldugu gibi genetik materyal yeniden diizenlenir (3).

1970 yilinda yapilan bir ¢alisma ile insan hiicrelerinin kromozomlarinin bazi

bolgelerinin kirilmalara daha hassas oldugu gosterilmistir. Bu bolgelerde kromatinin

30



siki sarilmadigi ya da yogun olmadigi disiiniilmektedir.Daha sonraki c¢alismalar

insanlardaki otozomal kirillgan bolgeler ile kanser arasinda iligski oldugunu gostermistir

3).

Gen mutasyonlari; Transkripsiyonla {iretilen mRNA'nin okunmasiyla proteinler
tiretilir. Genleri kodlayan DNA'daki herhangi bir degisiklik mRNA'nin iiretiminde
degisime yol acar. mRNA'daki degisim, fonksiyonu uygun olmayan protein iiretimine
neden olur. DNA'nin tek niikleotidi boyunca olabilecek degisiklik fonksiyonel olmayan
bir proteine yol agar. Bu tip degisikliklere nokta mutasyonlar1 denir (3). Ribozomlarda
ticlii niikkleotidler okunurken nonsense (anlamsiz) mutasyonlar, missense (yanlig anlam)
mutasyonlar, frameshift (¢er¢ceve kaymasi) mutasyonlar1 olmak iizere tg sekilde
mutasyon olabilir. Nonsense (anlamsiz) mutasyonlar, mutasyonla olusan yeni kodon
protein {iiretiminin erken sona ermesine neden olur.Kisa ve fonksiyonsuz iiriin
olusur.Missense (yanlis anlam) mutasyonlar, yeni kodon yanlig amino asitin proteine
dahil olmasina neden olur.Frameshift (cerceve kaymasi) mutasyonlari, bir ya da iki
niikleotidin eklenmesi ya da ¢ikarilmasiyla kodonlarin farklilasmasina, olusum sirasinin

degismesine yol agar.Bu da farkli ya da fonksiyonsuz protein olusumuna yol agar (3).

Gen amplifikasyonu; Cok nadir goriilen ve normal DNA replikasyonunda ciddi
bir kusurdur. Sonug, kromozomdan tek kopya yapilacagina ¢ok sayida kopya
tiretilmesidir. Kromozomda lokalize olmus genlerin ¢ok sayida iiretilmesine neden
olur.Bazen, amplifiye olan bdlgelerin ¢ok sayida kopyalar iiretilir, kiigiik kromozomlar
denen aslinda yalanci kromozomlar sekillenir. Genlerin her bir kopyalarinin okunup
cevrilmesi mRNA'nin ve amplifiye genlere karsilik olan proteinlerin agir1 iiretilmesine
yol agar. Bu durum normal hiicrelerde goriilmezken, ¢ogu kanser hiicrelerinde bulunur.
Amplifiye bolge onkogen iceriyorsa, genin asir1 ifadesinden dolay1 diizensiz hiicre
biiyiimesine yol agar.Yumurtalik ve goglis kanserlerinde ErbB-2 yada HER-2/neu
onkogenlerinin, tiimorlerin yayilmasinda myc onkogeninin amplifikasyonu bu durumu

igeren Orneklerdir (3).
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Epigenetik degisimler; DNA sekanslanndaki gergek degisikliklere ek olarak,
kromatin ve DNA sekanslarinda degisim olmadan gen ifadeleri degisime ugrayabilir.
Ciinkii bu degisimler genin DNA sekanslarinda olmaz ve epigenetik degisimler olarak

adlandirilir. Epigenetik degisimler metilasyon ve asetilasyonolmak iizere iki tiptir (3).

Metilasyon; bazi DNA niikleotidlerinin bazina metil (-CH) grubunun
eklenmesiyle modifiye olmasi seklindedir. DNA metilasyonu DNA'min  belirli
bolgelerinin inaktivasyonu ile ilgilidir. Anormal DNA metilasyon sekilleri kanser
hiicrelerinde goriilebilir. Zarar goérmiis genlerin ekspresyonlari metilasyon degisimlerine

benzer degisiklikler olarak tanimlanmuistir (3).

Asetilasyon, DNA'nin histon proteinlerine asetil (-CH3C=0) gruplarinin
eklenmesiyle modifiye hale gelmesidir. Bu DNA histon etkilesiminin gevsemesine
neden olur ve gen ifadesindeki artigla ilgilidir. Asetil gruplarinin DNA'ya eklenmesi ve

¢ikarilmasi ile ilgili siiregler kanser tedavisi aragtirmalarinin 6nemli bir alanidir (3).

2.6 Meme Kanseri

Meme dokusundaki fibrokistik degisimler; 20-40 yas arasindaki hastalarda, en sik
rastlanan iyi huylu meme bezi durumudur. Hormonal dengesizlikler fibrokistik
degisimlerle beraber goriiliirler. Bu durumda, bag doku stromasinda ve kanal kistlerinin

olusumunda bir ¢ogalma gozlemlenir. Agri, hizli bityliyen kistlerde diizenlidir (31).

Iyi huylu meme hastaliklar1 arasinda ikinci derecede en yaygin olarak goriilen
fibroadenom, 20-30 yaslar arasindaki geng¢ kadinlarda goriiliir. Fibroadenomlar, yavas

biiyiiyen epitel ve bag dokusu kiitlesidir ve agr1 yapmazlar (31).

Jinekomasti, erkek gogsiiniin biiylimesidir; adrenal kortekste Ostrojen-testis
androjen dengesinin degismesi sonucu olusur. Karacigerin Ostrojenleri yikmasindan
sorumlu oldugu igin sirozda da gozlenebilir. Jinekomasti Klinifelter sendromunun (47,

XXY) tipik ozelligidir (31).
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Meme kanserinin yaklasik % 80’1 siit (laktifer) kanallarin epitel tabakalarindan
koken alir. Laktifer kanallardaki epitel hiicre tabakalar1 6strojen reseptoriine sahiptir ve
meme tiimorlerinin yaklasik % 50-85°1 Gstrojen reseptorii icerir. Alfa (o) ve beta (B)
olmak tizere iKi tip Ostrojen reseptorii vardir. o reseptorii Ostrojene B reseptoriinden daha
fazla baglanma yetenegine sahiptir. 3 reseptdrii, o reseptoriiniin fizyolojik diizenleyicisi
olarak rol oynar. Normal meme dokularina oranla saldirgan (invaziv) timoérlerde o
reseptoriinlin ekspresyonu B reseptoriinden daha fazladir. Bu bulgular gelisen meme
timorlerindeki olas1 risklerde ve dokularin Ostrojene duyarliligini belirlemede
reseptorler arasindaki ayarmn onemli oldugunu gdstermektedir. Ostrojen bagiml
timorlerin ¢ogu antidstrojenik terapiden sonra (antidstrojen olan tamoksifenile

tedaviden sonra) geriler (31).

Meme kanseri, akciger kanserinden sonra, diinyada goriilme sikligi en yiiksek
olan kanser tipidir. Her sekiz kadindan birinin hayatinin belirli bir zamaninda meme
kanserine yakalanabilecegi bildirilmektedir. Erkeklerde de goriilmekle beraber, kadin
vakalar erkek vakalarindan yiiz kat fazladir. Meme kanseri siit iireten ya da siit tagiyan

dokulardaki hiicrelerden koken alir (31).

Meme kanserlerinin onda birinde genetik bozukluk tesbit edilmektedir (47). Yakin
zamana dek kendiliginden olusan meme kanserinden farkli olarak otozomal dominant
kalitimsal gegis gosteren meme kanserinin varligint kesin olarak ispatlamak miimkiin
olmamistir. Ama 1990’larda BRCA-1 ve BRCA-2 olmak tizere iki meme kanseri
yatkinlik geni tanimlandi. Bu iki gen birlikte tiim meme kanseri vakalarmin %5-
10’undan sorumludurlar (31, 47). BRCA-1, meme bezinin epitel hiicrelerinin
cogalmastyla ilgili Ostrojen bagimli transkripsiyon yollarmi baskilar. Buradaki bir
mutasyon nedeniyle bu yetenegin kaybi, tiimor olusumunu kolaylastirilabilir (31).
BRCA-1 ve BRCA-2 genlerinde mutasyon olan kadinlar invaziv meme ve ovaryum
kanseri riski altindadirlar (31). Heterozigotlugun kaybolmasi (LOH) ile tiimor
baskilayic1 gen olduklar1 diisliniilen bu genlerin hiicre i¢i fonksiyonlar: hala
arastirtlmaktadir. Bu genleri tasiyan bireylerin hayat boyu meme kanserine yakalanma

riskleri %60-90, yumurtalik kanserine yakalanma riskleri ise %20-60’tir. Ilging olarak
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BRCA-1 ve BRCA-2 genlerindeki mutasyon sonucu aile hikayelerinde prostat kanseri
ve meme kanseri goriilen erkeklerde de hem prostat hem de meme kanserine yakalanma

riski artmistir (8). Gen tedavisi meme kanseri i¢in deney asamasinda olan bir yontemdir

(8, 21, 26, 35).

Hastaligin tanisinda bireylerin kendisini elle muayene etmesi onemlidir, rutin
kontroller ve 40 yasin iizerinde yilda bir kez mamografi ¢ektirilmesi onerilir. Memede
kitle saptandiginda kanser olup olmadigini anlamak i¢in biopsi yapilir. Meme kanseri

tedavi sansi yiiksek kanserlerdendir, en sik tedavi sekli cerrahidir (47).

Meme kanserinin cerrahi tedavisinde genellikle meme dokusunun tiimii alinir.
Koltuk alt1 lenf bezleri de ¢ikartilarak yayilma olup olmadigi incelenir. Eger kanser
yayilmigsa radyoterapi yada kemoterapi uygulanir. Ozel kimyasal maddelerle boyanan
timor hiicrelerinin tipi anlasildiktan sonra Gstrojen ve progesteron algilayicilarini bloke
eden ilaclar kullanilarak tiimoriin biiylimesi engellenir. Meme kanseri hiicreleri normal
biiylime faktorii 0strojene ihtiyag duymadan bdliinebilir. Bazi kanser hiicreleri, sonunda
hiicre icerisinde Ostrojen reseptoriiniin ifadesinin kapatilmasiyla Ostrojene tepki
yetenegini kaybeder. Hiicreler, eksternal biiylime sinyallerini gecerek bdliinmeye devam

eder (61).

Postmeopozal kadinlarda strojen replasman (eksik olani yerine koyma) tedavisi
meme kanseri i¢in risk faktorii olarak degerlendirilmistir. Premenopozal kadinlarda,
ovaryumlar en onemli Ostrojen kaynagidir. Meme bezi, metastazi kolaylastiran zengin
kan ve lenf sistemine sahiptir (31). Meme kanseri; lenf nodiiliine, kemiklere,
akcigerlere, beyine ve karacigere hatta daha uzak mesafedeki prostata kadar
yayilabilmektedir (15). Koltuk alt1 (aksiller) lenf diigiimii metastazlar1 en 6nemli teshis
faktortdiir (31).
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2.7 miR-126 ve Kanser

miR-126, 9. kromozomun 9p34.3 bolgesinde bulunan epidermal growth faktor
benzeri 7’nin (egfl7) intron 7 béliimiinde bulunmaktadir (12). miR-126 ayn1 zamanda
vaskiiler sistemde de rol almaktadir (53). egfl-7’nin 3’-UTR bolgesinde miR-126’nin
dogrudan baglanma boélgesi bulunmaktadir. miR-126, apoptotik yapilar1 arttirir ve alici
hiicrelerdeki hedef genlerini represe eder. Sadece eksozomlar degil ayn1 zamanda
apoptotik yapilar hiicreler arasinda miRNAlar transfer edebilir. Apoptotik hiicrelerin
yiizeyinde bulunan ve fagositler icin “ye beni” sinyali {ireten fosfatidilserin
eksozomlarin yiizeylerinde eksprese edilir (53). Hiicreler aras1 miRNA taginmasi sadece
eksozomlarla degil, ayn1 zamanda apoptotik vezikiiller kullanilarak da saglanabilir
Boylece ortama digaridan verilen miR-126, yabanci bir bilesen gibi goriilmeyip yikim
mekanizmalarindan kacabilir. Bu da mikroRNA’larin fagositoza ugramadan kanda
serbestce dolagmasina yardim eder. Kanda dolasarak baska bir hiicreye tasinan miRNA

tasindig1 hiicrede de hedef geni baskilar ve hiicrenin kanserlesmesini engeller (51).

Timor gelisimindeki miR-126’nin roldi, primer timdrlerdeki ve kanser hiicre
dizilerindeki miR-126/miR-126*"1n azaltilarak diizenlenmesi (downregiilasyonu, bir
hiicre ylizeyinde bulunan reseptorlerin azalmasi) belirlenmistir. miR-126/miR126*’1n
asir1 olarak ifade edilmesi ile kanser hiicrelerininsayilarini katlanarak arttirmasi sonucu
timor gelisimini, gogiinii, invazyonunun azalmasina yol agtigi diistiniilmektedir (14, 16,

50).

RISC protein kompleksine benzer gorevlere sahip olan ve mMIiR-126’nin
ekspresyonuna bagli farkli mekanizmalar (metastaz, invazyon ve anjiyogenez olusumu)
da vardir. Epidermal growth faktor benzeri 7 (egfl7) genine yerlesen miR-126, vaskular
endotelyal growth faktér (VEGF) sinyal iletimini, anjiyogenezi ve vaskiiler
biitiinliiglinii diizenleyerek damar gelisiminde rol almaktadir. Omurgalilarda, egfl7 geni
biyolojik olarak aktif miRNA’lart (miR-126) kodlar (16). Damar gelisiminde miR-
126’nin gorevini belirlemek i¢in zebrafish ve faredeki miR-126 eksikligi in vivo olarak

calisilip benzer sonuglara ulasilmistir. Buna gore; damar biiyiimesinde endotelyal hiicre
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gocli  bozulmus, damar limenlerinin ¢oktigi gozlenmistir (16, 23). Damar
gelisimindeki hiicre gog¢iiniin bozulmasi, miR-126 ekspresyonunun metastazi zit yonde
etkiledigini gostermektedir. Buna ek olarak, damar liimeninin ¢okiisiiyle de

damarlanmay1 (anjiogenezi) azalttigi sonucuna varabiliriz (16).

Molekiiler seviyede yapilan ¢aligmalarda, anjiyogenezde onemli bir yere sahip
olan VEGF Sinyal Iletimini Engelleyen Tomurcuklanmayla Alakali Protein 1 (Sprouty—
Related EVH1 Domain Containing Protein 1, SPRED-1) ve Fosfotidil Inositit-3
Diizenleyici Altbirim 2 (Phosphatidylinositol 3-Kinase Regulatory Subunit Beta,
PIK3R2) adli iki gen bdlgesine rastlanmistir. SPRED-1 ve PIK3R2’yi baskilayan miR-
126’nin MAP kinaz ve PI3K vyolaklarinda VEGF sinyal iletimini diizenledigi
bildirilmektedir (Sekil 2. 6) (16, 23, 25, 53). Vaskiiler endotel hiicreleri basta olmak
lizere tlimor hiicreleri de anjiyoblastik onciillerden farklilagir ve ¢ogalirlar. Bu islemler
anjiyogenezin olugmasiyla baslamaktadir. miR-126, endotel hiicrelerinin VEGF’ye olan
cevabin olusmasindan sorumludur. VEGF, dogrudan go¢ indiiklendigi zaman
anjiyogenik tomurcuklanmada sap hiicrelerinin ¢ogalmasi indiikler. Growth faktorlere
cevap olarak endotel cevaplarin diizenlenmesi igin bir mekanizma kinaz sinyal iletim
yolaginin inhibisyonudur. Tomurcuklanma ve tomurcuklanmayla alakali proteinler

growh faktor sinyal iletiminin diizenleyicileridir (16, 23).

Sekil 2.6. RISC kompleksinin yapisi ve ¢aligma prensibi (16 nolu kaynaktan degistirilerek alinmigtir)
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mMiR-126 6nemli olarak; SPRED-1, VCAM-1 ve PIK3R2’nin 3’ UTR bolgesini
iceren RNAlardan elde edilen lusiferazin aktivitesini baskilar. SPRED-1, MAP-kinaz
yolaginin aktivasyonunu indiiklerken, PIK3R2 ise PI3K yolaginin aktivitesini negatif
olarak etkilemektedir. MAP kinaz ve PI3K yolaklarinin growth faktérler tarafindan
aktivasyonu ERK ve AKT’nin fosforilasyon seviyelerinin de degismesini
saglamaktadir. VEGF tarafindan indiiklenen ERK ve AKT fosforilasyonu, miR-126’s1
knockdown hiicrelerde azalmistir (19).miR-126 seviyeleri diistiigii zaman, SPRED-1 ve
PIK3R2 proteini artar. ERK fosforilasyonundaki hasar SPRED-1’in durdurulmasiyla
kurtulabildigi zaman, AKT fosforilasyonuna bagimli VEGF’deki hasar da PIK3R2’si
durdurulmus siRNA tarafindan diizeltilebilir (Sekil 2. 7) (3, 23, 63).

y
/

veer
PIK3R2 Gﬂ PI3K RAF-1 SPRED-1
miR-126 AKT ERK miR-126

1 1

ANJIYOGENEZ ve DAMARLANMA BASLAR

N

Sekil 2.7. VEGF sinyal iletiminde miR-126’nin SPRED-1 ve PIK3R2 proteinlerine etkisi ve PI3K ve
Ras,Raf/MAPK yolaklarina etkisi (19 ve 69 nolu kaynaklardan degistirilerek alinmustir)

MiR-126’nin proanjiyogenik &zellikleri, MAP kinaz sinyal iletiminin bir negatif
diizenleyicisi olan SPRED-1 ile baglantilidir. miR-126’nin eksikligi, SPRED-1’in
ekspresyonunda artma yaparak VEGF ve FGF gibi growth faktorlerin neden oldugu

hiicreler aras1 anjiyogenik sinyalinin iletimini engeller. miR-126 anjiyogenezi, SPRED-
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1’in ekspresyonunu Onleyerek diizenler. SPRED-1 hiicrenin hareket etme yetenegini

(motilitesi) ve Rho-bagimli aktinin yeniden diizenlenmesini indiikler (19, 28).

Endotel hiicrelerdeki reseptérlere VEGF ve FGF baglanmas1 c¢ekirdekte
anjiyogenezde rol alan genlerin transkripsiyonunu diizenleyen MAP kinaz sinyal
yolaginin aktivasyonuna oOnciilik eder. miR-126, Ras/MAP kinaz sinyal iletiminin
negatif diizenleyicisi olan SPRED-1’in ekspresyonunu baskilar. Boylece, miR-126
eksikligi, anjiyogenik sinyal iletiminin hizlandig1 yerde bulunan VEGF ve FGF’ye yanit
olarak MAP kinaz sinyal iletimini azaltir (19, 28).

miRNA’lar ve onlarin kanserle olan iligkisi son zamanlarda iizerinde calisilan
konulardan biridir. Yakin zamanlarda miR-126’nin tiimor ¢ogalmasi ve metastazinda

bir rolii olabilecegi diisiiniilmektedir ve arastirilmaktadir (12).
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3. GEREC VE YONTEMLER

3.1 Orneklerin Eldesi ve Hiicre Lizisi

Arastirmamizda kullanilan kan 6rnekleri Eskisehir Osmangazi Universitesi Genel
Cerrahi Anabilim Dali’na bagvuran hastalardan saglanmistir. Meme kanseri teshisi
konan 15 hasta ve 15 saglikli goniilliiniin herbirinden alinan 10 ml kan EDTA’l1 tiipe
kondu. Arastirmaya katilan bireylere aydinlatma ve onam formu imzalatilmis olup,
arastirmanin Etik Kurul Belgesi Eskisehir Osmangazi Universitesi Bilimsel Arastirma

ve Yaym Etigi Kurulundan temin edilmistir. Alinan kanlardan mononiikleer hiicreler

elde edildi.

Genel Cerrahi Anabilim Dali’ndan saglanan meme kanseri teshisi konmus 15

hastadan toplanan bilgiler Tablo 3.1 ile 3.7 arasinda gosterilmistir.
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Tablo 3.1. Genel Cerrahi Anabilim Dali’'ndan Meme Kanseri Teshisi Konmus Hastalarin Hormon TMR

Degerleri
HASTA YASI CA-125 (u/ml) CA-19-9 (u/ml) CA-15-3 (u/ml) CEA (ng/ml)

61 14,10 <2,50 82,5* 3,36*
55 - - - -
47 - - 211 1,51
39 - - - -
52 - - - --
68 8,54 8,94 9,14 1,37
73 10,1 3,62 249 1,87
62 - - - --
52 6,61 <2,50 18,7 0,776
47 14,6 21,1 28 1,74
36 8,05 3,87 31,1 1,67
47 10,1 <2,50 231 1,47
60 - - 39,6 1,06
40 10,2 12,6 20,8 1,58
43 11,6 7,8 10 141

REFERANS ARALIGI 1,9-16,3 0-34 6,4-58 0-2,5
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Tablo 3.2. Genel Cerrahi Anabilim Dali'nda Meme Kanseri Teshisi Konan Hastalarin Hematoloji Degerleri

= = £ - = = = ~ S 5 o S v 8 v E s 4 < S = 2 <
S 2 |2 |85| € |8 |¢9g| &€ [33] T 223 T |z25 T 225/ i 223 S 2235/ E| € | =
E o | ES|E2| 3 | =z |o% 22| § 29 3 |289| %z |229/ 282|289 € |89 72| 2| - | B
61 135 | 423 | 427 | 992 | 316 [ 31,8 | 146* [ 918 | 69* [ 6,34 [ 19,9* [ 183 | 67 [ 061 [ 11 [011[02[002 [ 256 | 86 | 0,22 [ 401
55 131 | 39 | 444 [ 878 [ 295 | 336 | 136 | 651 [479*[312] 395 [257| 6 [039] 25 [0,16[09[006] 250 [ 75 [ 0,19 [533
47 126 | 376 | 475 [ 792* | 26* | 324 [154* | 91 [551*[ 5 [ 304 | 28 | 69 | 06 |56*[05*[18] 02 | 234 11* [ 0,257 [ 164
39 14 41 | 482 | 85 29 [ 341 | 128 | 98 |605*[ 59 [ 296 | 29 | 74 [ 07 | 18 | 02 [07] 01 [ 255 ] 92 [0,234] 159
52 99 [298*|354*| 841 [ 28 [ 333 | 138 | 94 [677*| 63 [ 23 [ 22 | 82 [09*|06*]| 01 [05] 0 | 380 | 86 |0,327 164
68 139 [ 386 | 429 | 90 [323[ 359 [ 13 | 63 [615%[ 39 | 247 [ 15|105*| 07 | 27 [ 02 |06] 0 |[250 | 85 [0,213 [ 16,1
73 13 | 36,7 | 467 | 784* | 278 | 354 | 144 | 73 [562*[ 41 [ 334 | 24 | 75 | 05 | 23 [ 02 |06] 0 [302] 88 [0,267 165
52 139 | 38 | 446 | 853 [31,1 [364*[ 131 | 85 [662*]| 56 | 218 | 1,8 | 68 | 06 | 15 [ 01 [37[ 03 [ 291 ] 9 [ 026 [167
47 15,7* | 439 | 524> | 837 [ 299 | 357 [ 126 [ 48 [721*| 34 | 221 [1,1* | 51 [o02*[04*[ 0o* [03] 0 [191[ 88 [0,167 167
36 129 | 374 | 452 | 827 | 285 344 | 14 [106 [709* [ 75| 218 [ 23 | 54 | 06 [ 14 [ 01 [o5[ 0 [312] 97 [0303]157
47 131 [ 383 | 457 [ 837 [ 30 [ 35 [ 124 | 93 [ 71 [ 7~ [ 246 [ 19 | 71 [ 06 | 11 [ 0* [03[ 0 | 252 ] 95 [0,222]167
60 135 [ 382 | 426 | 896 [ 31,7 [ 354 | 136 | 65 [ 612 4 [ 286 | 1,9 | 76 [ 05 | 22 [ 01 [04] 0 [220] 96 [0,211 [ 161
40 146 | 417 | 486 | 858 [ 301 [ 351 | 123 | 68 |506*| 34 [415*| 28 | 62 | 04 [ 11 [ 01 [06] 0 [258 ] 91 [0,233[161
43 98 [295*| 393 [749* [ 25* [ 334 [ 165* | 6 [646*| 39 [ 221 [1,3*[124*[ 07 [02*] 0* [07] 0 |28 [ 94 |0,266] 163

Normal | 11,7- | 35- | 38- | 80- | 27- | 31- | 11,7- | 35-| 20- | 2—— | 20- | 15-| 4- |02-|10-| O- 150 | 69

Deger | 157 47 5,2 100 | 34 36 146 | 11 40 7 40 | 40| 10 | 08 | 30 | 045 | ° i Ség 1(;’8 i i
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Tablo 3.3. Genel Cerrahi Anabilim Dali’ndan Meme Kanseri Teshisi Konmus Hastalarin Biyokimya Degerleri

~ | 23 ~ | N z = z z = —~ T [Z< =y | ~
<y |33 |53 | 52| %5 |=R5| 2|25/ 55|28 5 | 5 |8%2 35|85 |E25|28s| S
v < >Z | <W | 9 | ¥35 20| S |EEZ| S8 |22 = = |Sud| 25 | £33 |EoD|EES| =
< 5 Qf |EE | JE | 2E|SNE| 25 |ogel B2 | 2E| & Ho|xaS| 52| 8E |SREISRE| &
T 3= 8s Slo~ | <= £z |[FET| 2 33| 2 z |[22N] < L~ B8z |8z o
61 144 | 481 | 105 | 110* | 159 | 118 | 75 45 9.4 21 13 257 | 116* | 341 | 029 | 0,03 -
55 143 4,28 109 84 138 0,9 7,2 4,5 9 34 30 157 66 0,28 0,09* - --
47 143 | 452 | 105 86 118 | 071 | 73 4,7 9,4 14 11 149 34 375 | 046 | 011 18
39 140 4,03 105 96 113 0,79 6.8 4,5 9 28 52* 166 60 - 0,32 0,06 -
52 141 [ 853* | 107 | 126* | 101 | 076 | 65 37 | 85 21 14 177 47 - 017 | 0,03 -
68 142 4,44 - 89 22,8* 0,85 7 4,5 9,5 19 12 180 -- 3,03 1,28* 0,25 40
73 146 | 521 | 111* | 67* | 285* | 054 | 56* | 37 | 82* 23 15 224 | 137* - 124* [ 034* | -
62 139 3,76 103 201* 18,3 0,71 6,5 4,2 8,8 20 20 220 54 - 0,5 0,01 -
52 140 5,84* 109 89 12,6 0,75 7,6 4,7 9,9 45* 25 - 48 - 0,33 0,03 -
47 141 | 481 | 103 | 406* | 142 | 062 | 175 48 | 104* | 27 26 - 68 312 | 1,37* | 0,03 -
36 143 | 484 | 109 80 83 | 068 | 69 48 95 22 11 162 41 344 | 04 | 001 14
47 141 | 451 | 105 87 131 [ 071 | 71 43 9,4 23 11 168 62 - 05 | o001 -
60 143 4,26 -- 84 15,7 0,85 6.8 4 9,7 30 38 - 240* 4,06 0,58 0,01 28
40 141 | 471 | 107 77 96 | 076 | 77 45 9,1 26 20 186 67 - 022 | 001 -
43 142 | 436 | 106 84 8 07 7.9 47 9,2 26 13 120 40 - 054 | 001 -
REFERANS | 135- 5,0- 8,6-
ARALIGI | 150 | 3555 | 98110 | 70-110 | S0 | 0512 | 6:85 | 355 | | | 0-40 | 0-41 | 0-270 | 28-100 | 27-45 | 0.1-1,1 | 003 | 10-71
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Tablo 3.4. Genel Cerrahi Anabilim Dali’'ndan Meme Kanseri Teshisi Konmus Hastalarin Koagiilasyon

Degerleri
HASTA YASI PTZ INR A PTT(sn)

61 11,2 0,978 23,7*
55 111 0,964 24,9
47 11,6 0,968 29,1
39 13 1,078 32,9
52 115 0,991 30,8
68 11,6 0,997 32,9
73 10,7 0,897 27,7
62 B B B
52 10,9 0,91 30,4
47 10,4 0,866 24,7
36 11,3 0,942 30
47 11,3 0,951 30,6
60 - B B
40 11,9 0,992 31,6
43 12,5 1,112 30,1

REFERANS ARALIGI 8.0-14.0 0.8-1.2 24-40
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Tablo 3.5. Genel Cerrahi Anabilim Dali’'ndan Meme Kanseri Teshisi Konmus Hastalarin Hormon

Degerleri
HASTA YASI Alfa Fetoprotein (AFP, 1U/ml)
61 2,26
55 B
47 B
39 B
52 -
68 2,07
73 5,33
62 -
52 2,65
47 3,13
36 1,97
47 2,03
60 .
40 2,13
43 1,78
REFERANS ARALIGI 0,5-5,5
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Tablo 3.6. Genel Cerrahi Anabilim Dali’ndan Meme Kanseri Teshisi Konmus Hastalarin ELISA Test
Sonuglari

HASTA YASI

HBSAG

ANTI HCV

HIV 1/2 ANTIKOR-P24 ANTIJEN

61 NEGATIF /0,87 NEGATIF/0,39 NEGATIF/ 0,34
55 - - -

47 - - -

39 NEGATIF /0,93 NEGATIF/0,24 NEGATIF/ 0,27
52 -- - -

68 NEGATIF/ 0,92 NEGATIF/ 0,24 NEGATIF/ 0,35
73 POZITIF/ 183,19 NEGATIF/ 0,5 NEGATIF/ 0,32
62 - NEGATIF/ 0,26 NEGATIF/ 0,4
52 NEGATIF/ 0,99 NEGATIF/ 0,18 NEGATIF/ 0,40
a7 NEGATIF/ 1,04 NEGATIF/ 0,27 NEGATIF/ 0,28
36 NEGATIF/ 0,90 NEGATIF/ 0,19 NEGATIF/ 0,30
47 NEGATIF/ 0,82 NEGATIF/ 0,41 NEGATIF/0,29
60 NEGATIF/ 0,78 NEGATIF/ 0,43 NEGATIF/ 0,25
40 NEGATIF/0,80 NEGATIF/ 0,35 NEGATIF/ 0,31
43 NEGATIF/ 0,86 NEGATIF/ 0,23 NEGATIF/ 0,39
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Tablo 3.7. Meme Kanseri Teshisi Konmusg Hastalardan Elde Edilen Bilgiler

Yas Basvuru ve Tam Aile Hikayesi Bulgular: T_lll_?g(i)r Ameliyat Tiirii
Sag ust orta kadranda ciltte g¢ekilme yapan .
Meme CA Tanisi e ) Mastektomi,
61 MalignNeoplazmi Yok yaklasik 3x3 cm’lik sert kivamli kitle GRADE 1 Modifiye Radikal
Ablas1t Meme
Memede CAve Rahim | Memede asimetri var. Meme basinda ¢ekilme. Mastektomi,
CA Sol memede sar1 kivamli meme akintis1 var. Sol |GRADE 3 Lz .
55 Tanimlanmamis Modifiye Radikal
Kitle . memede dig alt kadranda 1.5x 2 cm ele gelen
Abisi kitle var.
Pankreas CA
Sol memede iist kadranda meme bagindan
yaklagik 6 cm uzaklikta meme cildine dik Mastektomi,
47 m:ﬁlenNeo lazmi cA 'gakmsl yerlesimli ve ciltten yaklagik 6 mm derinlikte yer GRADE 2 Modifiye Radikal
Y P Y alan diizensiz sekillidir. Meme basinda ¢ekilme
ve akintt yok. Yaklasik ebat1 0.9x0.7x0.6 cm’dir.
Memede Memede asimetri var. Meme basinda g¢ekilme. Mastektomi,
39 Tanimlanmamis CA ](;akmSl Sol memede dis alt kadranda 2x2 cm ele gelen GRADE 2 Modifiye Radikal
Kitle y kitle var
Memede - . Sag memede sislik, duyarlilik yok. Meme baginda Mastektomi,
52 Tanimlanmamis Abmg‘ Al\(mger ¢ekilme mevcut. Hafif kizarik. Sag memede iist GRADE 3 Modifiye Radikal
Kitle dis kadranda 3x1.2x1 cm boyutundadir.
Memede Memede asimetri var. Sol memede 2x2x2 cm Mastektomi,
68 Tanimlanmamus CA Tanist boyutunda kitle mevcuttur. Meme basinda GRADE 3 Modifiye Radikal
- yok .
Kitle ¢ekilme ve akinti yok.
Memede CATamsi | Sag memede saat 10-11 hizasinda, 4.5x3.5x4 cm |GRADE1 [Viostektomi,
73 . . Modifiye Radikal
MalignNeoplazmi yok boyutundadir.
62 Memede CA Tanist Sag memede 1.5x1.7x0.8 cm boyutundadir. |GRADE 2 mgfitiefli()t/ggéllaikal
MalignNeoplazmi yok Meme basinda ¢ekilme ve akinti var.
Memede Sol memede saat 10 hizasinda 3x2.5x1.5 cm Mastektomi,
52 Tanimlanmans CA gakmsl biyiikliigiinde kitle var. Memede agrt kizariklik GRADE 2 Modifiye Radikal
Kitle y yok. Tiimor sekli diizensizdir.
Sag memede dis kadranda 3.5x2.6x2.5 cm :
Meme Ablave | i ikliiginde kitle var. Memede agn ve sislik |GRADE 2[Mastektomi,
47 . . Abide - Modifiye Radikal
MalignNeoplazmi . var. Sol memede ise 33x26x22 mm boyutunda
Karaciger CA . < g .
kitle varlig1 da goriilmektedir.
Meme Egﬁ]eslgi\e Sag memede saat 11 hizasindaki kalsifikasyon |50 ApE o Mastektomi,
36 . . iceren kitle bulgusu. Sag memede 2x1 cm Modifiye Radikal
MalignNeoplazmi bulgusu _ . .
boyutunda agrili ele gelen sekilde kitle vardir.
vardir.
Meme CATamsy | 01 memede saat 10 hizasnda 3xdidem | | agtotoni
47 | MalignNeoplazmi yok uyukiugunde xitie var. Vieme basinda cekiime Modifiye Radikal
yok ve akint1 yok.
Meme CA Tanist Sag memede 3x2x1.5 cm biiyiikliigiinde kitle var. GRADE 2 Mastektomi,
60 MalignNeoplazmi yok Memede ele gelen kitle var. Modifiye Radikal
Memede CA Tanist Sol memede orta kadranda 2.1x2x3.4 cm Mastektomi
20 Tanimlanmamisg ok buyikliigiinde kitle var. Memede agr1 kizariklik [GRADE 2 Modifive Rz:’l dikal
Kitle y yok. Meme basinda akint1 yok. Y
Meme CaTansi | B0 e verdie Meme baonds. cckiime |GRADE g[Mastektomi
43 MalignNeoplazmi yok yo}k/;lur ' $ ¢ Modifiye Radikal
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3.2 Mononiiklear Hiicre Eldesi

Steril bir tiibe 4 ml Ficoll-Paque PLUS (Amersham, 18-1152-69, New Jersey,
USA) kondu. EDTA’L tiipten 4 ml kan gekilerek steril baska birtiibe alindi. Kan ve
fosfat tamponlu tuz (phosphate buffer saline, PBS) 1:1 oraninda karistirilip, Ficoll-
Paque PLUSile karismayacak sekilde eklendi. Ficoll-Paque PLUSve PBS’li kandan
olusan tiip 1800 rpm’de 18°C’de 25 dakika santrifiij edildi. Ayrilan mononiikleer
hiicreler, pipetle toplanip 15 ml’lik santrifiij tiipine kondu. Santrifiij tiiplerinin tstiine 2
ml PBS konulup hiicreler soliisyon i¢inde homojen hale getirildi. Daha sonra 2500
rpm’de 18°C’de 5 dakika santrifiij edildi. Santrifiij isleminden sonra tiipiin dibinde
yaklagik 0.5 ml pelet kalacak sekilde sivi alindi ve kalan 0.5 mlpellethomojenize edildi.
Ustii PBS ile 2 ml’ye tamamlanip tekrar 2500 rpm’de 18°C’de 5 dakika santrifiij edildi.
Tiiblin dibinde 0.5 ml kalacak sekilde sivi alind1 ve disaridan vurularak tekrar hiicre
pelleti kaldirilarak homojenize edildi. Bir viale konulup iistii yaklasik 1,5 ml’ye PBS’le

tamamlandiktan sonra -80°C’ye kaldirildi. Tiim islemlerde steril malzemeler kullanildu.

3.3 Gen Ekspresyonlarinin Belirlenmesi

3.3.1 Mononiikleer Hiicrelerden Total RNA Eldesi

Mononiikleer hiicrelerden total RNA Paris kiti (Ambion, AM1921, Carlsbad,
USA) ile elde edildi. Kitin i¢inde bulunan 2X Liziz/Baglanma soliisyonu 415 ul 2-
merkaptoetanol ile karistirildi. Yikama soliisyou 2/3, 64 ml %100’liik ACS grade etanol

ile 1yice karistirildi.

Derin dondurucuda (-80°C) saklanan mononiikleer hiicreler 2500 rpm’de +4°C’de
10 dakika santrifiij edildi. Vialin dibinde 0.2 ml pellet kalacak sekilde s1v1 ¢ekildi. Kitin
iginde yer alan Cell Distruption Buffer’dan vialde bulunan hiicre pelletinin tizerine 300
ul konup kuvvetlice vortekslendi. Uzerine 320 pl 2X Liziz/Baglanma soliisyonu eklendi
ve pipetlendi. Bu islemlerin hepsi buz iizerinde yapildi. Homojen haldeki karigima daha

sonra 320 ul %100°lik ACS grade etanol kondu ve hafifce pipetleme yapildi.
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Kitin i¢indeki toplama tiipiiniin i¢ine filtre yerlestirilip, hiicre lizatindan 700 pl
filtreye kondu. 12000 g’de 45 saniye 18°C santrifiij edilerek lizatin filtreden gegmesi
saglandi. Filtreden gegen sivi (filtrat) atilip filtre ayni toplama tiipiine kondu. Filtre igine
geriye kalan 260 pl hiicre lizat1 eklenerek bir 6nceki basamaktaki islemler uygulandi.
Tekrar filtreden gegen sivi uzaklastirilip filtre ayni tiipe kondu. Filtre i¢ine kit i¢indeki
yikama soliisyonu 1°den 700 pl eklenip 45 saniye 12000 g’de 18°C’de santrifiij edildi.
Filtreden gegen sivi atilip filtre ayni toplama tiibline kondu. Filtre icine yikama
soliisyonu 2/3’ten 500 ul eklenerek 12000 g’de 45 saniye 18°C’de santrifiijedildi. Bu
islem 2 kez tekrarlandi. Son yikama isleminden sonra 30 saniye filtreye bir sey
konmadan 12000 g’de 45 saniye 18°C’de santrifiij edildi. Boylece filtrede kalan yikama

sollisyonu artiklar1 ortamdan uzaklagtirildu.

Yikama islemlerinden sonra filtre yeni bir toplama tiipiine kondu ve {istiine daha
onceden 95°C’de 1sitilanayristirma ¢ozeltisinden (eliisyon soliisyonundan) 50 ul kondu
ve 12000 g’de 45 sn 18°C’de santrifiij edildi. Bu islem 2 kez tekrar edildi. Ikinci
santrifiijden sonra filtre atilip toplama tiipiiniin dibindeki RNA miktar1 nanodrop’ta
(ATCGenes, ASP 3700) 260 nm’de 6l¢iiliip daha sonraki asamalarda kullanilmak {izere
-80°C’de saklandh.

3.3.2 Real-Time PCR i¢in Orneklerin Hazirlanmasi

Real time PCR islemi i¢in 6rneklerden ayni miktarda (200 ng) RNA kullanild.
RNA’larin iizerine primerler konup iizeri 19 pl olacak sekilde niikleaz free suyla
tamamlandi. Hazirlanan &rnekler 70°C’de 5 dakika inkiibe edildi. Her &rnek igin bir

adet GAPDH ve kalip olmayankontrol grubu (no template control, NTC) hazirlandi.

3.3.3 Komplementer DNA (cDNA) Eldesi

1 ul revers transkripsiyon master mix karisimi igeren tiiplere (Bioneer,
AccuPower RT/PCR Mix, K-2055, Alameda, USA) total RNA’lar eklenerek,
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komplementer DNA’lar (¢cDNA) elde edildi. Bunun i¢in 19 pl olan total RNA, primerler
ve master mix (Bioneer, AccuPower RT/PCR Mix, K-2055, Alameda, USA) karisimi
42°C’de 60 dakika, daha sonra ise 94°C’de 5 dakika PCR islemine tabi tutuldu.

3.3.4 Real-Time PCR

Elde edilen cDNA optik kapakli PCR tiiplerine 3 tekrarli olacak sekilde
paylastirildi. Her tiipe 5 pl cDNA, 5 pl niikleaz free su ve 10 pl SYBR Green Mix
konarak (Agilent Technologies, 2X Brillant 111 SYBR GREEN Master Mix, USA) RT-
PCR asamasi gergeklestirildi. Elde edilen her bir 6rnek RNA’s1 i¢in internal (endojen)
kontrol olarak Gliseraldehit-3-fosfat dehidrogenaz (GAPDH) gen ekspresyonu da
belirlendi. miR-126 ve GAPDH gen ekspresyonlarina bakilarak elde edilen Ct degeri,
AACt degeri olarak hesaplanmistir (Sekil 3.1). Bu deger yaptigimiz RT-PCR
yonteminin degerlendirilmesinde asil bilgiyi vermektedir. AACt degeri, miR-126’nin Ct
degerinden GAPDH Ct degerinin ¢ikarilmasindan sonra AACt 2'(CTmiR‘126 - CTGAPDH)
formiiliinde degerlerin yerine konmasi ile hesaplanmaktadir. Kontrol i¢in GAPDH ve
kalip olmayan kontrol grubu (no template control, NTC) kullanildi. 3 tekrarli hazirlanan

ornekler Real-Time-PCR’da (Stratagene MX3000p) cogaltildi. Kullanilan primerler
Tablo 3.8°de verilmistir (41, 76).
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Sekil 3.1. Real-Time PCR’dan elde edilen verilerin goriiniimii. Kanser hastasinin miR-126 ve GAPDH
amplikasyon egrileri ve RNA (kalip) konulmamis (no template control, NTC) negatif
kontroliin amplikasyon egrisi. Mavi renk hasta Ornegindeki miR-126 CT degerini
gostermektedir. Yesil renkte olan egri ise; hasta 6rnegindeki internal kontrol olan GAPDH’in
CT degerini gostermektedir. Grafikteki diger iki renkteki egri (turuncu ve gri) GAPDH ve
miR-126’nin negatif kontrolleri olup gosterdigi deger istatistiksel olarak anlamsiz
sayilmaktadir.

Tablo 3.8. Real-Time PCR’da Kullanilan Primerler ve Problar

Primerin Adi Forward Primer Reverse Primer
miR-126 3’- GTCCGCTCGTACCGTGAGTAATA-'5 | 3’-CCAGTCTCAGGGTCCGAGGTATTC-'5
GAPDH 3’- GGGAAAACCGAGGGGGGAGC-5 3’-GAAACTGCGACCCCGACCGT-'5

RT-PCR asamasinda ilk 6nce 95°C’de 10 dakika tutuldu, daha sonraki asamada
95°C’de 30 saniye, 55°C’de 1 dakika ve en son olarak 72°C’de 1 dakika, 40 gongii
uygulandi. En son asamada ise erime sicakliklarinin (melting temprature, Tm)
belirlenmesi i¢in 95°C’de 30 saniye, 55°C’de 30 saniye ve tekrar 95°C’de 30 saniye

asamalar1 uygulanip deney sonlandirildi.
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3.4 Istatistiksel Degerlendirme

Bu calismanin istatistiksel degerlendirmesi i¢cin SPSS IBM 20.0 programi
kullanilmigtir. AACt degerleri normal dagilmamakla birlikte Mann-Whitney U testi ile
analiz yapilmistir. Tanimlayict istatistikler olarak medyan (%25-%75) ylizdelik

dilimleri arasinda yapilmaistir.
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4. BULGULAR

Bu calismada 15 saglikli ve 15 meme kanseri tanis1 konmus hastalardan olusan iki
ayrt deney grubu bulunmaktadir. Kan 6rneklerinden mononiiklear hiicreler elde edilip,
daha sonra bu hiicrelerden total RNA’lar izole edilmistir. Elde edilen total RNA’lardan
mMiR-126 genine 6zgii primerler kullanilarak ger¢ek zamanli polimeraz zincir reaksiyonu
yontemi (Real-Time Polymerase Chain Reaction, RT-PCR) ile 6rneklerin Ct degerleri
elde edilmistir. Ct olarak adlandirilan kavram esik-deger dongiisii ya da treshhold cycle
miktaridir. Bu deger, RT-PCR’da iiriindeki ilk anlamli artisin oldugu noktay1 belirtir.
Cr; gen ekspresyonu miktarinin belirlenmesinde 6nemli bir parametredir. Baslangigtaki
yiiksek miktarda genomik DNA (cDNA), PCR esnasinda {iriin artisina ve boylece Ct
degerinin disiisiine neden olacaktir. Boylece Ct degeri 40 veya daha yiiksekse gen
ekspresyonu artiginin olmadigi ve bu degerin diisiik olacagi sonucuna varilir. Eger gen
ekspresyonu varsa, Ct degeri 40’ altinda olacaktir (57, 69). Kontrol grubuna ait
hastalarin yaslari, miR-126 degerleri, GAPDH degerleri ve AACt degerleri Tablo 4.1°de

gosterilmistir.
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Tablo 4.1. Kontrol grubu olan 15 saglikli insanin yas ve CT degerleri

Yas miR-126 CT Degeri GAPDH CT Degeri AAC+ degeri
66 15,8 15,84 1,03
52 15,86 16,63 1,71
67 15,87 16,99 2,17
64 16,89 16,17 0,61
58 22,5 22,64 11
49 20.36 19,34 0.49
62 28,28 19,52 0,002
47 20.38 19,36 0.49
72 20,37 19,35 0.50
48 17,75 16,8 0,52
48 19,87 17,88 0,25
41 20,46 17,74 0,15
39 20,48 17,71 0,15
40 18,9 19,17 1,21
38 21,79 20,11 1,68

Calismamizda yer alan ikinci grup ise 15 adet meme kanseri tanist konmus
hastanin kan 6rneginden olusan hasta grubudur. Bu grupta elde edilen veriler kontrol
grubuna uygulanan ayni yontemler kullanilarak elde edilmistir. Ayrintili bilgiler Tablo
4. 2°de gosterilmistir.
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Tablo 4.2. Meme kanseri tanist konmus 15 hastanin yas ve CT degerleri

Yas miR-126 CT Degeri GAPDH CT Degeri AAC+ degeri
61 23,52 21,10 0,19
55 22,67 21,62 0,48
47 22,2 22,47 1,2
39 22,49 22,5 1,01
52 38,13 36,68 0,37
68 31,96 31,29 1,59
73 35,25 22,74 0
62 28 24,54 0,09
52 28,15 25,64 0,19
47 235 20,27 0,11
36 28,38 20,55 0,04
47 28,07 24,47 0,08
60 32,64 29,41 0,11
40 26 22,77 0.09
43 30,09 26,86 0,11

Tablo 4. 1 ve 4. 2°de gosterilen veriler, SPSS IBM 20.0 ‘de degerlendirilmistir.
Bu veriler deneylerden elde edilmis olan ham verilerdir. Biitiin degiskenler i¢in
normallik testi uygulanmistir. Yas, normal dagilim gostermistir ve Student’s t testi ile
analizi yapilmistir. miR-126, GAPDH ve AACt degerleri normal dagilim gdstermeyip,
Mann-Whitney U testi ile analiz yapilmistir. Tanimlayic istatistikler olarak ortalama-
standart sapma ve medyan (%25-%75) yiizdelik dilimleri verilmistir. Istatistik

analizlerinden sonra elde edilen veriler Tablo 4.3’te gosterilmistir.

Tablo 4.3. Hasta ve kontrol gruplarindan elde edilen verilerden elde edilen sonuglar

KONTROL GRUBU HASTA GRUBU
Olasilik Degeri (p)
Medyan(%625-%75) Medyan(%625-%75)
miR-126 20.36 (16.89_20.48) 28.07 (23.5-31.96) <0.001
GAPDH 17.88 (16.8-18.36) 22.77 (21.62-26.86) <0.001
AACt 0.52 (0.25-1.21) 0.11 (0.09-0.48) 0.014
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Yas, miR-126, GAPDH ve AACt degerleri olmak iizere dort farkli degiskende
istatistiksel analiz yapilmistir. Yas degerlerinde herhangi bir fark goriilmemektedir.
Ortalama yas, kontrol grubunda 52,73+ 11,30; hasta grubunda ise 52,134+10,94tiir
(Sekil 4.1).

YAS

52,8 -

52,6 A

52,4 A mYAS
52,2 ~
52 -~

51,8 T T
KONTROL GRUBU HASTA GRUBU

Sekil 4.1. Kontrol ve hasta 6rneklerinin yas dagilim grafigi

Diger ii¢ degisken normal dagilim gostermemistir. miR-126 bakimindan kontrol
grubu medyan1 20,36 (16,89-20,48;); hasta grubunun medyan1 ise 28,07 (23,5-
31,96)’dir. Olasilik degerleri (p) her iki degisken icin <0,001°dir. AACy degiskeni;
kontrol grubu i¢in 0.52 (0.25-1.21) olup, bu deger hasta grubu i¢in 0.11 (0.09-0.48)’dir.
p degeri 0,014°tiir. Hasta grubu [0.11 (0.09-0.48)] kontrol grubuna [0.52 (0.25-1.21)]
gore miR-126 gen ekspresyonunda bir azalma gostermektedir. miR-126’nin meme
kanserinde bir tiimor baskilayict gen oldugunu desteklemektedir. Veriler Tablo 4. 4’te

Ozetlenmistir.
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Tablo 4.4. 15 saglikli kontrol ve 15 meme kanseri hastanin gen ekspresyon (p= 0.014 olasilik degerinde)
diizeyleri

AACT DEGERI (p=0.014)

HASTA GRUBU
0.11 (0.09-0.48)
(n=15)
KONTROL GRUBU
0.52 (0.25-1.21)
(n=15)

Hasta grubunda [0.11 (0.09-0.48)] kontrol grubuna [0.52 (0.25-1.21)] gore AACy
degerinde azalma tesbit edilmistir. Elde edilen veriler istatistiksel olarak anlamli
cikmigtir. Veriler g6z 6nilinde bulunduruldugunda miR-126 gen ekspresyonu kontrol

grubuna gore hasta grubunda azalma gostermistir (Sekil 4. 2).

0,6

0,5 -

04 -

0,3 -

0,2 -

0,1 -

AACT

B KONTROL GRUBU  m HASTA GRUBU

Sekil 4.2. Kontrol ve meme kanseri gruplarinda gen ekspresyon degerlerinin grafigi

RT-PCR’dan elde edilen verilerin bir saglamasi olarak RT-PCR’dan g¢ikan
cDNA’lar %2’lik Agaroz jelde yiiriitiildii. Jel goriintiisiinde 85 baz ¢iftlik (bg) mir-126
bantlar1 ve 567 bg’lik GAPDH bantlar1 goriilmektedir (Sekil 4.3).
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Sekil 4.3. %2’lik agaroz jel elektroforezi ile gozlenen 85 b¢ MiR-126 ve 567 bg’lik GAPDH bantlar:.
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5. TARTISMA

Gliniimiize kadar yapilan ¢aligmalarda miRNA’larin biyolojik goérevleri hakkinda
cok cesitli sonuglar elde edilmistir. Simdilerde miRNA’larin, onkomir olarak hiicre
bliylimesinde ve doku farklilasmasinda rol aldigi konusunda birgok arastirmaya
rastlanmaktadir (4, 12, 16, 27, 38, 40, 41, 43, 48, 50, 59, 63, 76, 77). Oregin, C.
elegans ile yapilan bir arastirmada lin-4 ve let-7 tarafindan kodlanan miRNA’larin
hiicre farklilagsmasi ve ¢ogalmasinin ayarlanmasinda yer aldigi bildirilmistir (59). lin-4
ve let-7 gen bolgelerinden olusan miRNA’larin insan hiicre dizilerinde de hiicre
cogalmasini kontrol ettigi bulunmustur (59, 65). miRNA genlerinin %50’si kirilgan
bolgelerden ve kanserle iligkili genomik bdlgelerden olugmaktadir. Bu durum
miRNA’larin  kanser patogenezinde oOnemli bir yere sahip olabilecegini

diistindiirmektedir (27, 62).

Simdiye kadar yapilan calismalar incelendiginde miR-126’nin meme kanserli
hastalarin kan dokusundan elde edilen periferal hiicrelerde incelendigi arastirmaya
rastlanmamistir. Zaten kanda bulunan miRNA gen ekspresyonunun belirlendigi ¢alisma
sayist da smirlidir. Ancak bu c¢alismalarin yapilmasi miR-126’nin kan hiicrelerindeki
durumunun bilinmesi agisindan onemlidir. Ancak bu sekilde teshis ve tanida bu
molekiillerin  kullanilip-kullanilamayacagi hakkinda bilgi sahibi olunabilecektir.
Calismamizda kanda miR-126’nin kontrol grubuna goére kanserli hastalarda daha az

eksprese edildigi belirlenmistir.

Liu ve arkadaglar1 (2011), malign olmayan ve normalde uterus i¢inde bulunmasi
gereken endometrial hiicrelerin uterus disinda bulunmasi durumu olan endometriosis
olusumunda, miR-126’nin, hiicreler aras1 sinyal yolaklarinda etkili olan bir adaptor
proteini olan Crk’nin ekspresyonuna bagli olarak etkileyebilecegini bildirmistir.
Uterusun i¢ yiiziinli 6rten tabakanin hem salgi bezi hem de destek dokusunda incelenen
mMiR-126"nin ektopik endometriosis hastalarinda 6nemli derecede diistiigii gézlemistir.

Bu arastirmada deney gruplarindan Crk mRNA seviyesinde bir degisim gozlenmezken
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Crk protein seviyesinin asir1 derecede arttigi tesbit edilmistir. Bu nedenle bu iki molekiil
arasinda baglantt kurulmus ve yiikksek Crk proteini seviyesinin miR-126

ekspresyonunda azalmay1 sagladig bildirilmistir (39).

Crawford ve arkadaslar1 (2008), kiigiik hiicreli akciger kanseri hiicre dizilerinde
(NSCLC) miR-126’nin invazyon {izerine etkisini, hem hiicre dizilerinde hem de
hastalardan toplanan orneklerde arastirmistir. Bu calismanin sonucunda miR-126’nin
fonksiyonel hedeflerinden biri olan Crk’y1 etkiledigini, miR-126’nin asir1 ekspresyonu
ile Crk proteinininde azalma oldugunu, mRNA’larinda ise bir degisim olmadigini
gozlemistir (12). Ayrica Crawford ve arkadaslar1 adezyon, go¢ ve invaziv kapasitenin
artmasini saglayan Crk ekspresyonu azaldigi zaman, NSCLC hiicre dizilerinde, miR-
126’n1in bu hiicrelerin adezyon, gog¢ ve invaziv kapasiteyi azalttigi gozlemistir (12). Liu
ve arkadaglari (2011) ile Crawford ve arkadaglarinin (2008) calismalar1 birbirlerini
destekler niteliktedir. Bu arastirmalar birlikte degerlendirildiginde Crk ve miR-126’nin

kanserde zit iliskili oldugu sonucuna ulasilmaktadir (12, 40).

Lin ve arkadaslar1 (2012) da, hsa-miR-126 ve hsa-miR-183’lin metastatik NSCLC
hiicrelerinde inceledikleri ¢alismada miR-126’nin akciger kanserindeki ekspresyonu
Crk proteininde bir diisiise neden oldugunu goézlemisler. Kanda bulunan miRNA’larin
tani, tedavi ve kanserin biyolojik gostergesi olarak kullanilabilme potansiyeline sahip

olabilecegini bildirmistir (38).

Sun ve arkadaslar1 (2010)kiigiik hiicreli akciger kanseri hiicrelerinde miR-
126’ nin, EGFL 7 gen bolgesini hedefleyerek hiicre ¢ogalmasini azalttigini aragtirmistir.
Elde ettikleri verilere gore, miR-126’nin asir1 eksprese olmasinin in vitroda NSCLC
hiicrelerinde EGFL 7 {irlinlerinin miktarinin artmasini sagladigimi goézlemistir. Bunun
sonucunda da EGFL 7 iriinlerinin miktarinin artmasinin hiicre ¢ogalmasin azalttigini
bulmustur (59). Hiicre dongiisii analizleri kullanarak, mir-126’nin G1/S gecis noktasini

bloklayarak ya da geciktirerek hiicre dongiisiinii diizenledigini ileri siirmiislerdir (59).
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Sempere L. F. ve arkadaslar1 (2010),meme, kolorektal, akciger, pankreas ve
prostat kanserli dokularda diisiik ekspresyon gosteren miR-34a ve -126 ve yiiksek
ekspresyon gosteren miR-21 ve -155’1, immunohistokimyasal (IHC) ve florasan tabanl
in situ hibrizidasyon (ISH) yontemi ile incelemistir. miR-126 ve miR-155
ekspresyonlarinin endotelyal ve immun hiicrelerinde, miR-34a ve 21 ekspresyonlarinin
ise, kanser hiicrelerinde varligi tesbit edilmis ve daha Once cesitli arastirmacilar
tarafindan elde edilen bulgular1 desteklemistir (58). Bdylece farkli yontemler
kullanilarak da miRNA’lar belirlenmistir.

Bir miRNA gen bolgesi 200’den fazla farkli hedef gen bdlgesine baglanabilir ve
bu baglandiklar1 yerler farkli hiicresel gorevlere sahip olabilir. Ornegin; Otsubo ve
arkadaslar1i(2011),gastrik kanserde miR-126’nin hedef bolgesi olarak,DNA iizerinde
belli bir diziye baglanarak transkripsiyonu diizenleyen bir transkripsiyon faktorii olan
SOX2 genini se¢mistir. Otsubo ve arkadaglar, mikroRNA-126’nin inhibe ettigi
SOX2’nin ekspresyonu ve gastrik kanserle iliskisini inceledikleri ¢alismada, miR-
126’nin  sadece gastrik kanser hiicre dizilerindeki SOX2 ekspresyonunu
engellemedigini, cogu kanser hiicre dizilerinde SOX2’nin ekspresyonunu diislirdiigiinii
bulmustur. Ayrica ekspresyonun azalmasinin sonucu olarak gastrik kanser hiicre
dizilerinin birbirlerine bagimli ve bagimsiz olarak biiylimesini arttirmaktadir. Sonug
olarak da miR-126’nin SOX2 gen ekspresyonunu azaltarak gastrik kanseri arttirdigini
gozlemistir (50).

Feng ve arkadaslarinin (2010),yaptiklari bir ¢alismada miR-126’nin gastrik kanser
hiicre dizilerinde (SCG-7901) ekspresyonunun azaldigini ve bu nedenle de tiimor
baskilayici olarak goérev yaptigini bildirmistir. Yapilan bu ¢alismanin diger bir sonucu
mMiR-126 ekspresyon seviyesinin hiicre biiyiimesinde etkili oldugunun gosterilmesidir.
Feng ve arkadaglarina gore; miR-126 hiicreleri kanserlesmeye kars1 koruyan miRNA’lar
arasinda yer almaktadir. Ayrica klinik olarak tani1 konmasinda lenf nodu metastazi ve

tedavisinde biyomarker olarak kullanilabilecegini de bildirmistir (16).
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Tavazoie S.F. ve arkadaglarmin yaptigi ¢alismada (2008),miR335, miR-126 ve
miR-106  ekspresyonlarinin  metastatik  odaklarda Onemli derecede  disiis
gosterebilecegini bulmustur. miR-335 ve miR-126 diisiik ekspresyonu ile metastazlar
arasinda bir baglant1 olabilecegi ve bu nedenle de gelisen metastazin belirlenmesinde
marker olarak kullanilabilecekleri bildirilmistir (43). Ayrica, baska arastirmalarda da
miR335, mIiR-126 ve mIiR-206 ekspresyonlarmmin metastatik odaklarda diisiis
gosterebilecegi ve miR-335 ve miR-126 metastazindaki diisiik ekspresyonun gelisen

metastazin belirlenmesinde marker olarak kullanilabilegi bildirilmistir (4, 63).

Meme kanserli hiicrelerin metastazinda farklit miRNA’larin farkli etkilerinin
oldugu ortaya konmustur. Robert Weinberg’in grubundan olan Ma ve arkadaglar
(2008), ilk olarak miR-10b’nin meme Kkanserinin invazyonunu ve metastazini
baslattigim1 bulmustur (48). Ik calismalarinda miR-10b nin HOXD10’u baskilayarak
prometastatik RHOC genini dolayli olarak aktive ettigi gostermistir. HOXD10 tiimor
invazyonuna ve metastazina yol agar. Ikinci calismalarinda; miR-373 ve miR-520c’nin
CD44 geninin kismen diizenlenmesini saglayarak tiimor invazyonu ve metastazinda
gorevli olabilecegini ispatlamistir. Son caligmalarinda; mir-335, miR-206 ve miR-
126’nin meme kanserli hiicrelerin baskilayicis1 oldugu tanimlanmistir. miR-335’in
eksikliginin SOX4 ve TNC’nin (kodlanan tenascin C) aktivasyonuna Onciiliik ettigini
bildirmistir. HOXD ve TNC metastatik 6zelliklerin kazanilmasindan sorumludur (43,
48). Kiicik kodlamayan RNA bdlgelerinin kesfinden beri gen regililasyonunun
miRNA’larla diizenlenmesi daha iyi anlasilmigtir. Zhang ve arkadaslar1 (2008), bir
calismada IRS-1’i miR-126’nin hedef geni oOlarak se¢mistir. Aragtirmanin sonucunda da
mMiR-126’nin, meme kanseri hiicre dizisi olan (MCF-7) ve metastatik karakterli meme
kanseri hiicre dizilerinde (MDA-MB-231) IRS-1’e¢ etki ederekhiicre biiylimesini
azaltigimi  gozlemistir  (76). Bu c¢alisma ile kendi ¢alismamizin sonuglarini
kargilastirdigimizda, bizim c¢alismamizda da benzer sekilde miR-126 gen
ekspresyonunun kanserli grupta azaldigi goriilmiistiir. Bu sonug, miR-126’nin tiimér

baskilayici gen olarak gorev yapabildigini destekler niteliktedir.
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Zhu ve arkadaslar1 (2011), meme kanserinde mir-126 ve VEGF/PI3K/AKT sinyal
yolagi arasindaki iligkiye bakmistir. Bu sinyal yolagi aktive edildigi zaman meme
timorlerinde miR-126 ekspresyonu azalmistir. Ayrica miR-126’nin memelilerde egfl7
gen bolgesinde bulundugunu da desteklemistir. miR-126’y1 HUVEC hiicrelerinde
susturmuslardir. miR-126’s1 susturulan egfl7 geninin ekspresyonu, miR-126’s1 aktif
olan kanser hiicrelerindeki egfl 7 gen ekspresyonuyla karsilastirildiginda; mRNA ve
protein seviyesinde farklilik goriilmemektedir (77). Bunun sonucunda da kanserli

hiicrelerde miR-126 ekspresyonunun diistik oldugunu ileriye stirmiistiir (77).

Wang F. ve arkadaslar1 (2010), yas (48 yasii ortalamakabul ederek alt ve iist
siirlar kabul edilerek), timor tipi (malign, bening ve tiimor sathasina gore), Ostrojen ve
progesteron miktarlarina gore miR-21, -106a, -126, -155, -199a ve -335’in gen
ekspresyonlarina bakmistir. miR-21, -106a ve -155’in ekspresyon seviyeleri yiiksek
iken, miR-126, -199a ve -335’te ekspresyon seviyelerini diisiik bulmustur. Bu veriler
g6z oniinde bulundurularak meme kanserinde 3 miRNA’nin (miR-126, -199a ve -335)
ekspresyonunun diistiigii bulmustur. Wang ve arkadaslar1 ¢oklu parametreleri goz
Oonunde bulundurarak, kandan elde edilen hiicrelerde incelenen altt miRNA’nin, meme

kanseri tanis1 ve tedavisinde biyomarker olarak kullanilabilecegini 6ne stirmiistiir (68).

Zhang H. ve arkadaslar1 (2011), yaptiklari ¢alismada miR-126’nin MCF-7
hiicrelerinde ¢ogalmayi nasil etkiledigini belirlemek i¢in MCF-7 hiicre dizilerine 100
nmol/L miR-126 ve negatif kontrol olarak miRNA taklidi transfekte etmistir. 48 saat
sonra, MCF-7 hiicrelerinin ¢ogalmasint MTT yontemi ile 6lgmiistiir. Deney sonucunda
da miR-126’nin etkisi negatif kontrol olan miRNA taklidi ile karsilastirmigtir ve MCF-7
hiicrelerindeki ¢ogalmayr miR-126 %86 hayatta kalma oranmi saglayarak inhibe
ettiginigdzlemistir. Elde edilen verilere gore bu dizilerde miR-126’nin kanserle iliskili
genlerin diizenlenmesinde gorev aldigi, meme kanseri hiicre dizilerinde timor
baskilayict o6zellikte oldugu ve bu hiicre dizilerinde diisiik ekspresyon gosterdigi
bulmustur. miR-126 hedef genleri arasindaki kanserle iliskili genler arasinda insiilin

reseptor Uriinii 1 (insiilin receptor substrate 1; IRS-1), genis notral amino asit tasiyici
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kiigiik alt tinitesi 1 (Large neutral amino acids transporter small subunit 1; SLC7AS),
VEGF Sinyal Iletimini Engelleyen Tomurcuklanmayla Alakali Protein 1 (Sprouty-
related VEGF-1 domain containing protein 1; SPRED-1) ve protoonkogen C-crk (
proto-oncogene C-crk, P38; CRK) yer almaktadir (75).

Cesitli arastirmacilar tarafindan da miR-126’nin tiimor baskilayici 6zellik tasidigi
bulunmustur. Jung ve arkadaslar1 (2012), meme kanserinde epidermal biiyiime faktorii
reseptorli 2 (HER-2)’yi etkileyen bir kimyasal ila¢ olan trastuzumab kullanan hastalarin
plazma oOrneklerinde miR-210, -21, -29a ve -126 gen ekspresyonunu incelemistir.
Calisma sonucunda bu miRNA’larin tiimor baskilayict oldugunu bulmustur (29). Kastl
L. ve arkadaglar1 (2012), MCF-7 ve MDA-MB-231 hiicre dizilerinde bir kimyasal
tedavi ilact olan docataxel’e direncin miR-34a, -141, -7, -16, -30a, -125a-5p ve -126 gen
ekspresyonlar1 tizerindeki etkilerini arastirmistir. Docataxel, B-tubulin altbirimi olan
mikrotiibiillerin depolimerizasyonunu inhibe ederek hiicre dongiisiinii durdurur ve
apoptozu engeller. Sonug olarak docataxel uygulanan bu hiicre dizilerinde miR-34a ve -
141gen ekspresyonunda artig gozlenmis, miR-126 dahil olmak iizere diger miRNA’larin

ekspresyonunda ise azalma goriilmiistiir (30).

Yang ve arkadaglar1 (2011), miR-126 ve miR-335’in meme kanseri riski ile
arasindaki iligkiyi aragtirmistir. Yang ve arkadaslarinin calismasinda BRCA1/2 geninde
mutasyon olan ve aile ge¢misinde de meme kanseri tanisi konan hastalardan alinan
kanlardan genomik DNA elde edilerek gen ekspresyonunu incelemistir. Sonug olarak,
bizim bulgularimiza zit olarak miR-126 ve miR-335’in kanser metastazinda

ekspresyonunun arttigini bulmustur (71).

Gilinlimiizde kodlamayan kii¢iikk RNA’lar ve 6zellikle miRNA’lar hakkinda gerek
dokuda ve gerekse kanda yapilan caligmalar heniiz yeterli sayida degildir. Dokuda,
kiiltiire edilmis hiicrelerde, serum ve plazmadaki miR-126 gen ekspresyonu ve protein
miktarlarinin kantitatif ve kalitatif analizlerinin daha fazla olmasi gerekmektedir. Ayrica

miRNA’larin kanserin yaninda diger hastaliklarla olan iliskileri hakkinda da bilinenler
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cok fazla degildir. miR-126’nin kanser ve hiicre dongiisii ile etkilesimleri gibi daha
bircok mekanizma ile olan iliskilerinin ortaya cikarilmasi i¢in yapilacak daha fazla

arastirmaya ihtiyag vardir.
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6. SONUC VE ONERILER

Calismamiza gore mMiR-126 gen  ekspresyonu, saglikli  kontrollerle
karsilagtirildiginda meme kanseri tanist konmus hastalarin kanindan elde edilen
orneklerde azalmis olarak bulunmustur. Bu durumda miR-126’nin bir timér baskilayici
olabilecegini bildiren calismalarda da oldugu gibi bizim calismamizda da kanserli

grupta azalma gostermesi bu ¢alismalari destekler niteliktedir.

Calismamiz bu konuda yapilacak olan diger arastirmalar i¢in bir 6n ¢aligma
niteligindedir. ilerleyen donemlerde daha fazla ornekle ve daha genis kapsamli
incelenmesi gerekmektedir. Yapilan tiim arastirmalar bir kanser marker1 bulma ve
kansere care olabilecek molekiillerin kesfedilmesine yoneliktir. Giiniimiizde kanser
tedavilerinde kemoterapiden ayr1 olarak alternatif bir tedavi yontemi olan gen tedavi
calismalar1 lilkemizde ve diinyada siirmektedir. Kemoterapi her ne kadar bir tedavi
yontemi olsa da bazi yan etkileri vardir ve bu yan etkiler hastalara zarar vermektedir.
Ornegin; ¢alismamiz siiresince hastalardan kan toplarken, hastanin damarlarinda
incelme, kansizlik, halsizlik, sa¢ ve kil dokiilmesi gibi rahatsizliklarin oldugu
goriilmiistiir. Yapilan gen tedavi caligmalar: ile kanseri durdurmak i¢in hastaya bir¢ok
yan etkisi olan kimyasal madde vermek yerine uygun gen bolgesini kanserli hiicreye

aktararak tedavi amag¢lanmaktadir.

Bu calismada incelenen miR-126 ileride hem teshis hem de tedavi igin
kullanilabilir niteliktedir. Bunun i¢in giiniimiizde bir¢ok kanser arastirmacisinin ilgisini
¢ceken miRNA’lar, marker ya da tedavinin bir parcasi olma yolunda gelismektedir.
Literatiirde c¢ok fazla ge¢cmisi olmayan bu molekiillerin arastirilmas1 gelecekte

kesfedilecek mekanizmalara 151k tutmasi nedeniyle 6nemlidir.
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