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OZET

Meme kanseri diinyada kadinlar arasinda en sik goriilen kanser tiiriidiir. Son
yillarda mikroRNAlarin islevlerinin ve kanserdeki rollerinin anlasilmaya baslanmasi
hem kanserin molekiiler patolojisinin anlasilmasinda hem de yeni molekiiler hedefe

yonelik tedaviler gelistirilmesinde umut olmustur.

Calismamizda 28 meme kanserli hastanin kan ve doku drnekleri ve 50 meme
kanseri agisindan saghkli bireyin kan Orneklerinde miR-34a ve miR-125a
mikroRNAlarinin genomik dizileri dizileme yontemi ile incelenmistir. miR-34a’nin
genomik bolgesinde herhangi bir polimorfizm veya mutasyon saptanmamistir. miR-
125a’nin transkribe olmayan bolgesinde bilinen bir polimorfizm kontrol ve hasta
orneklerinde belirlenmistir. Bu polimorfizmin hastalara ait orneklerdeki genotip
dagilimi; %350,0 TT,%32,1 CT, %17,9 CC seklindedir. Kontrol 6rneklerindeki dagilimi
1se % 56,0 TT,% 36,0 TC, %8,0 CC’ dir. Kontroller ve meme kanserli 6rnekler arasinda

istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmamistir (p>0,05).

Polimorfizmin bulundugu bdlge, internet tabanli bir programla transkripsiyon
faktorleri i¢in baglanma bolgesi tasiyrp tasimadigr yoniinde incelenmistir. Bu
polimorfizmin bulundugu bolgeye TT genotipi i¢in Gata-1 transkripsiyon faktorii
baglanirken, CC genotipi i¢in Sp-1 transkripsiyon faktorii baglanmaktadir. Sp-1 ER i¢in

koaktivator gorevi gordiigii icin meme kanseri gelisiminde rol oynadigi bilinmektedir.

Calismamizda meme kanserinde miRNA mutasyonlarinin seyrek goriildigi
sonucuna varilmis olsa da, net sonuca varmak i¢in bu konuda daha ¢ok c¢alisma
yapilmasi gerekmektedir. Caligmamiz miR-125a’nin meme kanserindeki 6nemini ortaya
koymustur ve miR-125a’nin hiicresel yolaklarla baglantisinin kurulmasi i¢in

fonksiyonel analizler yapilmasi gerekliligini vurgulamistir.

Anahtar kelimeler: Meme kanseri, miR-34a, miR-125a, dizileme.
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SUMMARY

Breast cancer is the type of cancer most frequently seen among women in the
world. Recently understanding the functions of microRNAs and their roles in cancer
progression has been providing expectations for understanding the molecular pathology

of breast cancer and developing new molecular targeted therapies.

In our study, genomic sequences of miR-34a and miR-125a were studied in
tissue and blood samples from 28 patients with breast cancer and 50 healthy controls
with respect to breast cancer by DNA sequencing. Any mutation or polymorphisms
were not detected in genomic sequence of miR-34a. A known polymorphism in non-
transcribed region of miR-125a was found in patients and control cases. The genotype
frequencies of this polymorphism in patient group are 50.0 % TT, 17.9 % CC, 32.1 %
CT. The frequencies in control group are 56.0% TT, 8.0 %CC, 36.0 % TC. The
genotype frequency difference between patient and control group is statically not

significant (p>0.05).

The region containing this polymorphism was analyzed whether it contains a
binding site for a transcription factor or not. While Gata-1 transcription factor binds this
region for TT genotype, Sp-1 transcription factor binds this region for CC genotype.
Because Sp-1 is a coactivator for ER, it is known that Sp-1 takes part in breast cancer

progression.

In our study, although it was concluded that miRNA mutations in breast cancer
is a rare event more studies are needed to perform to drive an exact conclusion. Our
study showed the importance of miR-125a in breast cancer and it emphasized the
necessity of performing functional analysis to associate miR-125a with cellular

pathways in breast cancer.

Key words: Breast cancer, miR-34a, miR-125a, DNA sequencing.
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1. GIRIiS VE AMAC

Son yillarda mikroRNAlarin normal gelisimde ve hastaliklardaki rolii ile ilgili
bircok calisma yapilmistir. Bu caligmalar mikroRNAlarin bir¢ok kanser tiiriinde etkili
olduklar1 yoniinde ipuglar1 saglamaktadir. mikroRNAlar kanserin molekiiler patolojisi

ile ilgili sorulara cevap olmaya aday goziikmektedir.

miRNAlar 20-22 niikleotitlik kisa RNA molekiilleridir. miRNAlar mRNA’nin 3’
UTR bolgesinde hedef transkripti ile baz eslesmesi yaparak, bu transkriptlerin
translasyonunu degisik mekanizmalar ile baskilar (52). miRNAlar bu sekilde gorev
yaparak gen diizenlenmesinin bir boyutunu olusturmaktadir. Bu diizenlenmenin ¢esitli
mekanizmalarla bozulmas1 hastaliklara sebep olmaktadir. Kanserde miRNA ekspresyon
profilleri incelenmis ve bazi miRNAlarm ekspresyonlarmin azaldigi bazilarinin ise
arttigr belirlenmistir (34, 45, 67, 71). Bircok kanser tiirlinde bu c¢alismalarin
tekrarlanmasi1 ve fonksiyonel analizler sonucu, ekspresyonu azalan miRNAlarin “timor
baskilayic1” 6zellik gosterdigi ve genelde onkogenlerin transkriptlerini hedefledigi ve
ekspresyonu artan miRNAlarin “onkogenik” o6zellik gosterdigi ve tiimor baskilayici

genlerin transkriptlerini hedefledigi sonucuna varilmistir (5, 6, 12, 70).

Meme kanseri diinyada kadinlarda en sik goriilen kanser tiirtidiir (24). Meme kanseri
molekiiler patolojisi diger kanser tiirlerine gore daha 1yi agiklanmis olsa da
cevaplanmay1 bekleyen sorular bulunmaktadir. miRNAlar bu bosluklar1 doldurmaya

aday goziikmektedir.

TP53 sporadik meme kanseri vakalarinin iigte birinde mutasyona ugramistir (37, 39,
40, 51). p53 bir¢ok hiicresel yolagin basinda yer alan ve telomer kisalmasi, DNA hasari,
onkogenik aktivasyon gibi bircok kanserle ilgili strese hiicresel cevap olusturacak
genleri diizenleyen bir transkripsiyon faktoridiir (1, 41, 62, 71). Yapilan ¢aligmalarda

miR-34a mikroRNAsmin da p53°iin transkripsiyonunu diizenledigi genlerden biri



oldugu sonucuna varilmistir ve miR-34a’nin apoptoz, hiicre dongiisiiniin durdurulmasi
gibi hiicresel olaylarda islev gosterdigi belirlenmistir (27, 28, 54, 63, 64). miR-34a’nin
da p53 gibi tiimor baskilayict 6zellik gosterdigi ve meme kanserinde aktivitesi bozulan

bir miRNA oldugunu diisiinmekteyiz.

ERBB2 geni meme kanserlerinin %25-40’1inda asir1 ekspresyonu goriilen bir
gendir (37,51). Yapilan ¢alismalar miR-125a’nm bu transkripti hedefledigi ve 6zellikle
ERBB2 asir1 ekspresyonu gorillen meme kanserlerinde ekspresyonunun azaldigi

bildirilmistir (4, 57). Dolayistyla miR-125a tiimor baskilayict bir miRNA’dir.

Bu bilgiler 1s18inda c¢alismamizda meme kanserli olgularin kan ve doku
orneklerinde miR-34a ve miR-125a’nin genomik dizilerinin mutasyon ve polimorfizm
acisindan incelenmesi amaglanmistir. Ayrica bulunan dizi degisikliklerinin polimorfizm
veya mutasyon olup olmadigini belirlemek i¢in meme kanseri agisindan saglikli kontrol
bireylerinin kan 6rneklerinde de analiz yapilmistir. Bu sekilde bu miRNAlarin meme

kanserindeki rolleri aydinlatilmaya ¢alisilmistir.



2. GENEL BIiLGIiLER

2.1. mikroRNAlar

1990’lara kadar bilinen ii¢ ¢esit RNA molekiilii mevcuttu: mRNA, tRNA ve
rRNA. mikroRNAlar 1993 yilinda ilk olarak C. Elegansta bulundu ve daha sonra
insanda da bu mikroRNAlarin homologlar1 ortaya kondu (42). Ilk olarak gelisimde
gorev aldiklar1 belirlenen miRNAlarin birgok hiicresel olayda faaliyet gosterdikleri su
an bilinmektedir. Son on yilda bu nedenle miRNAlarin yap1 ve islevlerini belirlemek

icin yogun ¢alismalarin yapildigini gérmekteyiz.

2.1.1. mikroRNA genleri ve yapisi

mikroRNA’lar diger genler gibi DNA iizerinden transkribe edilir ve proteine
doniistiiriilmeden kiiciik RNA molekiilleri halinde gen regiilasyonunda gorev alir (21,
24). miRNA genleri Y kromozomu hari¢ biitin kromozomlarda dagilmistir. Bu
miRNAlarm % 50’si yiginlar halinde bulunur ve polisistronik olarak transkribe edilir.
Ik olarak miRNA genlerinin intergenik bdlgelerde bulundugu diisiiniiliiyordu. Su anki
bilgilerimize goére ise miRNAlar kodlandiklar1 genomik bdlgeye gore ii¢ gruba
ayrilmaktadir:

1. Protein kodlayan transkripsiyon birimlerindeki intronik miRNAlar: I¢inde
bulunduklar1 genin promotorunu paylastiklar: icin bu genle ayni ekpresyon paterni

gosterirler.

2. Kodlamayan transkripsiyon birimlerindeki intronik miRNAlar

3. Kodlamayan transkripsiyon birimlerindeki ekzonik miRNAlar: Protein

kodlayan genlerde bulunan promotorlara benzer promotorlara sahiptirler (38, 58).



2.1.2. mikroRNA’nin islenmesi

miRNA genleri RNA Polimeraz II tarafindan transkribe edilir. Olusturulan
transkript “cap” ve poli(A) kuyruguna sahiptir. Bu olusan ilk transkript pri-miRNA
olarak isimlendirilir. Bu pri-transkriptin olgun miRNA’ya doniistiiriilmesi li¢ asamada

gergeklesir (Sekil 2.1):

1. “Cropping”: pri-miRNA Drosha isimli enzim ile kesilerek pre-miRNA
olusturulur. 160 kD’luk bir niikleer Riboniikleaz III endoniikleaz olan Drosha yaklasik
200 niikleotitlik pre-miRNA’nm yan kanat dizilerini keserek 70-80 niikleotitlik pre-
miRNA’y1 ortaya ¢ikarir. Drosha enzimi pri-miRNA’nm govde-ilmek yapisini taniyarak
govdede belli bir noktadan kesimi yapar. Drosha’nin tanimadaki bu 6zgiilliigli, yardimci
proteinlerle sagladigi diisiiniilmektedir. Bu proteinlerden Di George sendromu kritik
bolge geni 8 (DGCRS) (veya Pasha) iki molekiili ve Drosha’nin iki molekiilii ile
birleserek heterotetramerik bir mikroprosesor olusturur. DGCRS iki tane ¢ift iplik RNA

baglanma bolgesi icerdigi i¢in bu tanimada gorev aldig1 diisiiniilmektedir.

2. Export (tasinma): Exportin -5 (exp5)/ranGTP ile pre-miRNA heterotrimerik
yap1 olustururlar. Bu yapi1 pre-miRNA’nin yapisint stabillestirerek sitoplazmaya
tasinmasin1 saglar. Zar deliklerinden gecip sitoplazmaya gelindiginde RanGTP

RanGDP’ye hidrolize olarak pre-miRNA’nin serbest kalmas1 saglanir.

3. Dicing: pre-miRNA RNase III Dicer tarafindan 18-22 niikleotitlik miRNA’ya
doniistiiriiliir. Dicer icin de yardimci proteinler vardir. Insandaki TRBP kesilme
isleminden daha ¢ok miRNA’nin stabilitesi ve islevsel yap1 olusturmasinda gorev alir

(16,21, 38,58 ).
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Sekil 2.1. mikroRNA’nin islenmesi (He, L. and Hannon, G.J., 2004, microRNAs: Small
RNAs with a big role in gene regulation, Nature reviews Genetics, 5, 522 -531 p.)

2.1.3. RISC yapisinin olusumu

Olgun miRNAlar islevlerini gergeklestirmek i¢in baska proteinlere de ihtiyag
duyarlar. Bu proteinlerle birlikte RNA ile tetiklenen sessizlestirici kompleksi (RISC)
olustururlar. Bu yapidaki tanimlanmis proteinler Argonaute ailesi proteinleridir. Olgun
miRNA bu yapiya katilirken tek zincir hale geger. Argonaute protein ailesinin tiyeleri
iki domain igerir. Bunlardan Dicer’a benzeyen PAZ domaini tek zincir RNA’nin 3’
ucuna baglanir. Yapilan c¢aligmalar Argonaute proteinlerinin hedefi kesen

endoniikleazlar oldugunu gostermektedir (16,21).



2.1.4. mikroRNAlarin Calisma Prensipleri

miRNAlar post-transkripsiyonel olarak gen ekspresyonunu kontrol eden
molekiillerdir. mRNAlarin 3 UTR boélgeleriyle baz eslesmesi yaparak bu mRNAlarin
degredasyonunu saglar veya traslasyona ugramalarimi engellerler (Sekil 2.2). Aslinda
miRNAlar sadece hedefi bulan ve miRISC yapisin1 hedefe yonlendiren molekiillerdir.
Asil mRNA degredasyonunu veya translasyonun durmasini saglayan RISC yapisini

olusturan diger proteinlerdir (21).

=]|5 niikleotit kiprii
-------------- NNNNNRNNRN
NNNNNRNNNN - NEEEEEEERN — miRNA
| |~ o |
6 1B 7.8 I
- o Kipri - ey
3' tamamlayici cekirdek
bilgesi

Sekil 2.2. mikroRNA ve mRNA’nin 3’ UTR bdlgesinin baz eslesmesi (Filipowicz, W.,
Bhattacharyya, S.N. and Sonenberg, N.,2008, Mechanism of post-
transcriptional regulation by microRNAs:are the answers in sight?, Nature
Reviews Genetics, Advance online publication, 102-114 p.)

Hiicrede bilinen mRNAlarin yaklasik %30’unun bu miRNAlarin hedefi oldugu
bilinmektedir (12). Bu bilgiye dayanarak miRNA’larin bir¢ok hiicresel olayda gorevli
oldugunu soOyleyebiliriz. miRNAlar ilk olarak gelisim ve farklilasmadaki rolleriyle
ortaya ¢ikarilmistir. Su an kanser dahil bir¢cok hastalikta rolleri yapilan ¢aligmalarla

gosterilmistir (16).

2.1.5. pre-miRNA’nin yapisi

Pre-miRNA farkli gorevleri olan birimlerden olusur. Bu birimler:



1. Cekirdek Bolgesi

Cekirdegin disinda kalan olgun miRNA balgesi(MIR****%)
Olgun miRNA ile baz eslesmesi olusturan gévde bolgesi (MIR*)
Olgun miRNA(MIR) ve MIR* kapsamayan gévde bolgesi
IImek bdlgesi (Sekil 2.3)

A

MIR*

cekirdek MlRﬁseed givide
3 8 MIR ve MIR* disinda

et 24
MIR

Sekil 2.3. pre-miRNA yapis1 (Saunders, M. A., Liang, H. and Li, W., 2007,
Human polymorphism at microRNAs and microRNAs target sites,
PNAS, 104, 3300-3305 p)

Cekirdek bolgesi miRNA’nin 5’ucundaki 2-8 niikleotitleri arasindaki
bolgedir. Bu bolge mRNA’y1 taniyarak baz eslesmesi olusturan bdlge oldugu
icin ayr1 bir 6neme sahiptir (16, 48, 56).

2.1.6. mikroRNA tek niikleotit polimorfizmleri

Insan genomundaki tek niikleotit degisiklikleri (SNPs) ve kopya sayisi
degisiklikleri (CNVs) ¢esitliligin - temel sebepleridir. SNPler genomda
dagilmiglardir ve mikroRNA genomik bolgelerinde de bulunmalari
kacinilmazdir. Bu fikir ile 2005 yilinda mikroRNAlarin genomik dizilerindeki

varyasyonlarin arastirilmasi amaciyla 173 miRNA’nin  genomik dizisi



dizilenmistir. Pre-miRNA bdlgelerine ait 10 polimorfizm bildirmislerdir (35).
mikroRNA genomik dizisindeki varyasyonlar bulunduklar1 bolgeye gore,

mikroRNA’’nin iglenmesini veya hedef se¢imini degistirebilir (22).

Duan ve ark. yaptiklar1 calisma miR-125a genomik bdlgesindeki bir
polimorfizmin pri-miRNA islenmesini engelledigi i¢cin pre-miRNA miktarini

azalttigini ortaya koymustur (17).

mikroRNA genomik dizilerinde bulunan polimorfizmler ile ilgili
asosiasyon calismalari da smirhdir. Arisawa ve ark. miR-27a genomik
bolgesindeki bir polimorfizm ile erkeklerde gastrik mukozal atrofi arasinda
baglant1 kurmuslardir (2). Hu ve ark. kiigiik hiicreli olmayan akciger
kanserlerinde miR-196-a2 genomik dizisindeki bir polimorfizmin hem olgun
miRNA miktarmi artirdigini hem de hedef transkriptine baglanma kuvvetini
degistirdigini, bu nedenle de hastalikla anlamli sekilde iligkili oldugunu
bulmuslardir (33). Yine Hu ve ark. miR-196-a2 ve miR-499’da bulunan
polimorfizmlerin meme kanserinde artmis riske sebep oldugunu bildirmisler ve
bu mikroRNAlarin hedef genlerinin de meme kanserinde 6nemli rol oynamalari

ile mekanizmay1 agiklamiglardir (32).

Ayrica mikroRNAlarm genomik bolgelerinde yeni mutasyon ve
polimorfizm arayis1 da siirmektedir. Bu amacla yapilan iki ¢alismadan birinde 8
polimorfizm ve 14 mutasyon tanimlanmistir (68). Diger ¢alismada ise 2 yeni

polimorfizm bildirilmistir (69).

2.2. mikroRNAlar ve Kanser

Kanser genetik bir hastaliktir. Kanserin olusum ve gelisiminde “timor
baskilayic1” ve “protoonkogen” olarak isimlendirilen genlerin g¢esitli

mekanizmalarla uygunsuz islev gostermeleri etkilidir. mikroRNAlarm ortaya



cikarilmasindan kisa bir siire sonra bu diizenleyici molekiillerin kanserdeki

rolleri de arastirilmaya baslanmistir.

Calin ve ark. KLL hastalarinda yaptiklar1 calismada, bu hastalarin
yarisindan fazlasinda goriilen 13q14 delesyonunun daha 6nce diisiiniildigli gibi
bir “timor baskilayict” geni hedeflemek yerine miR-15 ve miR-16’y1
hedefledigini gdstermislerdir (9). Daha sonra yapilan c¢alismalarda bu
miRNAlarin anti-apoptotik faktor olan BCL2 nin ekspresyonunu negatif olarak

diizenledikleri ortaya konmustur (13).

Calin ve ark. miRNA genleri ve kanser arasindaki iliskiyi ortaya koyan
ilk calismay1 yapmustir (9). Buna benzer ¢alismalar bu ¢aligsmayi takip etmis ama
bilinen 700 {iizerinde miRNA ve bunlarin c¢ofunun kanserli hiicrelerde
ekspresyon diizeylerinde farkliliklarin ortaya konmasma ragmen, yukarda
bahsettigimiz gibi kanserde etki mekanizmasi agiklanan miRNA sayist smirhdir.
Bu konuda caligmalar yogun sekilde siirmektedir. Bu c¢aligmalar 1s1ginda
kanserde etkili miRNAlar protein kodlayan genlerde oldugu gibi “timor
baskilayic1” miRNAlar ve “onkogenik” miRNAlar olarak iki gruba ayrilmistir
(70).

2.2.1. Tiimér baskilayici1 mikroRNAlar

Cesitli kanser tiirlerinde ekspresyon diizeyleri azaldigi i¢in bazi
miRNAlarmn tiimor baskilayict miRNAlar oldugu diistiniilmistiir. Ekspresyon
diizeyi azalan bu miRNAlarla fonksiyonel ¢aligmalar yapildiginda bunlarin
genelde onkogenleri hedef aldiklar1 gorilmistiir (5,13). Dolayisiyla timor
baskilayict miRNA’nin ekspresyonunun azalmasi onkogenin ekspresyonunun
artmasina ve timor olusumuna sebep olur. Tiimor baskilayict genlerde oldugu
gibi, tiimor baskilayict miRNAlar1 inaktive etmek i¢in de kanserli hiicreler ¢esitli

mekanizmalar kullanir.



Kromozomal yeniden diizenlenmeler: Timor baskilayict
mikroRNAlarim genelde kanserlerde delesyona ugrayan

kromozomal bdlgelerde yer aldig1 belirlenmistir (8,16)

Mutasyonlar (14, 20)

Epigenetik degisiklikler (14, 43)

2.2.2. Onkogenik mikroRNAlar

Ekspresyon calismalarinda, c¢esitli kanser tiirlerinde ekspresyonu azalan

mikroRNAlar onkogenik miRNAlar olarak diistiniiliir. Bunlara “onkomir” ad1

verilir. Bu miRNAlarin aktivitelerinin artmasi hedefleri olan tiimor baskilayici

genlerin ekspresyonlarinin azalmasina, dolayisiyla tiimér olusum ve gelisimine

sebep olur. Bu miRNAlarin aktivitelerinin artmasi i¢in kullanilan mekanizmalar:

1.

Kromozomal translokasyonlar (14, 16).

2. Genomik artiglar: B-hiicreli lenfomalarda 13q31-32 bdlgesinin

amplifikasyona wugradigi bilinmektedir. Bu bolgede miR-17-92
miRNA yigminin bulundugu gosterilmistir. Bu onkogenik miRNA
yiginmin mekanizmasi1 arastirildiginda, bu miRNAlarm c-myc
tarafindan aktive edildigi ve bu yigindaki miR-17-5p ve miR-20a’nin
E2F1 transkriptini hedefledikleri belirlenmistir. E2F1’in aktivasyonu
normal hiicreleri apoptoza gotiiriir. Fakat bu miRNAlarm
amplifikasyona ugradig1 hiicrelerde, E2F1’in ekspresyonu azalacagi

icin onkogenez tetiklenir (48, 50).
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2.2.3. mikroRNAlarin Aktivitelerinin Kanserdeki Bozulma Mekanizmalari

1. miRNA ekspresyon diizeyinin degismesi: Birgok kanser tiirlinde miRNAlarin
ekspresyon diizeylerinin normal dokulara gore degisiklik gosterdigi belirlenmistir. Bazi
miRNAlarin ekspresyon diizeyleri artarken bazilarininki azalmistir. Bu ekspresyon
degisimini agiklamak i¢in bir¢ok mekanizma One siirilmiistir. Bu mekanizmalar;
miRNAlarm promotor bolgelerindeki metilasyon, miRNAlardaki mutasyonlar, miRNA

islenmesinin degismesi olabilir (5).

2. miRNA islenmesinin degismesi: miRNA islenmesinde gorev alan Drosha ve
RISC yapisinin olusmasinda yer alan Argonate ailesi {iyesi proteinleri etkileyen
mutasyon veya ekspresyon degisimleri de olgun miRNA olusmasini ve RISC yapisinin
gorevini yerine getirmesini engeller. Bu nedenle bazi kanser tiirlerinde bu proteinlerin
ekspresyon diizeyleri ve kodlayan genlerin mutasyonlarinin da molekiiler patogenezde

rol oynadig gosterilmistir (14, 71).

3. miRNA: mRNA eslesmesini saglayan dizilerde mutasyonlar: Bu mutasyonlar
miRNAlardaki mutasyonlar ve mRNA’nin 3’UTR bolgesindeki mutasyonlar olarak iki
gruba ayrilabilir. mRNA’nmin 3> UTR kismindaki mutasyonlar i) miRNA’nin
baglanmasini azaltabilir veya arttirabilir i1) miRNAlar i¢in yeni baglanma bolgeleri

olusturabilir (22).

2.2.4. mikroRNAlarda Mutasyonlar

Bir¢ok kanser tiirlinde kansere yakalanan bireyler i¢in aile Oykiisii bulundugu
halde, bu durumdan sorumlu kalitsal mutasyonlar1 tasiyan genler sadece belli kanserler
icin tanimlanabilmistir. miRNAlarin kanserde oynadiklar1 rol go6z Oniinde
bulunduruldugunda bu miRNAlar1 kodlayan genlerdeki mutasyonlarin da protein
kodlayan genlerde oldugu gibi ailesel kanserlerde yatkinlik etkisi veya kanser

olusumunda etkisi olabilecegi diisiiniilebilir. Bu mutasyonlar i) olgun miRNA’nin
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yapisin1 degistirerek hedef transkripti ile eslesmesini degistirebilir ii) pri- veya pre-
miRNA’daki mutasyonlar miRNA’nin islenmesini etkileyebilir ii1) pri-miRNA’nm

promotor bdlgesindeki mutasyonlar transkripsiyon oranini degistirebilir (22).

KLL ile ilgili yapilan ¢aligmada miRNA genlerinde %15 somatik mutasyon
saptanmas1 ve pri-miR-16-1/15a’da germ-line bir mutasyon bulunmas1 miRNAlarmn da
bu agidan incelenmesi gerekliligini ortaya koymustur (7). Ayrica bir miRNA’ nin bir¢cok
genin transkriptini hedefliyor olmasi, kiigiik bir degisikligin dahi malign

transformasyonda 6nemli sonuglar1 olacagini diisiindiirmektedir (20).

2.3. Meme Kanseri

2.3.1. Kanser

Kanser hiicrenin normal dongiistinii kaybederek, kontrol sistemlerinden kacip
uygunsuz sekilde boliinmesidir. Hiicre boliinmesi genetik kontrol altindadir. Hiicreler
davranislarin1 diizenlemek i¢in kontrol olarak gorev yapan ve nasil davranmalari
gerektigini anlatan karmasik sinyaller alir, gonderir ve yorumlarlar. Bunun sonucunda
her hiicre sosyal sorumluluk sahibi bir sekilde organizmanin iyiligi i¢in gerekli zamanda
boliiniir, farklilasir, durur veya oliir. Herhangi bir mutasyon daha hizli boliinebilen bir
hiicre ¢esidi ortaya cikardiginda bu klon istiinligl ele gecirir. Fakat bir hiicrenin
kanserli hiicreye doniismesi i¢in tek bir mutasyon yeterli degildir. Normal bir hiicrenin

invaziv bir kanser hiicresine donilismesi i¢in en az 6 -7 mutasyon gereklidir (1, 62).

2.3.2. Meme Kanserinin Histolojik Simiflandirilmasi

Histolojik olarak meme karsinomlar1 iki ana gruba ayrilir: in situ karsinom ve
invaziv karsinom. In situ karsinomda epitelyal hiicreler bazal membranla ¢evrilidir,

invaziv(infiltratif) karsinomda ise neoplastik hiicreler bazal membrani asarak stromaya
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gecerler. Meme kanserinin Diinya Saghk Orgiitiine (DSO) gore histolojik olarak

siniflandirilmasi asagida goriilmektedir (36).

1. In situ karsinom

- In situ duktal karsinom

- In situ lobuler karsinom

2. Invaziv karsinom

-Invaziv duktal karsinom
-Invaziv lobuler karsinom

- Tubuler karsinom

- Invaziv kribriform karsinom
- Mediilller karsinom

- Miisin6z karsinom

- Invaziv papiller karsinom

- Invaziv mikropapiller karsinom
- Apokrin karsinom

- Sekretuar (juvenil) karsinom
- Adenoid kistik karsinom

- Metaplastik karsinom

- Noroendokrin karsinom

- Inflamatuar karsinom

2.3.3. Meme Kanseri Molekiiler Patolojisi

2.3.3.1. Meme Kanserinin Cok Asamah Gelisim Modeli

Meme kanseri baslangicinin ilk isareti duktal hiperplazidir. Bu asamada degisik
sekil ve kromatin yapidaki cekirdekler iceren, diizgiin dagilim gdstermeyen epital
hiicrelerinin ¢ogalmasi goriiliir. Bu hiicreler beningdir fakat hiperplaziden atipik

hiperplaziye doniisiim kanser riskinin artmasiyla baglantilidir. Sonraki asama duktal
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veya lobular olarak karsinoma in situ gelisimidir. Bu asamada malign 6zellikteki
hiicrelerin artis1 goriilir fakat heniiz basement membrandan stromaya invazyon
gerceklesmemistir. Son asamada hiicreler basement membrandan ayrilir invaziv hale
gelir. invaziv karsinomlarin ¢ogu (%85 -95) duktaldir, kalan1 infiltrating lobulardir. Bu
cok asamali modelin her asamasmda hiicreye biliylime yoOniinde belli bir avantaj
saglayan bir genetik degisimin gerceklestigi diisiiniilmektedir. Bu genetik degisiklikler
kolorektal kanser modelinde biliniyorken, meme kanseri modelinde genetik
degisiklikler bilinmesine ragmen bunlarin tam olarak hangi asamada ve hangi sirayla

meydana geldigi bilinmemektedir (37).

2.3.3.2.Meme Kanserinin Molekiiler Olarak Siniflandirilmasi

Sorlie ve ark. meme kanserlerini molekiiler Ozelliklerine gore bes gruba
ayirmiglardir. Bu gruplandirma gen ekspresyon paternlerine dayanarak yapilmistir (60,

61). Buna gore meme kanseri molekiiler alt tipleri sunlardir:

1. Bazal-benzeri: En homojen alt gruptur. Normal meme bezlerinin bazal epital
hiicrelerine benzer bir gen ekspresyon paternleri oldugu icin bu adi almislardir. TP53
geni mutasyonlar1 goriiliir ve Ostrojen reseptor negatiftir (26, 61) Kalitsal BRCA1
mutasyonlar1 tagiyan bireylerde bazal benzeri meme kanseri olustugu bildirilmistir. Bu

tip, kisa relaps donemi ve uzak metastazlarla karakterizedir (60).

2. Luminal A: Luminal B alt tipi ile birlikte luminal epital hiicrelere benzer bir
gen ekspresyon paternleri oldugu i¢in bu ismi almislardir. Bu alt tipte TP53 geni yabanil
durumdadir ve Gstrojen reseptor pozitiftir (26,61). Toplam yasam siiresi bu hastalarda
daha uzundur ve prognozlar1 iyidir (61). BRCA2 mutasyon tastyicilarinda Luminal A
tip kanser gelisir (60).

3. Luminal B: Luminal B alt tipi Luminal A tipe benzemekle birlikte prognostik

olarak orta grupta smiflandirilmaktadir.
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4. HER2: ERBB2(HER2/NEU) geninin asir1 ekspresyonu ile karakterizedir.

Prognozu koétiidiir. Yasam siireleri daha kisadir ve metastazlar1 yaygidir (60).

5. Normal-benzeri (60).

2.3.3.3. Meme Kanserinde Onkogenler

Meme kanserinde etkili oldugu diistiniilen onkogenler: C-MYC, INT2, EMSI,
CCND1, RAS ve ERBB2’dir (37).

c-myc proteini hiicre proliferasyonu, fraklilagsmasi ve apoptoz ile iliskili genlerin
transkripsiyonunu diizenleyen bir fosfoproteindir. Meme karsinomlarinin %32’sinde
MYC-protoonkogeninin amplifiye oldugu veya yapisal degisiklige ugradigi
bildirilmigtir. C-MYC’in  0Ostrojen ve progesteron tarafindan aktiflestirildigi
diistiniildiigii icin bu genin hormonal tedaviye yanit vermeme ve kemoterapiye
direncten sorumlu oldugu diisiiniilmektedir. Ancak histolojik grade ve tip ile iligkisi

bilinmemektedir (51).

2.3.3.4. Meme Kanserinde Tiimor Baskilayicilar

Germ-line mutasyonlart meme kanseri i¢in yatkinlik olusturan iki gen vardir.
Bunlardan BRCA1 genomik stabilitenin korunmasinda gorev alir. Sporadik meme
kanserinde mutasyonlar1 goriilmez fakat islevsiz durumdadir. BRCA2 DNA tamiri,
hiicre dongiisii kontrolii ve transkripsiyonda gorev alir. Sporadik meme kanserinde

nadiren inaktif durumdadir (37).

TP53 sporadik meme kanserinde en sik mutasyona ugrayan gendir fakat meme
kanseri olusumunun ge¢ sathalarinda mutasyona ugradigi bildirilmektedir. Ailesel

olmayan meme kanserlerinin iicte birinde mutasyona ugramistir. Mutasyonlar genelde
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p53 proteininin DNA’ya baglanarak p53’le transkripsiyonu uyarilan genleri aktive

etmesini onler (39).

PTEN genindeki germ-line mutasyonlar meme kanserine sebep olur. Sporadik
meme kanserinde somatik mutasyonlar1 ¢ok nadirdir fakat genelde ekspresyonunda
azalma goriilmektedir (37). Son zamanlarda yapilan c¢alismalarda bu ekspresyon

azalmasinin mikroRNAlar ile baglantili oldugu bulunmustur (20).

2.3.3.5. Meme Kanserinde Biyomarkerlar

Meme kanseri diinyada kadinlar arasinda en sik goriilen kanserdir. Bu nedenle
yeni biyomarkerlar bulmak, bu biyomarkerlarin klinik 6nemini belirlemek ve yeni

tedaviler gelistirmek ¢ok dnemlidir.

Meme kanserinde bilinen prognostik faktorlerin en 6nemlisi Gstrojen reseptor
(ER) ve projesteron reseptordiir (PgR). Diisiik gradeli tiimorler ER ve PgR pozitiftir ve
16q bolgesinin kaybi ile birlikte goriiliir. Yiiksek gradeli timorler ise her iki reseptor
icin de negatiftir (23). ER pozitif tlimorler ER’a ligand1 olan dstrojenin baglanmasini
engelleyen ajanlarla tedavi edilebilir. Ancak tiimor bu ajanlara kars1 direng gelistirebilir.
Genelde bu direng gelimini takiben Egfr ve ErbB-2(Her2/neu) tarafindan kinaz
yolaklarinin uyarilmasi goriiliir (23). HER2/NEU gen amplifikasyonu veya protein artisi
goriilen tiimorler histolojik olarak yiiksek grade’lidir, kotii prognostiktir, lenf nodu

metastazi olabilir (36).

Protein kinaz B/AKT(PKB/AKT) yolag1 ER tarafindan aktive edilen bir yolaktur.
Birincil invaziv meme tliimorlerinin % 80’ninde PKB/AKT 473’lincli serin

pozisyonunda fosforiledir.

MAPK vyolagi da ER tarafindan aktive edilen diger bir kinaz yolagidir. Fosforile

MAPK endokrin tedaviye kisa siireli cevap ve kisa yasam stiresi ile iliskilidir.
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Fra-1, Fos-iligkili antijen-1’dir. Fos, ER’lin transkripsiyonu uyarmasi sirasinda
kofaktor olarak gorev yapar. Fra-1 tiimor gelisiminde etkili proteinlerin ekspresyonunu

etkiledigi i¢in meme kanserinde agresif fenotipin gostergesidir (23).

E-kaderin, B-katenin ile birlikte Ca-bagl hiicresel adhezyondan sorumludur. E-
kaderin genelde tiimor dediferensiyasyonu ve kanser metastaziyla iligkili olan epitalyel-
mejankimal doniisiimde gorev alir. E-kaderini kodlayan gen CDHI invaziv duktal
meme karsinomlarinin %50°sinde mutasyona ugramistir ve infiltrating lobular meme

karsinomunda da ekspresyonu hi¢ goriilmemektedir (23, 37).

2.3.4. mikroRNAlar ve Meme Kanseri

mikroRNAlarm gorev aldigir hiicresel olaylar diisiiniildiigiinde bu kiiciik
molekiillerin kanser olusumunda da rol aldiklari sdylenebilir. miRNA hedef genleri

arasinda birgok tiimor supresor ve onkogen olmasi da bunu desteklemektedir.

miRNAlarin ekspresyon paternleri bircok meme kanseri hiicre hattinda, normal
ve kanserli meme dokusunda incelenmistir (34, 45, 67). Farkli ekspresyon gosteren
miRNAlar ile tiimoriin grade’i, molekiiler subtipi ve klinik 6zelikleri arasinda iliski

kurulmustur (4).

Ekspresyon degisiklikleri yaninda miRNA genlerinin kopya sayis1 degisiklikleri
de normal ve tiimorli dokular karsilastirilarak belirlenmistir. Bu kopya sayisi
degisikliklerinin yiiksek bulunmasi (9%72,8) ekspresyon degisikliklerini bir anlamda
aciklamaktadir (71). Ekspresyon degisikliklerine sebep olabilecek diger bir mekanizma
ise epigenetik degisikliklerdir. Lehman ve ark. ¢alismasina gére meme kanserinde belli
mikroRNAlarda %34 -86 arasi olguda hipermetilasyon saptanmistir. Bu calismada
metilasyona ugradig1 tanimlanan mikroRNAlar: miR-9-1, miR-124a3, miR-148, miR-
152 ve miR-663’tiir (43).
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2.3.4.1. Meme Kanserindeki Onkogenik mikroRNAlar

Meme kanserinde mikroRNAlar ile yapilan c¢alismalar sonunda meme
kanserinde protein kodlayan genlere benzer sekilde mikroRNAlar i¢cin de timor

baskilayic1 ve onkogenik mikroRNAlar tanimlanmastir.

1. miR-21: miR-21 meme kanseri dokular1 ve normal dokular karsilastirildiginda
ekspresyonunda en fazla artis goriilen mikroRNA olarak tanimlanmistir (34). Bu
mikroRNAnin fonksiyonel calismalarla tanimlanan iki hedef geni bulunmaktadir.
Bunlardan TPM1 mikrofiliment organizasyonunu ve yapiskan- bagimsiz biiyliimeyi
diizenleyen bir tiimor supresdrdii. PDCD4 ise apoptozda gorev alan bir tiimor
supresordiir. miR-21 bu tiimor supresor genlerin eksprese olmasini baskilayarak timor

olusumuna sebep olmaktadir.

2. miR-10b: miR-10b ilk ekspresyon caligmalarinda meme kanserli dokuda
normal dokuya gore ekspresyonu azalmig olarak bulunmustu (34). Fakat daha sonraki
calismalar miR-10b’nin 6zellikle metastatik meme kanseri hiicrelerinde onemli sekilde
arttigin1 gosterdi. miR-10b’nin hiicre gogii ve invazyondaki bu onemli roliinii agiga
cikarmak icin hangi yolakta gorev aldigi arastirildi. Bunun sonunda, transkripsiyon
faktorii Twist’in miR-10b’nin ekspresyonunu uyardigir ve miR-10b’nin homeobox D10
(HOXD-10) transkriptini hedefledigi bildirildi. HOXD10’un translasyonunun miR-10b
tarafindan baskilanmas1 hiicre icinde pro-metastatik faktor olan RHOC’nin aktive
olmasina sebep olacak bir dizi degisiklige sebep olmaktadir. Bu durum miR-10b’nin

onkogenik etkisini a¢iklamaktadir.

3. miR-27a: miR-27a’nin hedef transkripti bir transkripsiyon faktorii olan
ZBTB10’dur. ZBTB10 Spl transkripsiyon faktoriiniin represoriidiir. Spl, hiicrelerin
G/G; fazindan S fazina devamim saglar. miR-27a’nin ZBTB10’un translasyonunu
baskilamasi1 Spl’in artmasina ve hiicrelerin kontrolsiiz olarak hiicre ddngiisiine

devamina sebep olur (65).
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2.3.4.2. Meme Kanserinde Tiimor Baskilayic1 mikroRNAlar

1. miR-206: Fonksiyonel c¢aligmalarda miR-206’nin 0Ostrojen reseptor o
transkriptini hedefledigi belirlenmistir. Bu mikroRNAnin ekspresyonu da ER- a negatif
tiimorlerde artmigtir. Tam mekanizma bilinmemekle birlikte, bu bulgular miR-206’nin

meme kanserinde tiimor supresor etkisi oldugunu diisiindiirmektedir (65).

2. miR-17-5p: miR-17-5p geni meme kanserli 6rneklerde heterozigotluk kaybi1
(LOH) goriilen 13q3 bolgesinde bulunmaktadir. Bu mikroRNA AIB1 transkriptini
hedeflemektedir. AIB1 ER- a ve E2F1’in transkripsiyonel aktivitelerini arttiran bir ko-
faktordiir. AIB1 transkriptinin miR-17-5p tarafindan baskilanmas1 Ostrojen ile
indiiklenen meme kanserini ve E2F1’den dolay1 Ostrojen ile indiiklenmeyen meme

kanserini baskilar (65).

3. miR-125a ve miR-125b: Bu mikroRNAlarin HER2 amplifiye veya over-

eksprese meme kanserlerinde ekspresyonlarmin azaldigi gosterilmistir (4, 34).

2.4 TP53 geni

Bir hiicreye baktigimizda ii¢ tane secenegi vardmr: Oldugu gibi kalabilir,
boliinebilir veya oOlebilir. Bazi hiicreler farklilasma secenegine de sahiptir. Hiicre
kararimi i¢ ve dis uyaranlar1 alip yorumlayarak verir. Onkogen ve tiimor baskilayici
genlerin gorevi bu sinyallerin olusturulmasi alimmasi, iletilmesi ve yorumlanmasidir
(62). Dolayisiyla bu genlerde meydana gelen herhangi bir bozukluk hiicrenin verecegi
karar1 etkiler. Bu da “kanserli hiicre” kavrami ile uyumludur. Ciinkii kanserli hiicre

boliinmeme karar1 vermesi gereken durumda boliinme karar1 veren hiicredir.

Hiicrelerin bu kararlar1 verdigi noktalarda gorevli en onemli ii¢ gen vardir.
Bunlar TP53, RB1 ve CDKN2A’dir (1, 62, 66). Kanserli hiicreler bu genleri bir sekilde

inaktive etmeli ve bu kontrol noktalarmi agmalidir.
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TP53 geni 17p13.1 lokusunda yer alir. 393 amino asitlik bir protein kodlar. p53

proteini ilk olarak 1979°da SV40 viriisiiyle enfekte olan hiicrelerde saptanmustir.

2.4.1. p53’iin yapisi

p53’in yapisint anlamak p53’iin gorevlerine 151k tutacaktir. Bu agidan 6nemlidir.

Aktif p53 tetramer halde bulunur ve her monomer bir¢ok bolgeden olusur.

1. Asidik N-terminal bolge(kodon 1- 101): iki temel bdlge igerir.

2. Korunmus DNA baglanma bolgesi(kodon 102- 292): Belli genlerin
promotorlarindaki spesifik dizileri taniyarak baglanmay1 saglayan bolgedir.

3. Bazik C-terminal bolgesi (kodon 293-393) : Tetramerizasyon ve p53

aktivitesinin diizenlenmesinde yer alir (40).

2.4.2. p53’iin Fonksiyonu

Normal hiicrelerde p53 diizey ve aktivitesi disiiktiir. Hiicresel strese cevap

olarak p53 bir¢ok hiicresel fonksiyon gerceklestirir (Sekil 2.4). Bu fonksiyonlar:

1. GI/S noktasinda p21WAF”CIP1 proteininin aktivasyonu ile ve G2/M
noktasinda GADDA45 ve 14-3-3c proteinlerinin yardim ile iki temel hiicre

dongiisti noktasinda hiicreyi durdur.

2. Apoptozu tetikler. p53 intrinsik ve ekstrinsik apoptoz yolaklarinda gorev
alan proteinleri kodlayan genleri aktive ederek veya baskilayarak apoptozda

gorev alir (40, 62).
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Sekil 2.4. p53°iin etkiledigi hiicresel yolaklar (Haris, S.L. and Levine, A.J., 2005,
The p53 pathway: positive and negative feedback loops, Oncogene,
24, 2899-2908 p)

p53 diger transkripsiyon faktorlerine benzer hareket eder. p53’iin
baglanmas1 kromatin yeniden diizenleyicileri veya histon asetil transferazlari
veya metil transferazlari toplayarak genel transkripsiyon faktorleri ve RNA
polimeraz icin geni erisilebilir hale getirmesidir. Ikinci mekanizma; p53’iin
mediator kompleks ile dogrudan etkileserek transkripsiyonu aktive etmesidir

(41).

2.4.3. miR-34a

miR-34a 1p36 bolgesinde yerlesik bir protein kodlamayan kiigiik RNA
molekiiliidiir. Genomik bdlgesine gore bakildiginda, protein kodlamayan
transkripsiyon birimlerindeki mikroRNAlara &rnektir. iki ekzondan olusur ve

promotor bolgesinde p53 baglanma bdlgesi tasir (63).

mikroRNAlarin kanserde global olarak azalmalari belirlendikten sonra
(5), bu kiiciik molekiillerin tiimoérogenezdeki rollerini arastirmak i¢in birgok

calisma yapilmaktadir. p53 tiimor baskilamada c¢ok 6nemli bir role sahiptir.
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Bir¢ok hiicresel olayda gorev alan bu proteine mikroRNAlarin da yardim ediyor
olabilecegi teorisiyle yola ¢ikan bilim adamlari, bu mikroRNAlar1 tanimlamak
icin yabanil tip TP53 geni tasiyan ve TP53 geni tasimayan hiicrelerde

mikroRNAlarin ekspresyon paternini incelemislerdir.

2007 yilinda He ve ark. bu konudaki ilk ¢alismayr yapmis ve miR—34
ailesinin p53 tarafindan diizenlendigini bulgulamislardir. p53’iin gorev aldigi
hiicresel yolaklar1 miR-34 ailesinin yardimiyla diizenledigini belirtmisler (Sekil
2.5) ve bunu da daha once p53 tarafindan baskilandigi diistiniilen CDK4 ve
CCNE2’nin aslinda miR-34 tarafindan baskilandigini gostererek kanitlamislardir
(28).

Tarasov ve ark. p53 tarafindan diizenlenen mikroRNAlar1 arastirmislar
ve miR-34a’nin bu miRNAlar i¢inde en fazla indiiklenen oldugunu
belirlemislerdir. Bu ¢alismada miR-34a’nin  apoptozu ve G; fazinda
durdurulmay1 tetikledigi ortaya konmustur (63). Buradaki onemli nokta miR-
34a’nm translasyonlarim diizenledigi hedef genlerdir. NOTCHI ve DLL1 miR-
34a’nin dogrulanmis hedefleridir ve bu genlerin tiimoér olusumundaki rolleri
bircok c¢alisma ile gosterilmistir (19). Bu da miR-34a’nin “tiimér supresor”
roliinii kanitlamaktadir. miR-34a p53’e bagli veya bagimsiz olarak apoptoz,
DNA tamiri, anjiyogenez, hiicre dongiisii gibi pek ¢ok hiicresel olayda gorevli

genleri hedefleyerek bu roliinii gerceklestirmektedir (11).

miR-34a’nin apoptoz ve G; fazinda durdurma 6zelligi bircok caligmayla
ortaya cikarildiktan sonra belli kanser tiirlerinde de miR-34a’nin tiimdr supresor
fonksiyonunu arastiran ¢aligmalar yapilmistir. Kolon kanserli doku 6rneklerinde
normal kontrollerle karsilastirildiginda miR-34a’nin ekspresyonunun azaldigi ve
disaridan miR-34a’nin hiicreye verilmesinin timor baskilayici etkisi oldugu
ortaya konmustur. miR-34a tiimdr baskilayici fonksiyonunu E2F yolaginin

aktivitesini azaltip p53/p21 yolaginin aktivitesini artirarak hiicre dongiisiinii
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durdurarak yerine getirmektedir (64). Hiicre donglsliniin devamini saglayan

CCNDI1 ve CDKG6 transktiptleri de miR-34a’nin hedefidir (27,28).
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Sekil 2.5. miR-34a’nin p53 yolagindaki yeri (He, L., He, X.,Lowe, S.W.
and Hannon, G.J., 2007, microRNAs join the p53 network-
another piece in tumor suppression puzzle. Nature Reviews
Cancer, advance online publication, 1-4 p)

Birgok calisma miR-34a’nin tiimor supresor roliinii kanitlarken miR-
34a’nin onkogenik etki yaptigmi gosteren makaleler de vardir (18, 53). miR-
34a’nin hiicre tipine bagli olarak hem onkogenik hem tiimor baskilayict

davranabilecegi One stiriilmiistiir (18).

2.5. ERBB2 ve ERBB3

Hiicre cevreden gelen uyarilar1 yorumlayarak hayatini idame ettirme,
boliinme veya hiicre 6liimiine gitmeye karar verebilir. Hiicrenin hayatin1 devam
ettirmesini saglayan en Onemli sinyal molekiilleri biliylime faktorleridir.
Epidermal biiylime faktorleri (EGF)bunlardan biridir ve ErbB reseptor ailesine

baglanarak hiicre yolaklar1 sayesinde belli hiicresel cevaplarin ortaya ¢ikmasini
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saglar. Bu sinyal yolaklari; EGF miktari, ErbB reseptorlerinin ekspresyon

miktarlar1 ve pozitif ve negatif diizenleyicilerin varligiyla kontrol edilir (30).

ErbB(EGF)  reseptor ailesi 4  iiyeden  olusur.(ErbB1/EGFR,
ErbB2/Her2/neu, ErbB3/Her3, ErbB4/Her4) Bunlar tirozin kinaz transmembran
reseptorleridir. Yapilan son ¢alismalarda miR-125a ve miR-125b’nin ERBB2 ve
ERBB3’lin ekspresyon diizeyini azaltic1 faktorler oldugu belirlenmistir (57).

EGF’nin  baglanmasi ErbB  reseptoriiniin  dimerizasyonuna ve
reseptorlerin  karsilikli tirozin fosforilasyonu ile tirozin kinaz bdlgesinin
aktiflesmesine sebep olur. Bu fosforlanmis bolgeler Src homoloji 2 bolgesi
tastyan proteinlerin baglanmasini saglar. Bu proteinler Grb2, Nck ve She’dir. Bu
proteinlerin baglanmasi ile bir kinaz kaskadi olusur ve hiicredeki protein

fonksiyonlar1 ve transkripsiyon aktivasyonu gibi olaylar uyarilir (Sekil 2.6) (30).

2.5.1. ERBB ve kanser

ERBB reseptor genleri; gen amplifikasyonlari, yapisal yeniden
diizenlenmeler ve somatik mutasyonlarla onkogene doniiserek kanser
gelisiminde etkili olurlar. Meme kanserlerinin %25’inde ERBB2’nin asir1
ekspresyonu tespit edilmistir (30,37). ERBB2’nin asir1 ekspresyonu hiicre
dongiisii kontrol noktalarmin bozulmasma sebep olur. Ozellikle Gi/S noktas:
ErbB2’ye bagli yolaklarla kontrol edilir. Bu yolaklar Ras/ERK, p38MAPK ve
PI3K’dir. Sonugta ErbB2 aktivasyonu D-tipi siklinlerin ekspresyonu ve p21 ve
p27 gibi siklin-bagl kinaz (CDK) inhibitorlerinin diizenlenmesini saglar (3).

ErbB2 apoptozun diizenlenmesinde de rol oynar (30).

Son calismalarda, ERBB2’nin hiicresel yolaklara ihtiyag duymadan
niikleusa go¢ ederek transkripsiyon kompleksinin bir pargasi olarak gérev yapip

bu hiicresel fonksiyonlar1 yerine getirdigi 6ne stiriilmiistiir (3).
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Sekil 2.6. ErbB reseptorlerinin etkiledigi hiicresel yolaklar (Nicolini, A.,
Carpi, A. And Tarro, G., 2006, Biomolecular markers of breast
cancer. Frontiers in BioScience, 11, 1818-1843 p).

2.5.2. miR-125a

miR-125a  19ql13.41 bolgesinde lokalize bir mikroRNA’dir.
Embriyogenezdeki roliiyle 6nem kazanan bu mikroRNA ERBB2 ve ERBB3 gibi
iki onemli biliyiime faktor reseptoriiniin mRNA’sim1 hedefleyerek bu gorevini

yerine getirmektedir (57, 59).

miR-125a’nin meme kanserinde rol oynayan bir miRNA olabilecegi ile
ilgili ilk veri lorio ve ark. ¢alismasinda elde edilmistir (34). Bu ¢alismada miR-
125a’nin ekspresyonunun meme kanserli drneklerde onemli sekilde azaldigi
gosterilmistir. Daha sonraki calismalar da bu veriyi destekler nitelikte oldugu
icin su an miR-125a ve paralogu olan miR-125b’nin meme kanseriyle ilgili iki

timor supresér miRNA oldugu diistintilmektedir.
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miR-125a’nin ERBB2 asir1 ekspresyonu ve amplifikasyonu gosteren
meme kanserlerinde ekspresyon azalisinin goriilmesi, miR125a ve miR-125b’nin
ekspresyonlarini  normale dondiirmenin bu tip kanserlerin  gelisimini
durdurabilecegi teorisinin ortaya atilmasina sebep olmustur. Bu amacla yapilan
calismada meme kanseri hiicre hatlarinin, miR-125a ve miR-125b ekspresyonu
arttiginda, bliylimelerinin azaldigi ve daha az go¢ ve invazyon potansiyeli
gosterdiklerini ortaya koymustur. Ayrica bu miRNAlarin ekspresyonu meme
kanserinde onemli bir yolak olan Erk1/2 ve Akt yolaklarin da sinyal iletimini

azaltarak hiicre dongiisiiniin durmasina sebep olmustur (57).

Duan ve ark. yaptiklar1 calismada miR-125a’nmm genomik dizisinde
bulunan bir polimorfizmin pri-miRNA’nin  pre-miRNA’ya islenmesini
etkileyerek hem olgun miRNA miktarmi yani miRNA ekspresyonunu azalttigini
hem de hedef transkriptinin translasyonunu baskilamasmi engelledigini ortaya

koymuslardir (17).

2.6. DNA Dizileme

Insan genom projesi ile insan genomunun tiimiiniin baz dizisinin ¢ikarilmas:
hedeflenmistir. %99 oraninda tamamlanan c¢alisma DNA  dizileme
teknolojilerine de yeni boyutlar kazandirmistir. Temel olarak DNA dizilenmesi

konusunda iki teknik vardir: Bunlar Maxim-Gilbert ve Sanger yontemleridir.

Maxim-Gilbert: Bu yontemde floresan veya baska bir yontemle isaretlenmis
bir DNA boélgesi belli bir baza spesifik kimyasal reaksiyonlarla pargalanarak
fragmanlara ayrilir. Her spesifik reaksiyon i¢in ayr1 bir kuyu kullanilarak

poliakrilamit jelde yuriitiiliir ve goriintiilenerek baz dizisi belirlenir.

Sanger: Bu yontemde in-vitro ortamda DNA sentezi sirasinda sentezi
durdurucu ddNTP molekiillerinin ortama eklenmesi ile sentezin durdurulmasi
amaclanir. ddNTP’ler normalde DNA sentezi sirasinda zincirin uzamast i¢in bag

saglayan 3’ oksijen molekiiliine sahip degildir. Isaretli primerler veya ddNTPler
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varliginda DNA dizisi 4 farkli reaksiyon yapilarak(her reaksiyon icin bir
ddNTP) poliakrilamit jelde veya her ddNTP(ddATP, ddGTP, ddCTP, ddTTP)
farkli floresan boyalarla isaretlenerek otomotik kapiler elektroforez

sistemlerinde biitiin baz dizisi elde edilebilir (47)
Deneysel olarak DNA’nin dizilenmesi dort asamadan olusur:

1. PCR: Dizileme yapacagimiz genomik bolgenin siirlandirilmasini
ve c¢ogaltilmasini saglar. Dizi spesifik primerler, DNA polimeraz
enzimi ve serbest niikleotitler varlifinda in vitro ortamda
dizilenecek bdlge smirlandirilir ve milyonlarca kez ¢ogaltilir.

2. PCR sonrasi piirifikasyon: PCR sonrasi ortamda bazi artik triinler
(primer artiklari, dNTPs ve enzim) bulunabilir. Bunlar sonraki
asamalar  i¢in  problem  olusturabileceginden = ortamdan
uzaklastirilmast gerekmektedir. Bu islemde disiik molekiiler
agirhikli primer ve niikleotitleri uzaklastirmak amaciyla ticari
olarak tiretilmis basit bir spin-kolon sistemi kullanilabilecegi gibi
alkol serileri de kullanilabilir. Islem sonunda saf halde ¢ift sarmall1
PCR firiinii elde edilir.

3. Dongii dizileme: Dongii dizileme durdurucu
niikleotitlerin(ddNTPs) eklenmesi i¢in yapilan asimetrik bir
PCR’dir. Standart PCR’dan farkli olarak tek bir primer ve
durdurucu niikleotitler ortama eklenir ve rutin denatiirasyon,
baglanma ve uzama agsamalar1 ile floresan isaretli ddNTPs
baglanmasi saglanir. Boylece otomatik dizi analiz sisteminin
okumasi i¢in hazir fragmanlar olusturulur.

4. Dongii dizileme triinlerinin piirifikasyonu ve otomatik dizi analizi
sistemine yiiklenmesi: Dongli dizileme sonrasi ortamda bazi
artiklar bulunmaktadir. Bu artiklar otomatik dizi analizi sisteminde
sorun olusturacagi i¢in temizlenmesi gerekmektedir. Bu islem i¢in
standart olarak sodyum asetat-alkol serisi yontemi kullanilabilir.

Ancak daha hizl1 ve verimli sonug verebilen ticari olarak tiretilmis
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sefadeks iceren spin-kolonlar1 kullanmak da miimkiindiir. Bu
temizleme isleminin ardindan drlinler otomatik dizi analizi
cthazina vyiiklenerek floresan isaretli fragmanlarin bir kamera
yardimui ile okunmasi ve bir program ile analizi sonucu DNA dizisi

elde edilir (47).
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3. GEREC VE YONTEMLER

3.1.Hasta grubu

Calismamiza Istanbul Universitesi Istanbul Tip Fakiiltesi Genel Cerrahi
Anabilim Dalinda meme kanseri tanis1 almis 28 hastanin hem kan ve hem de meme
kanserli doku ornekleri dahil edilmistir. Meme kanserli doku ornekleri operasyon
sonrasi serum fizyolojik icine almmus ve — 80° C’de dondurulmus ve soguk zincir ile
laboratuarimiza ulasmustir. Kan 6rnekleri EDTA’l tiip i¢inde — 80° C’de saklanmis ve
yine soguk zincir ile laboratuarimiza gelmistir. Ayrica meme kanseri acisindan saglikli
50 kontrol bireyinin kani da ¢alismamizda kullanilmistir. Calismamiz Mart 2008-Eyliil
2008 tarihleri arasinda Eskisehir Osmangazi Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Genetik
Anabilim Dalinda gerceklestirilmistir. Meme kanserli olgularin kan ve doku 6rnekleri
ve kontrol bireylerinin kan orneklerinde miR-125a ve miR-34a mikroRNAlarmin

genomik dizileri DNA dizilime yontemiyle incelenmistir.

3.2. Gerecler

3.2.1. Kullanilan Aletler

Elektroforez i¢in gii¢ kaynag1 (EKR)

Hassas terazi (Setra)

Pipet takimi1 (Gilson)

Jel goriintiileme ve dokiimantasyon sistemi (Gene Genius)
Manyetik karistirict (1siticili) (Heidolph)

Elektroforez aleti (Consort E844)

Mikrosantrifiij (Sigma)

PCR aleti (thermal cycler) (PE GenAmp PCR System 9700)
Su banyosu (Niive)

Vorteks (Heidolph)

Meziir (100’lik 1000°1ik)
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Beher (250’lik, 500°liik)
Deep-freeze (Argelik)
Mikrodalga firin (Argelik)
Buzdolabi (Argelik)

Falkon tiipti (50°1ik)

Ependorf Tiipii (1,5 ml’lik)

PCR tiipleri (strip) (Perkin Elmer)
Toplama tiipti (QIAGEN)

Spin kolonu (QIAGEN)

Mini sogutucu

Genetik analizor (ABI 310)

3.2.2. Kullamlan Kimyasal Malzemeler

Agaroz (Scharlou)

Borik asit (Sigma)

dNTP seti (Promega)

EDTA (Sigma)

Etanol (95%) (Tekel)

Etidyum Bromid (Sigma)
Proteinaz K (Roche)

10XPCR buffer (Bioron)

Tissue lysis buffer (Roche)
Molekiiler Weight Marker (Fermantas)
Taq DNA polimeraz (Bioron)

6X Jel ylikleme tamponu (Sigma)
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3.3.Yontemler

3.3.1. Taze doku ve kan orneklerinden DNA elde edilmesi

Taze doku ve kan orneklerinden DNA elde edilmesinde robotik DNA izolasyon
sistemi kullanilmistir. Kan Ornekleri i¢in robotik sistemdeki protokol aynen

uygulanirken doku i¢in baz1 6n iglemler uygulanmaistir.

Taze dokudan DNA elde edilmesi i¢in uygulanan protokol kisaca;
- Doku 6rneklerinden 5-10 mg aras1 kiigiik parcalar alinmistir.

- Bisturi yardimiyla ylizey alanini genisletmek amaciyla mekanik pargalama

gerceklestirilmistir.
- Ornekler eppendorf tiipiine almarak 500 ul PBS eklenmistir.
- 14.000 rpm’de 10 dakika dondiiriilmiis ve siipernatanti atilmaistir.

- Eppendorf tiiplinde dipte kalan doku tizerine 30 pl proteinaz K ve 200 pl doku

parcalayict tampon eklenmistir.

- Proteinaz K aktivitesi icin 56° C’de 2-3 saat ¢alkalamali su banyosunda inkiibe
edilmistir. Inkiibasyon sirasinda 30 dakikada bir vorteks yapilarak homojenizasyon

saglanmigtir.

- Su banyosundan alinan oOrnekler robotik DNA izolasyon sistemine

yiiklenmistir.

- Sample volume 200 pl, elution volume 100 pl ve “total plasma nucleic acid

isolation” programi se¢ilmistir.
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Kan ornekleri ise dogrudan robotik DNA izolasyon sistemine yiiklenmistir.
Sample volume 200 pl, elution volume 100 pl ve “ DNA isolation blood” protokolii

sec¢ilmistir.

Robotik sistemde proteinaz K, yikama soliisyonlar1 ve DNA’y1 tutmak i¢in
manyetik parcaciklarin ve pipetaj icin bos kuyucuklarin bulundugu bir kartus sistemi,
pipet uglarinimn yerlestirilmesi icin tip trayler ve 6rnek ve eliisyon tiipleri i¢in bir rak
bulunmaktadir. Robotik sisteme kartus ve tip trayler yerlestirilip 6rnek ve eliisyon
tiipleri koyulduktan sonra biitiin islemleri otomatik gerceklestirmektedir. Islem yaklasik

25 dakika siirmekte ve elde edilen DNA 6rnekleri -20° C’de saklanmaktadr.

3.3.2. izole Edilen DNA Orneklerinin PCR ile Amplifikasyonu

3.3.2.1. miR-34a genomik bolgesinin PCR ile amplifikasyonu

miR-34a’nin amplifikasyonu i¢in primer dizileri:

primer F: 5 AGATGGAGTCTTGCTAGTTGCCTG’3
primer R: 5*CAGAAGAGCTTCCGAAGTCCTGG’3

PCR miksi:
ddH,O 37,9 ul
10xPCR buffer Sul
dNTP mix (10mM) 1 ul
primer F (10uM) 0,4 ul
primer R (10uM ) 0,4 ul
Tagpol (5u/ul) 0,3 ul
DNA S5ul
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PCR sartlar:

94°C de 5 dakika ————* Baslangi¢ denatiirasyonu

94 °C de 30 saniye
60 °C de 30 saniye baglanma 29 dongii

72°C de 30 saniye uzama

En sonunda 72°C de 5 dakika tutularak {iriiniin arttirilmasi saglanmistir.

3.3.2.2. miR-125a genomik boélgesinin PCR ile amplifikasyonu

miR-125a genomik bdlgesinin amplifikasyonu i¢in iki farkli primer cifti
kullanilmistir.(Tekrar dizilerinden dolay:r dizileme sirasinda yasanan zorluklar1 agsmak

icin iki farkl primer ¢ifti kullanilmistir.) Primer dizileri:
primer 1F: 5’-CTCTGGCTCTCAGAATGTCTCTG-3
primer 1R: 5’-GGTCAGAAGTCAGGCCAGC-3
primer 2F: 5'-GGCTCTCAGAATGTCTCTGTGC’3

primer 2R: 5'-ACCTTTATGAAGTCACCACAGG’3
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PCR miksi:

ddH,O 37,9 wl
10xPCR buffer Sul
dNTP mix (10mM) 1wl
primer F (10uM) 0,4 ul
primer R (10uM ) 0,4 ul
Tagpol (Su/ul) 0,3 ul
DNA S5ul
.
50 ul
PCR sartlar:
94 °C de 5 dakika - Baslangi¢ denatiirasyonu

94 °C de 30 saniye
56 °C(primer2), 58,5 ° C(primer 1) de 30 saniye baglanma 35 dongii

72°C de 30 saniye uzama

En sonunda 72°C de 5 dakika tutularak iriiniin arttirilmasi saglanmistir.
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3.3.3.PCRiiriinlerinin purifiye edilmesi

PCR diriinleri, Qiagen QiaQuick PCR purification kiti kullanilarak PCR

reaksiyonu artiklarindan temizlenmistir. Kisaca;

- PCR iiriinii ependorf tiipe almmustir.

- PCR iirliniiniin lizerine miktarmin 5 kat1 Buffer PB eklenmistir. (40 pl PCR iirlinii i¢in

200 pl PB eklenmistir.)

- Pipetaj yapilarak filtreli tliplere aktarilmistir.

- 13000 rpm’de 1 dakika santrifiij edilmis ve siizlintli dokiilmiistiir.

- Filtreli tiip tekrar toplama tiipiline yerlestirilerek tizerine 750 ul buffer PE eklenmistir.
- 13000 rpm’de 1 dakika santriftij edilerek yikama yapilmastir.

- Siiziintii dokiilmiis, filtreli tiip toplama tiipiine yerlestirilmis ve bir kere daha 13000

rpm’de 1 dakika santrifiij yapilmstir.

- Siizlintli toplama tiipli ile birlikte atilarak filtreli tlip temiz bir eppendorf tiipiine

yerlestirilmistir.

- Filtreli tiipe buffer EB eklenerek PCR iiriiniiniin filtreden eppendorfa siiziilmesi i¢in
once 1 dakika oda sicakliginda beklenmis ve sonra 13000 rpm’de 1 dakika

santrifiijlenmistir.
- Elde edilen iiriin hemen déngii dizileme yapilacaksa +4° C’de veya uzun siire icin

-20°C’de saklanmustir.
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3.3.4. PCR iiriinlerinin dizi analizi icin hazirlanmasi amaciyla dongii

dizileme

Dongii dizileme Applied Biosystem Big Dye Terminator V 1.1 kiti ile

gergeklestirilmistir. Protokol ve dongii dizileme programi asagidaki gibidir.

5x Dongii dizileme buftfer 2ul
Big Dye terminator (V1.1) 4 ul
primer F/R (1 uM) 32 ul
Piirifiye edilmis PCR firtinii 10.8 ul
-+
20 pul

95 °C de 15 saniye
50 °C’de 5 saniye baglanma 35 dongii

60 °C de 4 dakika uzama
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3.3.5. Dongii Dizileme Uriinlerinin Piirifiye Edilmesi

Dongii dizileme sonrasi artiklardan arindirmak i¢in Qiagen firmasinim Dye-Ex

kiti kullanilmistir. Kisaca;

-Kitte bulunan filtreli tiipler vorteks yapilmis, alt emniyet kapaklar1 kirilmig ve

iist kapaklari 45°C agilmustrr.

- Filtreli tiipler toplama tiiplerine yerlestirilerek 3000 rpm’de 3 dakika santrifiij
yapilmistir.

- Toplama tiipii siiziinti ile birlikte atilmig ve filtreli tiip ependorf tiipe

yerlestirilmistir.
- Dongili dizileme iirtinlerinin hepsi filtreli tiipe aktarilmistir.

- 4000 rpm’de 4 dakika santrifiij edilmistir.

- Filtreli tip atilmig ve ependorf piirifiye dongii dizileme {iriinleri ile

saklanmustir.

3.3.6. Uriinlerin dizi analizi icin cihaza yiiklenmesi

Dongii dizileme iirtinleri ABI 310 cihazina yiliklenmek i¢in tiiplere aktarilmistir.
Tiplerin kapaklar1 kapatilarak traye dizilmistir. ABI 310 cihazinda 6rnekler i¢in yeni
ornek listesi olusturulmus dye/primer set olarak KB 310-BDT-V1.1.rapid36 secilmistir.
Cihaza yiikleme listesinde module olarak Seq.POP6.Rapid.E.md4 secilerek kapiler

elektroforez gergeklestirilmistir.
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3.3.7. Sonuc¢larin analizi

Cihazda Sequencing Analysis V 5.1 ile analiz edilen sonuglarin dizi dosyalari

NCBI web sitesinin database ile karsilastirmak icin BLAST yapilmistir.

3.3.8. istatistiksel analiz

Istatistiksel analiz SPSS 16.0 progran ile gergeklestirilmistir.
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4. BULGULAR

Calismamizda, Istanbul Universitesi istanbul T1p Fakiiltesi Genel Cerrahi
Anabilim Dalinda meme kanseri tanis1 almis 28 hastanin kan ve ttimorli doku
orneklerinde ve meme kanseri acisindan saglikli 50 bireyin kan 6rneklerinde miR-125a
ve miR-34a mikroRNA’larmmin genomik dizileri dizileme yontemi ile incelenmistir. 3
hasta ile ilgili bilgilere ulasilamamistir. Bu hastalarin bilgileri goz 6niinde
bulundurulmadiginda, hastalarimizin yas ortalamasi 52,92 + 2,6’dir. Olgularimizin
evreleri; 3 olgu grade 1, 13 olgu grade 2, 9 olgu grade 3 olarak belirlenmistir. ER ve
Her2/neu statiisii immiinohistokimyasal yontem ile incelenmistir. Sadece 6 olgu
Her2/neu pozitiftir yani bu proteinin artis1 goriilmektedir. Hastalarla ilgili diger bilgiler

Cizelge 4.1°de goriilmektedir. Kontrol grubumuzun yas ortalamasi 28,64 £ 1,46’ dir.

4.1. miR-34a’nin genomik dizisinin incelenmesi

Meme kanserli 28 vakanin kan ve kanserli doku Orneklerinde ve 50 meme
kanseri acisindan saglikli bireyin kan Orneklerinde, mir-34a’nin genomik dizisi
incelenmistir. Sonuglar NCBI insan genomik dizisi veri tabani ile karsilagtirilmis ve ne
meme kanserli vakalarm kan ve doku Orneklerinde ne de kontrol bireylerinin kan

orneklerinde herhangi bir polimorfizm veya mutasyon saptanmamustir.

4.2. miR-125a’nin genomik dizisinin incelenmesi

Meme kanserli 28 vakanin kan ve kanserli doku Orneklerinde ve 50 meme
kanseri agisindan saglikli bireyin kan oOrneklerinde, mir-125a’nin genomik dizisi
incelenmistir. Sonuglar NCBI insan genomik dizisi veri tabani ile karsilastirilmistir.
miR-125a’nin transkribe olmayan bdlgesinde hem meme kanserli olgularin kan ve doku
orneklerinde hem de kontrol olgularinin kan 6rneklerinde bir polimorfizm saptanmaistir.
Daha 6nce belirlenmis olan ve “ensembl” insan genomik dizisi veri tabaninda ve NCBI

SNP( rs12976445) veri tabaninda bildirilmis olan bu polimorfizmin meme kanserli
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ornekler ve kontrol bireylerindeki frekanslar1 cizelge 4.2 ve 4.3 ’te verilmistir. Meme
kanserli vakalarim kan ve doku Orneklerinin bu polimorfizm acgisindan sonuglari
birbiriyle uyumludur. Polimorfizm transkribe olmayan bdlgede oldugu i¢cin miR-125a —
54 T>C olarak isimlendirilmistir. Bu polimorfizm i¢in {li¢ farkli genotipin dizi analizi

goriintiileri Sekil 4.1, Sekil 4.2 ve Sekil 4.3°te gosterilmektedir.

Cizelge 4.1. Hastalara ait bilgiler

(inv.duc.:invaziv duktal, lob.:lobular, DCIS: duktal karsinom in situ, B:bilinmiyor)

Hasta Her2/neu | ER | Yas | Tiimér tipi Grade | Metastaz
no
01 B B |B B B B
02 B B |B B B B
03 - + 63 | inv. duc. 3 Akc.antrum mediastende
rektum
04 - + 60 | inv. duc. 1 Yok
05 + + 44 | multifokal inv. duc. 3 Yok
06 - + 40 | multifokal mikst inv. 3 Yok
07 - + 65 | inv. duc. 1 Yok
08 - + 69 | multifokal multisentrik inv. 3 Yok
papiller
09 - + | 80 inv.duc. 2 Yok
10 - + 45 | multisentrik inv.duc. 2 Yok
11 - + 52 | inv. duc. 2 Yok
12 - + 32 | multifokal inv duc. 2 Yok
13 - + 46 | inv. duc. 2 Yok
14 B B |B B B B
15 - - 64 | inv.duc. 2 Yok
16 + + 57 | inv.duc. 3 Yok
17 + + 48 | multifokal inv.duc. 2 Yok
18 - + 48 | multifokal inv.duc. 2 Yok
19 + + 44 | multifocal inv.duc. 3 Yok
20 - + 75 | multisentrik inv duc. 2 Yok
21 + + 39 | inv.duc. 3 Yok
22 - + 46 | multifokal inv.duc. - DCIS 2 Yok
23 - - 77 | multifokal invapokrin 3 Yok
24 + + 57 | multifokal inv.duc.-DCIS 3 Yok
25 - + 45 | inv.lob. 2 Yok
26 - + 43 | inv.duc. 1 Yok
27 - + 39 | multifokal inv.duc. 2 Yok
28 - + 45 | inv.duc. 2 Yok
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Cizelge 4.2: Meme kanserli 6rneklerde miR-125a — 54 T>C

polimorfizminin genotip dagilimlari

Genotip Sayl |Ylzde Gegerli yizde |Kumilatif yizde
CT 9 32,1 32,1 32,1
cc 5 17,9 17,9 50,0
TT 14 50,0 50,0 100,0
Total
28 100,0 100,0

Cizelge 4.3: Kontrol 6rneklerinde miR-125a — 54 T>C

polimorfizminin genotip dagilimlari

Genotip Sayi Yizde Gegerli yiizde |Kimdlatif yliizde
CT 18 36,0 36,0 36,0
CcC 4 8,0 8,0 44,0
TT 28 56,0 56,0 100,0
Total |50 100,0 100,0
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Sekil 4.1. — 54 T>C polimorfizmi i¢in heterozigotlugun (CT genotipi)

dizi analizinde goriintiisii
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Sekil 4.3. -54 T>C polimorfizmi i¢in homozigotlugun (TT genotipi)

dizi analizinde goriintiisi
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4.2.1. miR-125a polimorfizmi i¢in istatistiksel analiz

miR-125a genomik bdlgesinde bulunan polimorfizm meme kanserli hastalarda
ve meme kanseri agisindan saglikli kontrol bireylerinde SPSS 16.0 istatistiksel analiz
programi kullanilarak X* testi ile karsilastrilmistir (Cizelge 4.4). Kontrol ve hasta

bireylerde bu polimorfizm ac¢isindan anlamli bir fark bulunmamistir (p=0,426)

Cizelge 4.4: miR-125a — 54 T>C polimorfizminin hasta ve kontrol 6rneklerinde

istatistiksel olarak karsilastirlmasi

Asymp. Sig. (2-
Value df sided)
Pearson Chi-kare 1,709° 2|,426
Likelihood Ratio 1,637 2|,441
Linear-by-Linear Association |,938 11,333
Vaka sayisi 78

4.2.2. Transkripsiyon Faktorii baglanma bélgesi tahmini

miR-125a i¢in belirlenen polimorfizmin transkribe olmayan bolgede oldugu i¢in,
promotor bolgede oldugu diisiiniilerek bu bdlgenin herhangi bir transkripsiyon faktorii

icin baglanma dizisi igerip i¢ermedigi www.gene-regulation.com sitesindeki AliBaba

2.1 programu ile analiz edilmistir. Bu programa gore bu bolge Gata-1 transkripsiyon
faktorii icin baglanma bdlgesi icermektedir (Sekil 4.4) ve normal baz “T” yerine mutant
baz “C’nin bulunmast baglanma bolgesini ortadan kaldirmaktadir ve Sp-1

transkripsiyon faktoriiniin baglanmasi i¢in bolge olusturmaktadir (Sekil 4.5).
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seq l

tgtgcctatctccatctctgacccccaccccagggtctaccgg

Segments:

2.2.1.1 125 134 ===GATA-1=

2.1.2.2 133 142 ==RXR-beta

1.1.3.0 135 144 =C/EBPalp=
2.1.2.1 135 144 =RAR-alph=
2.1.2.3 135 144 =REV-ErbA=
2.3.2.1 141 150 ===Egr-1==
2.3.2.3 141 150 ====GLI3==

Sekil 4.4. TT genotipi i¢in transkripsiyon faktorleri baglanma bdlgeleri

|

Seq tgtgcccatctccatctctgacccccaccccagggtcectaccgg
Segments:

2.3.1.0 129 138 ====Spl===

2.1.2.2 133 142 ==RXR-beta

1.1.3.0 135 144 =C/EBPalp=

2.1.2.1 135 144 =RAR-alph=

2.1.2.3 135 144 =REV-ErbA=

2.3.2.1 141 150 ===Egr-1==

2.3.2.3 141 150 ====GLI3==

Sekil 4.5. CC genotipi i¢in transkripsiyon faktorleri baglanma bdlgeleri
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5.TARTISMA

ERBB2 ve ERBB3 meme kanserinde ¢ok onemli iki onkogendirler. ERBB2
meme kanserlerinde %?25-40 arasi asir1 ekspresyon gostermektedir (36, 37). Bu ylizden
meme kanserinin molekiiler alt tiplerinden biri Her2/neu (+) (ERBB2 pozitif) olarak
adlandirilmistir. Bu alt tip kotii prognoz ile iliskilendirlmistir (60). miR-125a ERBB2 ve
ERBB3 genlerinin transkriptlerini  hedeflemektedir (17, 57). ERBB2’nin asir1
ekspresyon  gostermesi  durumunda = miR-125a’nin gOrevini  yapamadigi
diistiniilmektedir. Bizim ¢alismamizda bu fikirden yola ¢ikilarak miR-125a’nm gorev
yapamamasindan miR-125a’daki mutasyonlarin sorumlu olabilecegi diisiiniilerek miR-
125a’nin genomik dizisi incelenmistir. TP53 meme kanserli vakalarin tigte birinde
mutasyona ugramaktadir (37, 39, 40). miR-34a’nin p53 tarafindan diizenlenen bir
mikroRNA oldugu ve promotor bolgesinde p53 baglanma bolgesi tasidigi bircok
calisma ile gosterilmistir (11, 27, 28, 54). miR-34a p53 ile baglantisindan dolay1
calismamiza dahil edilmistir. Dolayisiyla ¢alismamiz i¢in segilen miRNAlar meme

kanseri molekiiler patolojisi diisliniilerek secilmistir.

Calismamiz hem kurgusu hem sonuglar1 acisindan diinyadaki ilk calismadir.
Calismamiz sonucunda miR-34a’nin genomik bolgesinde ne kontrol vakalarmin kan
orneklerinde ne de meme kanserli vakalarmm kan ve doku oOrneklerinde herhangi bir
polimorfizm veya mutasyon belirlenmemistir. miR-125a’nin genomik bolgesinde — 54
T>C polimorfizmi belirlenmistir. Bu polimorfizm i¢in genotip dagilimi meme kanserli
bireylerde%50,0 TT,%32,1 CT, %17,9 CC, kontrol bireylerinde % 56,0TT,% 36,0 TC,
%8,0 CC seklindedir. Bu polimorfizm NCBI ve ensembl veri tabanlarinda yer
almaktadir ancak literatiirde ve veri tabanlarinda ne popiilasyon frekansmna ne de
herhangi bir hastalikla ilgili asosiasyon calismasma rastlanmamistir. Calismamiz bu
polimorfizm i¢in popiilasyon orani veren ve ayrica bu polimorfizm ile meme kanseri
arasindaki iligkiyi arastiran diinyadaki ilk ¢alismadir. Ancak hasta sayimizin azligindan
dolayr tiimoriin histolojik tipi, HER2/NEU statiisii, evresi gibi 0Ozellikleri ile bu
polimorfizm arasinda istatistiksel bir analiz yapilmamistir. Literatlirde ¢alismamizin

aynist bulunmadigi i¢in benzer literatiirler ile tartisilacaktur.
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lorio ve ark. yaptiklari ¢alismada miR-125a’nm ekspresyonunun meme kanserli
orneklerde onemli sekilde azaldigmi gostermislerdir (34). Duan ve ark. yaptiklari
calismada miR-125a’nin  ¢ekirdek bodlgesinde bulunan bir polimorfizmin pri-
miRNA’nin  pre-miRNA’ya islenmesini Onleyerek miRNA’nin ekspresyonunu
azalttigin1 ortaya koymustur (17). Bu iki caligma birlikte diisiiniildiiglinde miRNA
ekspresyonunun kanserde azalma mekanizmasinin mutasyon veya polimorfizm oldugu
disiiniilmiistiir fakat calismamizda Duan ve ark. saptadigi polimorfizm hig¢bir kontrol
bireyinde veya meme kanserli olguda saptanmamistir. Bu durum baska bir mekanizma
ile ekspresyonun azaldigini diisiindiirmektedir. Calismamizda saptanan polimorfizm
miR-125a’nin transkribe olmayan bolgesindedir ve CC genotipi belirgin sekilde meme
kanserli orneklerde yiliksektir. Su ana kadar miR-125a ile ilgili fonksiyonel ¢aligmalar
yeterli olmadigindan net bir yorum yapmak miimkiin olmasa da bu bdlgenin miR-125a
icin promotor bolge oldugu ve bu polimorfizmin miR-125a’y1 diizenleyen bagka bir
molekiilii etkiledigi i¢cin kanserle ilgili bir risk olusturdugu one siiriilebilir. Bu hipotezi
kanitlamak i¢in bu polimorfizmin miR-125a’nm ekspresyonunu nasil etkiledigi ve miR-

125a’y1 diizenleyen baska bir molekiil olup olmadig: arastirilmalidir.

Calismamizda bulunan polimorfizmin promotor bolgede oldugu kabul edilerek
bu boélgeye baglanan bir transkripsiyon faktorii olup olmadigr arastirilmis ve Gata-1
transkripsiyon faktoriiniin bu bolgeye baglandigi bulunmustur (31). Mutant bazin bu
bolgede bulunmasi ise Sp-1 transkripsiyon faktorii i¢in yeni bir baglanma bdlgesi ortaya
cikarmaktadir. Er’liniin bilinen hiicre ¢ekirdegine gecerek transkripsiyonu uyarma
gorevinin yaninda koaktivatorler ile kompleks olusturarak da bu gorevini yerine
getirdigini gosteren ¢aligmalar vardir. Er’iiniin koaktivatorlerinden biri de Sp-1’dir (46,
55). Bu nedenle Er pozitif meme kanserlerinde Sp-1’in etkili olabilecegi diisiiniilebilir.
Bu uygulamalar teorik olup bunlar1 kanitlamak i¢in mutlaka fonksiyonel calisma

yapilmalidir. Calismamiz da bu fonksiyonel ¢alismalar i¢in yol gosterici olmustur.

miRNA genomik bolgelerindeki polimorfizmler ile ilgili ilk ¢aligmayr 2005
yilinda Tawa ve ark. yapmistir. Bu c¢alismada 96 saglikli bireyde 173 pri-miRNA
dizilenmis ve 10 tane polimorfizm bulunmustur. Bu polimorfizmler miRNA’nin hangi

bolgesinde bulunduklarmna gére dneme sahiptirler (35). Bizim ¢alismamizda da 50 tane
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sagliklt bireyde 2 pri-miRNA dizilenmistir ve 1 polimorfizm bulunmustur. [awa’nin
calismasinda 173 pri-miRNA’da sadece 10 polimorfizm bulundugu diisiiniildiiglinde

miR-34a bolgesinde hi¢bir polimorfizm bulmamis olmamiz normal géziikmektedir.

Iwai ve ark. ¢aligmasindan yola ¢ikarak Arisawa ve ark. miR-27a polimorfizmi
ve gastrik atrofi arasindaki iligkiyi arastirmis ve genel olarak anlamli bir iligki
bulamamis fakat erkek bireyler icin artmus risk tespit etmistir. Bu ¢alismada miR-
27a’nin se¢ilmesi miR-27a’nm hedef transkriptlerinin bu hastalikta rol oynadiklarinin
bilinmesidir (2). Bizim c¢alismamiz aslinda bir polimorfizm calismas1 degildir fakat
buldugumuz polimorfizm ve meme kanseriyle iliskisi acisindan bu c¢alismaya

benzemektedir.

Wu ve ark. cesitli kanserli 6rneklerde ve kanser hiicre hatlarinda 288 miRNA
mutasyon pri-miRNA, 4 mutasyon pre-miRNA ve 1 mutasyon olgun miRNA
bolgesinde bulunmaktadir. Bu mutasyonlardan let-7e’deki mutasyonun ekspresyonu
azalttiglt sonucuna varmiglardir (68). Bu calisma miRNAlardaki mutasyonlarin
miRNA’larin  ekspresyonlarinin  kanserde azalma mekanizmas1 olabilecegini
gostermektedir. Caligmamiz daha fazla kanserli 6rnek ve daha genis miRNA genleriyle

tekrarlandiginda bu ¢alisma ile ayn1 sonuca ulasilabilecegi diisiiniilmektedir.

Yang ve ark. hepatoseliiler kanserlerde 59 miRNA’nin dizisini 96 hepatoselliiler
kanserli hastanin doku oOrneklerinde incelemisler ve 4 dizi varyant1 bulmuslardir.
Bunlardan miR-192°de bulunan dizi degisiminin germ-line mutasyon olduguna ve
miRNA’nin ikincil yapismi degistirdigi sonucuna varmiglardir. Ancak ekspresyonunu
nasil etkiledigini incelememislerdir. Bu c¢alismada miRNA mutasyonlarmin
hepatoseliiler kanserler i¢in nadir goriilen bir durum oldugu sonucuna varilmistir (69).
Bizim ¢alismamizda 28 meme kanserli doku 6rneginde sadece 2 mikroRNA’nm (miR-
34a ve miR-125a) genomik dizileri incelenmis ve hi¢cbir mutasyon tespit edilmemistir.
Bu nedenle meme kanseri i¢in de ayn1 durum s6z konusu olabilir. Fakat bu konuda daha

fazla miRNA ile daha genis ¢aligsmalar yapilmas1 gerektigi agiktir.
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Meme kanseri ile pre-miRNA dizilerindeki yaygin polimorfizmler arasindaki
iliskiyi ilk gosteren Hu ve ark. ‘nin yaptig1 caligmadir. Bu c¢alismada 1009 meme
kanserli hasta ve 1093 meme kanseri agisindan saglikli bireyin kan 6rneklerinde miR-
196a2, miR-146a, miR-149 ve miR-499°daki polimorfizmleri incelenmistir. miR-196a2
ve miR-499°daki polimorfizmlerin meme kanseri i¢in artmis risk olusturdugunu
belirlemiglerdir. miR-499 i¢in artmis risk belirlenen CC genotipinin hastalardaki
frekans1 % 24 iken kontrollerdeki frekans1 %20°dir (32). Bizim ¢aliymamiz polimorfizm
calismasi olarak diisliniilmedigi i¢cin hasta (28 birey) ve kontrol gruplarimizin(50 birey)
birey sayilar1 bu ¢alismalara gore ¢ok diisiiktlir. Bu nedenle ¢aligmamizda miR-125a
genomik bolgesinde saptadigimiz polimorfizm i¢in kontrol ve hasta bireyler arasinda
istatistiksel a¢idan anlaml bir fark bulunamamistir. Oysa bizim miR-125a genomik
bolgesinde belirledigimiz polimorfizm i¢in risk faktorii olarak diistindiigiimiiz CC
genotipi frekans1 kontrol Orneklerinde %8 iken hasta oOrneklerinde %17,9’dir. Bu
nedenle bu polimorfizm i¢in daha genis hasta ve kontrol grubu ile ¢alisildiginda

istatistiksel olarak anlamli bir sonug elde edilecegini diisiinmekteyiz.

Diederichs ve ark. 91 kanserli hiicre hattinda 15 miRNA’y1 dizi degisiklikleri
acisindan incelemislerdir. 15 pri-miRNA ve 1 pre-miRNA dizisinde olmak iizere 16 dizi
degisikligi bulmuslardir. Bu degisikliklerden miR-143’de bulunan dizi degisikligi ayrica
kontrol bireylerinin de %13.5’inde saptanmistir. miR-143’iin transkribe olmayan
bolgesinde bulunan bu degisikligin polimorfizm oldugu sonucuna varmislardir. Yapilan
analizde bu polimorfizmin miRNA’nin ikincil yapisint degistirdigi ortaya konmustur
fakat ekspresyonunda bir degisiklige sebep olmamistir (15). Biz de ¢alismamizda miR-
125a’nin transkribe olmayan bolgesinde bir polimorfizm saptadik. Bu ¢alisma saptanan
polimorfizmin miRNA dizisindeki bolgesi acisindan ¢alismamiza benzemektedir. Biz
de calismamizda bulunan polimorfizmin miRNA’nm ikincil yapisini ve ekspresyonunu

nasil etkiledigini belirlemek yoniinde analiz yapilmasinin gerektigini diisiinmekteyiz.

p53 yolagi DNA hasari, telomer kisalmasi, onkogen aktivasyonu hiperaktif
sitokin sinyalleri ve hipoksi gibi kanserle ilgili stres sinyalleri i¢in sensor gorevi goriir.
p53, bu sinyallere, hiicre biiyilimesi, hiicre 6liimii, DNA tamiri, anjiogenez gibi hiicresel

cevaplar vermek icin gerekli genlerin transkripsiyonunu diizenleyen bir transkripsiyon
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faktoriidir (40, 41, 66). miRNAlar ile p53’iin iligkisini anlamak amaciyla yapilan
calismalar sonucunda miR-34a’nm p53 tarafindan uyarilarak ve p53’iin timor supresor
gorevini dolayli olarak yerine getirmesi i¢in bazi genleri negatif yonde baskilayarak p53
yolagina katildigini gostermislerdir (11, 27, 28, 34). Bu ¢alismalarin hepsi fonksiyonel
calisma olup hi¢cbiri kanserle veya Ozellikle meme kanseri ile miR-34a arasinda bir
baglant1 kurmamislardir. Fakat bu ¢aligmalar miR34a ile p53 arasindaki baglantiy1
ortaya koyduklar1 i¢in ¢calismamizda meme kanserinde ¢ok onemli bir timor supresor
olan p53 tarafindan diizenlenen miR-34a’nin genomik dizisi incelenmistir. Calismamiz
miR-34a’nin meme kanserinde etkili oldugu fikriyle kurgulanan ve miR-34a’nin
genomik dizisinin meme kanserinde incelendigi diinyadaki ilk ¢alismadir.
Calismamizda hi¢cbir mutasyon veya polimorfizm saptanmamasi, miR-34a’nin
fonksiyonunun meme kanserinde bozulmasi ile ilgili bagka bir mekanizma olabilecegi
ithtimalini akla getirmektedir. Nitekim Lodygin ve ark. miR-34a’nin meme kanserli
hiicre hatlarinda metillendigini gostererek bu teorimizi desteklemislerdir. Bu ¢alismada
meme kanseri hiicre hatlarmm %25’inde miR-34a’nin metillendigi bulunmustur (44).
Fakat bu c¢alisma miR-34a’daki mutasyonlarin da, bu miRNA ekspresyonunun meme
kanserinde bozulma mekanizmalarindan biri olabilecegi ihtimalini ortadan
kaldirmamaktadir. Calismamiz daha fazla oOrnekle yapildiginda ve miR-34a hem
metilasyon hem de mutasyonlar agisindan incelendiginde daha anlamli olacagini

disiinmekteyiz.

Tazawa ve ark. miR-34a’nin ekspresyonunun kolon kanserli 6rneklerin
%36’sinda azaldigin1 gostermislerdir. miR-34a’nin E2F sinyal yolagmi etkileyerek
hiicre biiylimesini durdurdugunu kanitlamiglardir. miR-34a’nin  ekspresyonunun
diismesini TP53 geninin mutasyon veya delesyonlar ile inaktive olarak miR-34a’nin
ekspresyonunu uyaramamasima baglamislardir (64). Calismamizda miR-34a genomik
bolgesinde mutasyon saptanmamasi, meme kanserli 6rneklerde TP53 mutasyonlar1 veya
delesyonlar1 olmasimdan kaynaklanabilir. Bu ylizden 6rneklerin TP53 geni incelenmesi,

mekanizmanin anlasilmasi agisindan uygundur.

C-MYC meme kanserinde biiyiik 6neme sahip bir onkogendir. Chang c-Myc

tarafindan diizenlenen miRNAlar1 arasgtrmis ve miR-34a’nin bu onkogen tarafindan

49



baskilandigin1 bulmustur (10). Bu da meme kanserlerinde miR-34a’nin ekspresyon
azalisin1 agiklayan bir mekanizmadir. Orneklerimizde miR-34a genomik bolgesinde

mutasyon saptamamizin sebebi miR-34a’nin bu mekanizma ile baskilanmasi olabilir.

Literatiirdeki veriler de miRNA mutasyonlarinin kanserde ¢ok sik goriilen bir
durum olmadigini ortaya koymaktadir (68, 69). Calismalar miRNAlarin promotor
bolgelerinin saptanmasi, metilasyon paternlerinin incelenmesi, belli miRNAlar1
diizenleyen molekiillerin arastirilmast ve miRNAlarin hiicresel yolaklarda yerlerinin
belirlenmesi seklinde devam etmektedir (15,44). Bizim calismamiz da literatiirle bu
acidan uyumlu olup miRNAlarin transkribe olmayan bdlgeleri ile ilgili daha fazla

calisma yapilmasi gerekliligini ortaya koymustur.
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6. SONUC

Calismamizda 28 meme kanserli vakanin kan ve taze doku 6rneklerinde ve 50
meme kanseri agisindan saglikli bireyin kan Orneklerinde, miR-34a ve miR-125a
mikroRNAlarimin genomik dizileri DNA dizileme ydntemi ile incelenmistir. Meme
kanserli bireylerin kan ve doku orneklerinde bu mikroRNAlarin genomik dizilerinde
herhangi bir polimorfizm veya mutasyon olup olmadigini saptamak ve bu sekilde bu
mikroRNAlarm meme kanseri molekiiler patolojisi ile iligkisini ortaya koymak

amaclanmistir. Calismamiz sonucunda;

* miR-34a’nin genomik bolgesinde hem kontrol hem de meme kanserli
bireyler i¢in herhengi bir polimorfizm veya mutasyon saptanmamustir.

= miR-125a’nin genomik bolgesinde bilinen bir polimorfizm (- 54 T>C),
hasta ve kontrol bireylerinde saptanmistir.

= miR-125a — 54 T>C polimorfizmi i¢cin hem meme kanserli olgularda hem
de kontrol bireylerinde genotip frekanslar1 belirlenmistir.

» [statistiksel olarak bu polimorfizm i¢in hasta ve kontrol bireylerinde
genotip dagiliminda anlamli bir fark bulunmamastir.

= miR-125a genomik bdlgesinde bulunan bu polimorfizm miR-125a’nmn
transkribe olmayan bolgesinde olup promotor bolge olarak kabul
edildiginde Web tabanli bir programla yaptigimiz analizde bu
polimorfizmin bulundugu bodlgeye TT genotipi durumunda Gata-1
transkripsiyon faktorii ve CC genotipi durumunda Sp-1 transkripsiyon
faktoriiniin baglandigi belirlenmistir.

= miRNAlar ve kanserle ilgili yapilacak calismalarda; miRNAlarn
transkribe  olmayan bolgelerine, miRNAlar1 diizenleyen diger
molekiillere ve miRNAlarin  epigenetik  diizenlenmesine  de

yogunlasilmasi gerekliligi ortaya konmustur.
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