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ABSTRACT

EXPRESSION PATTERNS OF LNCRNA-GAS5 AND ITS TARGET
APOBEC3C GENE THROUGH MIR-103 IN BREAST CANCER PATIENTS

KANABE, Belan Othman
M.Sc. in Biology/ Biology
First Supervisor: Prof Dr. Mehmet OZASLAN
Second Supervisor: Prof. Dr. Mustafa AL-ATTAR
July 2018
66 Pages

Recently, correlation between INcRNA-GAS5 and miR-103 was studied. In addition,
we predicted interaction between miR-103 and APOBEC3C, computationally. On the
basis of these results, the first time we planned to evaluate the possible involvement
of GAS5 in breast carcinogenesis and to reveal any correlation between GAS5 and
APOBEC3C, miR-103 molecules. APOBEC enzymes are important players in
immunity and may contribute to carcinogenesis. APOBEC3C belong to cytidine
deaminases that able to mutate DNA and RNA by converting cytidine to uridine.
Lately, more attention have been focused on non-coding RNAS, which was shown to
regulate many key biological processes. Mounting evidence indicated that the
aberrant expression of some IncRNAs include; LncRNA-GAS5 and miRNA 103,
might play an important functional role in cancer biology. In this study, 40 paired
tumor and normal samples that were grouped according to the types of breast cancer
and clinical characteristics of patients, were observed with gene expression analysis
and APOBEC3C gene sequencing. Expression level of APOBEC3C and IncRNA-
GAS5 were significantly down-regulated. However, miRNA expression level
significantly up-regulated. The expression of GAS5 was positively correlated with
the expression of APOBEC3C and negatively correlated with the expression of miR-
103. As a result of APOBEC3C gene screening no mutation was observed. In
conclusion, we observed reduced expression levels of APOBEC3C and LncRNA-
GASS5, and increased expression level of miRNA 103 in breast cancer patients. In
order to understand the relationship between the breast tumors and biomarkers;
further analysis is warranted.

Key Words: APOBEC3C, Breast cancer, INCRNA-GAS5, miR-103, RT-gPCR,
Sequencing



OZET

MEME KANSERI HASTALARINDA LNCRNA-GAS5 VE HEDEF GENI
APOBEC3C ¢ NIN MIR-103 YOLUYLA iFADELENME MODELLERI

KANABE, Belan Othman
Yuksek Lisans Tezi, Biyoloji/ Biyoloji
Tez Damismani: Prof Dr. Mehmet OZASLAN
Ikinci Tez Damismani: Prof. Dr. Mustafa AL-ATTAR
Temmuz 2018
66 Sayfa

Son zamanlarda, LncRNA-GAS5 ve miR-103 arasindaki iligki ¢aligilmistir. Buna ek
olarak, miR-103 ve APOBEC3C arasindaki etkilesim sayisal olarak tahmin
edilmistir. Bu sonuglara gore meme karsinogenezinde ilk kez GAS5’ in muhtemel
gerekliligini  hesaplamak planlanmistir ve GAS5, APOBEC3C ve miR-103
molekiilleri arasindaki herhangi bir korelasyonun varhiginin  gosterilmesi
planlanmistir.  APOBEC enzimleri immiinitede Oonemli bir role sahiptir ve
karsinogeneze katki saglayabilir. APOBEC3C sitidini Uridine cevirerek DNA ve
RNA’ y1 mutasyona ugratabilen sitidin deaminazlara aittir. Son zamanlarda bazi
anahtar biyolojik siiregleri diizenledigi gosterilen kodlanmayan RNA’ lar iizerinde
biiyiik ilgi toplanmistir. Gliglii kanitlar IncRNA-GAS5 gibi bazi IncRNA’ larin ve
miR-103 iin anormal ifadelenmesi kanser biyolojisinde onemli islevsel bir rol
oynayabildigini gostermistir. Bu ¢aligmada  hastalarin klinik 6zellikleri ve meme
kanserinin tiirline gore gruplandirilan 40 tiimor dokusu ve normal doku 6rnegi gen
ifadelenme analizinde ve APOBEC3C gen dizilenmesinde incelenmistir. APOBEC3C
ve INCRNA-GAS5’ in ifadelenme seviyeleri 6nemli derecede baskilanmistir. Bununla
birlikte, miR-103 ifadelenme seviyesinin ise Onemli derecede asir1 diizenlendigi
gozlenmistir. GAS5 ifadelenmesi APOBEC3C ifadelenmesi ile pozitif korelasyon
gosterirken miR-103 ifadelenmesi ile negatif korelasyon géstermistir. APOBEC3C
geni taramasinin sonucu ise herhangi mutasyon gézlenmemistir. Sonug olarak meme
kanseri hastalarinda APOBEC3C ve LncRNA-GASS ifadelenme seviyelerinde
azalma ve miR-103 seviyesinde ise artiy gozlenmistir. Meme tiimorleri ve
biyobelirtegleri arasindaki iliskiyi anlamak i¢in daha fazla analiz yapilip
dogrulanmasi1 gerekmektedir.

Anahtar Kelimeler;: APOBEC3C, dizileme, meme kanseri, INcCRNA-GAS5, miR-
103,RT-gPCR
VI
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BOLUM I
GIRIS

Meme kanseri, kotii prognoza sahip kanser tiirlerinde ilk siralamada yer alip
kadinlar1 etkileyen ve diinya genelinde kadinlar arasinda en yaygin gorulen habis
timordir [1]. Meme kanserinde habis tiimorler hastalarin yasam siiresini kisaltmakta
ve Olim oramimi artirmaktadir [1]. Habis timdorler tim meme kanseri turlerinde
goriilmez ancak hastalarin biiylik cogunlugu kotii huylu meme kanseri tiirlini
gelistirme riskini tagimaktadir. Habis tim6r meme kanserinin metastaz yetenegi ile
iligkilidir [1]. Mikroskop altinda goriilen kanser hiicrelerine bagli olarak meme
kanseri farkli tiirlere ayrilabilmektedir [2]. Birgok meme kanseri hicrelerde [epitel
hicreleri] baslayan bir kanser tiirii olan karsinomadir ve ikinci tiir ise bez dokuda
baglayan karsinoma olan adenokarsinomdur [2]. Aile dykistinde meme timaora olan
kadinlar, memede bir hasar olusumu agisindan, ailesinde meme kanseri Oykiisii
bulunmayan kadinlara gore iki kat fazla tehlike altindadir [3].

Metastatik hucrelerin molekiler seviyede ve/veya radyolojik taramayla muhtemel
erken teshisi hastalarin hayatta kalmasini artiracak ve belirlenen ilaglarin toksisitesini
azaltarak hastanin yasam kalitesini artiracaktir [1,2]. Molekiiler seviyede tani hastalik
gelisimi ile iliskili temel mekanizmalar1 hedefleyecektir ve bu hedefleri kontrol altina
alma ya da yok etme pratisyenlerin ve arastirmaci bilim adamlarimin Oncelikli
hedefleri arasindadir [1,2]. Kanser gelisiminin dikkat ¢ekici kismi, belli bir zaman
icerisinde somatik mutasyonlardan kaynakli farklilagsmis hiicreden koken alan bir
klon olmasidir ki bu hiicrelerin bazilar hiicre boliinmesi, proliferasyonu ve metastaza
baslamasi i¢in immiin koruma mekanizmasindan kagarak farklilagma potansiyeli
olmayan yalanci embriyonik totipotent hiicreler gibi davranmaktadir [1]. Ancak bu
her zaman dogru bir durum degildir ¢iinkii cogalan kiitle dagilimi ile birlikte

farklilasmig doku fragmentleri bulunabilmektedir [1].



kullanilarak bir fare timoma hiicre hattinda apoptoz baskilama yetenegi ile
tanimlanmistir. GAS5’ in meme kanseri, hepatoselliiler karsinoma, mide kanseri,
mesane kanseri ve kii¢iik hiicreli olmayan akciger kanseri [NSCLC] gibi bircok
kanser tiirtinde dahil oldugu ve anormal ifadelendigi yapilan bir¢cok calisma ile
kanitlanmistir [4]. Bununla birlikte GASS ifadelenmesi ve isleyis mekanizmasi

heniiz meme kanserinde biiylik 6l¢iide anlasilamamustir.

Gunumuzde, birgok Kilit biyolojik siireci diizenledigi goriilen uzun kodlanmayan
RNAIlar [IncRNAlar] iizerinde yogun bir ilgi s6z konusudur [4]. Bazi IncRNA’ larin
anormal ifadelenmesinin kanser biyolojisinde 6nemli bir iglevsel role sahip oldugu
yapilan bir¢ok ¢alisma ile ortaya konmustur [4]. LncRNA’ lar timérlesme siirecinde
proto-onkogenler [HOTAIR gibi] ya da tiimor baskilayici genler [GAS5 [buylime
durmasi-spesifik transcript] gibi] olarak rol alabillir [4]. GAS5 fonksiyonel tarama
Bunun disinda birgok miRNA’ nin hedef genin ifadelenmesini azaltarak ya da
baskilayarak tiimorlesme siirecini tesvik ettigi gosterilmistir [5]. Bunlarin arasinda
miR103” {in hedef genlerin ifadelenme diizeyini azaltarak meme kanserini tesvik
ettigi bulunmustur [5]. miR-103 igin Wang ve ark. [2012], meme kanseri icin aday
bir tanimlayict marker olarak ige yarayabilecegini ve hastalarin klinikopatolojik
Ozelliklerinin yararli bilgiler sagladigini bildirmislerdir [5]. Chen ve ark. [2015],
miR-103 ifadelenmesi tzerinde INCRNA-GAS5’ in yarismali inhibisyonunu gosteren

biyoinformatik analiz tahminlerde bulunmuslardir [4].

APOBECS3 geni sitidin deaminaz gen ailesi Uyelerinden biridir. 22 [6]. kromozom
tizerinde gen duplikasyonu sonucu olustugu diisiiniilen bir kiime i¢inde bulunan
birkag iligkili gen ya da psddogenlerden biridir. Bu gen kiimesinin {iyeleri yapisal ve
islevsel olarak C-U RNA-duzenleyici sitidin deaminaz APOBECL ile iliskili
proteinler kodlamaktadir [6]. Bu proteinlerin RNA diizenleyici enzimler olabilecegi
ve biiyiime ya da hiicre dongiisii kontroliinde rol aldigi diisiiniilmektedir [6].
APOBEC gen ailesinin ilk olarak virus restriksiyonunda 6nemli rol oynadigi rapor
edilmistir. Giinimiizde ise APOBEC gen ailesindeki mutasyon ve ifadelenme
degisimi giiglii bir sekilde meme kanseri riski ile iligkili bulunmustur [7]. Bununla

birlikte, APOBEC gen ailesinin nasil diizenlendigi hala tam olarak bilinmemektedir.



Bu ¢alismada miR-103 ifadelenme seviyesini hesaplayarak IncRNA-GAS5 ve onun
hedef geni APOBEC3C’ nin meme kanseri hastalarinda ifadelenme seviyesini
belirlemeyi amagladik. Son zamanlarda IncRNA-GAS5 ve miR-103 arasindaki
etkilesim oldukca yogun calisilmaktadir. Ustelik bu c¢alismada miR-103 ve
APOBEC3C arasindaki etkilesim sayisal tahmin olarak gosterilmistir. Elde edilen
sonuclara gore bu ¢alismada meme karsinogenezinde ilk defa GAS5’ in muhtemel
gerekliliginin ve GAS5, APOBEC3C ve miR-103 molekiilleri arasinda herhangi bir

korelasyon olup olmadiginin goésterilmesi planlanmustir.
1.1 Kanser

Kanser tim diinyada biiyiik bir saglik sorunu olan yaygin bir hastaliktir [8]. Kanser
primer bir lezyonda metastatic hiicrelere doniisebilen hiicrelerin kontrol edilemeyen
cogalmasidir [8]. Metastatic hiicreler cevre dokulara girebilme, sistematik olarak
yayilma ve ikincil lezyonlara tohum atma yetenegindedir [8]. Bu hastaligin hiicresel
kokenini belirli proto-onkogen ve tumor baskilayici genlerde biriken somatik
mutasyonlardan aldigi distiniilmektedir [8]. Bu mutasyonlar cgevresel sebeplerle
[olgularin %90-95° i] olabilecegi gibi kalitsal kdkenli de olabilmektedir [9]. Yaygin
cevresel faktorler kansere yol acabilmektedir: sigara, beslenme ve obezite,
enfeksiyonlar, radyasyoin, fiziksel aktivite eksikligi ve ¢evre kirliligi gibi [9]. Bu
cevresel faktorler hiicrenin genetik materyalindeki anomalilere sebep olur ya da bu
anomalileri artirmaktadir [9]. Bu diizenleyici genlerdeki kalitsal ve kazanilmis
anomaliler control edilemeyen hiicre blylmesine ve sonugta kanser gelisimine yol
acabilmektedir [10]. Kanser birbiri ile iligkili biiyiik bir hastalik grubunu tanimlayan
genel bir terimdir [10]. Diger baz1 hiicrelerin hastalar igin zararli hale gelebilmesi
icin biiylimeleri yillar alirken kanser ¢ok hizli biiyiimektedir [10]. Kanser tek bir
mutasyon dikkate alinarak kolayca anlasilamamaktadir [10]. Bir mutasyonun etkisi
siklikla ayni hiicredeki diger mutasyonlarin igerigine bagli olmaktadir [10]. Kanser
bu yiizden az sayida kaynak icin yarisan hiicrenin fenotipik ve genetiksel olarak

heterojen populasyonundan olusan tiimorlerin karmasik evrimsel bir diizenidir [11].

Kanser viicudun herhangi bir dokusunda gelisebilir ve kanserin basladig1 organ ya da
hicre turine gore isimlendirilmektedir [12]. Kanser tiirleri olduk¢a genis

kategorilerde gruplanabilmektedir [12]. Kanserin ana kategorileri su sekildedir:



birincisi bobrek, akciger ve meme gibi deri ya da epitel hiicrelerden [i¢ ya da dis
organlar] ve dokulardan kaynaklanan kanser tiirii olan karsinomadir [12]. Sarkoma
kemik, kikirdak, yag, kas, kan damarlar1 ya da diger bag ve destek dokularda
hiicrenin transformasyonu ile baslayan kanserdir [12]. Lenfoma ve myeloma
iseimmiin system hiicrelerinde baslayan kanser tlrleridir [12]. Losemi kemik iliginde
kan sekillendiren Oncii hiicrelerde baglayan kanser tiriidir [12]. Merkezi sinir

sistemi kanserleri ise beyin ve omurilik dokularinda baslayan kanser tiirleridir [12].

1.2 Kanserin Karakteristik Ozellikleri

On yi1l dnce Hanahan ve Weinberg onlarca yil siiren yogun kanser arastirmalarinin
bir dzeti olarak kanserin alt1 karakteristik 6zelliginin altin1 ¢izmislerdir [13]. Kanserli
hiicre ile saglikli hiicre arasindaki fenotipik farkliliklart tanimlamiglardir [11].
Kanserin bu karakteristik Ozellikleri, insan tiimorlerinin ¢ok asamali gelisimi
sirasinda alti biyolojik yetenegin kazanildigini gostermektedir [14]. Bu 0Ozellikler
neoplastik hastaliklarin karmagikligin1 rasyonellestirmek i¢in diizenlenen ilkeleri
kapsamaktadir [14]. Kanserin bu karakteristik 6zellikleri, hiicre 6ltimdine direng,
cogalma sinyalinin siirekliligi, biliylime baskilayicilarindan kacis, replikatif
Olumsiizliigli saglama, anjiyogenezi indiikkleme ve invazyon ve metastazi
etkinlestirmedir [14,15]. Bu Ozelliklerin altinda yatan sebepler ise kazanimlarini ve
inflamasyonlarim1 hizlandiran genetik farkliliklar1 olusturan ve cesitli karakteristik
fonksiyonlar1 tesvik eden genom instabilitesidir [14]. Son zamanlarda kavramsal
siiregte enerji metabolizmasinin yeniden programlanmasi ve immiin yapidan kagis
olmak iizere iki yeni gelistirilen karakteristik Ozellik eklenmistir [14]. Kanser
hiicrelerine ek olarak tiimorler karmasikligin baska bir boyutunu gostermektedir:
tiimor mikrogevresi olusturarak karakteristik 6zelliklerin kazanimina katkida bulunan
goriiniiste normal hiicrelerin ise karismis bir grubudur [14]. Bu kavramlarin genis
Ol¢iide yaygin uygulanabilirliginin tanimlanmasi [Sekil 1.1] insan kanserleri

tedavisinde yeni gelisimleri artan sekilde etkileyecektir [14].
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Sekil 1.1 Kanserin karakteristik dzellikleri: bu sekil dort karakteristik 6zelligi gostermektedir [14].

1.3 Kanserin Genetik Sebepleri

1.3.1 Tiimor Baskilayic1 Genler ve Onkogenler

Kanser genellikle iki farkli gruba ayirabilecegimiz genlerde bulunan mutasyonlardan
kaynaklanir: kanser-tesvik edici onkogenler ve kanser-koruyucu tiimor baskilayici
genler [16]. Bazi mutasyonlar gen islevinin kaybina [inaktivasyonuna] ya da
kazanimina [aktivasyonuna] sebep olur [17]. Onkogen ve tiimor baskilayict genler,
hiicre dongiisiiniin i¢ine ve disina gegisleri diizenleyen proteinleri kodlayan terminal
farklilasmaya geciste bir role sahip Onemli diizenleyici genlerdir [17]. Tumor
baskilayic1 gen ve onkogenlerdeki hasar kansere yol agan kontrol edilemeyen hiicre
boliinmesi ile sonuglanir [17]. Timdr baskilayici islev tamamiyla kaybolmadan 6nce
her iki allel kopyast da inaktif olmalidir, ¢inki timor baskilayici genler gekinik
durumdadir [17]. Tiimor baskilayict genlerdeki islev kaybir mutasyonlar1 genel olarak
hiicre dongilisii ve DNA replikasyonu bozuklugu, programlanmis hiicre o6limii
inhibisyonu [apoptoz] ya da immin sistemin koruyucu hicreleri ile tamor
hlcrelerinin etk[ilesiminin hasari ile sonuglanir [16]. Siklikla sinyal transdiiksiyonu
ve mitojenik sinyallerin diizenlenmesinde rol alan onkogenlerde islev kazanim

mutasyonlari, hiicrelerin asir1 biliylime ve c¢ogalmasi ile sonuglanir ve proto-



onkogenin sadece bir allelindeki mutasyon, asag1 yondeki olaylar etkileyen mutant
gen Urdnd icin yeterlidir [16,17]. Onkogenler genel olarak baskin durumdadir [17].

Tiumor baskilayict genler ve onkogenlerdeki mutasyonlarin yani sira tiimorlesme
hicredeki genetik  degisikliklerin  spontan oranin1 artiran  olaylarla da
desteklenebilmektedir [16]. Ornegin hiicresel DNA hasar1 tamir sistemindeki kalitsal
ya da spontan hasar ek mutasyonalarin birikimine ve hicrenin genetik ya da genomik

instabilitesine yol acar [16].

1.3.2 Epigenetik Degisimler

Son 10-15 y1l boyunca elde edilen veriler sadece genetiksel degisimlerin degil ayni
zamanda epigenetik degisimlerinde tiimor gelisimi ve ilerleyisinde 6nemli role sahip
oldugunu desteklemektedir [18]. Epigenetik dizenleme genel olarak DNA
[replikasyon sonrasi metilasyon], protein [histon modifikasyonlari ve polycomb grup
protein kompleksleri] ve RNA [RNA interferans] duzeyinde meydana gelmektedir
[16,19]. Kanser hiicrelerinde DNA metilasyonunun anormal modelleri 20 yildan
fazla bir siiredir tanimlanmistir ve global hipermetilasyon ve bdolge-spesifik
hipermetilasyon timdr hiicrelerinde siklikla goriilmektedir [19]. Hipermetilasyon, bir
genin promotor bolgesindeki CpG adaciklarinda meydana gelerek transkripsiyonu
baskilamaktadir [16]. DNA hipometilasyonunun kanserdeki biyolojik 6nemi ise daha
az anlasilmistir [16]. GUnumuz modelleri promotor hipermetilasyonunun ve timor
baskilayict ya da DNA tamir genlerinin transkripsiyonel sessizlestirilmesinin ve bu
genlerdeki mutasyonlarin  karsilastirilabilir  bir  siklikta meydana geldigini
onermektedir [16]. DNA metilasyonunun yani sira histon asetilasyonundaki degigim
de gen ifadelenmesinin dizenlenmesinde 6nemli bir role sahiptir. Histon
deasetilasyonu aracili inaktif kromatin tiimor baskilayici genlerin susturulmasinda
kritik bir bilesen olarak gosterilmistir [20]. Farkli histon deasetilaz inhibitorleri
giinlimiizde kanser tedavisi i¢in klinik uygulamarda kullanilmaktadir [20].

Son zamanlarda kodlanmayan RNA’ larin bir¢ok patolojik ve fizyolojik durumlarda
onemli bir role sahip oldugu tespit edilmistir [21]. Ozellikle farkli kanser
turlerindeki MiRNA bozulmalar1 genis ¢apli arastirilmaktadir [21,22]. Ornegin;

miRNA’ larin ifadelenme seviyesindeki bozulmalar akciger, meme ve prostat gibi



yaygin kanserlerde rol oynamasimin yani sira waldenstrém makroglobulinemisi ve

kolanjiyokarsinom gibi yaygin olmayan kanser tiirlerinde de rol oynamaktadir [21].

1.4 Meme

Meme gogiis kaslarinin [pektoral] Gzerini 6rten bir dokudur [23]. Kadinlarin
memeleri yag dokunun yani sira siit iireten [bez doku] 6zellesmis bir yapidadir [23].
Yag miktar1 memenin dl¢iisiinii belirlemektedir [23]. U¢ ana yapidan olusur: deri,

derialt1 doku ve parankim ve stromadan olusan meme dokusu [23].

1.4.1 Meme Dokusu

Meme bezleri hamileligin devaminda siit salgilayan memelerde yerlesmis 6zellesmis
dokulardir [24]. Memeler anterior g6glis duvari ilizerinde iki ve altinc1 kaburga
kemigi arasinda yer almaktadir [24]. YUzeyseldir ve gogiis kaslar1 izerinde yer
almaktadir [Sekil 1.2.A] [24]. Her memenin merkezinde bir meme basi vardir ve
areola adi verilen koyu bir yuvarlakla etrafi ¢evrilmistir [Sekil 1.2.B] [24]. Areola
tizerindeki yag salgilayan bezler [sebastz] kuglk Kkitleler halinde gortlmektedir
[Sekil 1.2.B] [24].

Goglis duvart kaslarinin tizerinde tutunan memeler bez doku, fibroz doku ve yag
dokudan meydana gelmektedir [Sekil 1.2.C] [24]. Her memedeki bez doku lob adi
verilen 15-20 kisimdan olusur ki bu loblarin herbiri de lobiil ad:1 verilen daha kiigiik
kisimlardan olugmaktadir [Sekil 1.2.B] [24]. Lobiller ise sit Ureten duzinelerce
minik bulbuslardan olusmaktadir [25]. Lob, lobiil ve bulbuslar dukt adi verilen ince
kanallarla birbirine baglanir [Sekil 1.2.B] [25]. Fibroz doku ve yag bez dokuyu
destekler ve sinirleri, kan damarlarini ve lanf nodlarini igerir [Sekil 1.2.B ve C] [25].
Lenf damarlari lenf ad1 verilen renksiz siviyr tasimaktadir [25]. Lenf damarlari lenf
nodlart adi verilen organlara agilir [25]. Lenf nodlar ise viicut boyunca bulunan
kiglk fasulye biiyiikligiinde yapidadir [25]. Lenflerdeki molekdlleri filtreler ve
enfeksiyon ve hastaliklarla savasmaya yardim eder [25]. Lenf nodu kimleri
koltukalt1 aksillar bolgede meme yaninda, kopriiciik kemigi iizerinde ve gogls

kemigi igerisindedir [Sekil 1.2.B] [25].
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Sekil 1.2 A. Disilerde meme yapisi; B.Meme i¢indeki loblar ve kanallar, meme yanindaki lenf nodlart;

C. Disi meme dokusu [24,25,26].

1.4.2 Meme Fizyolojisi

Ergenlikten once, erkek ve kadin memesi arasinda iglevsel ya da yapisal farklilagsmis
bir ayrim s6z konusu degildir [27]. Ergenlik déneminde erkek ve kadinlarda meme
yiizeyel diizenlenmis ¢esitli ilksel kanallardan olusur [27]. Her primer kanalin kapali
ucunda daha az gelismistir ancak ilk olarak salgisal asinik bilesimidir [27,28].
Olgunlasma gerceklestiginde disi memesi morfoloji ve islevinde goze carpan bir

degisim meydana gelir [27]. Bu degisimler gesitli hormonal etkilere memenin farkli



cevaplarmin bir sonucudur [27]. Disi memesinin 6ncelikli fonksiyonu laktasyondur
yani bir bebegin beslenmesi i¢in siitlin sentezi, depolanmasi ve salgilanmasindan
sorumludur [27]. Erginlikte disi memesinin ilk gelisimi Oncelikle kanal sisteminin
cogalmasini ve dallamasini uyaran ve meme baslarinin olgunlasmasini ve &ne
¢ikmasini uyaran ostrojenle diizenlenir [27,28]. Meme bezi 6strojen ve progesteron
ile diizenlenir ve siit liretimi ve laktasyon siirecinin basarili olmasi i¢in tiroksin,
glukokortikoidler ve insulin hormonunun secili etkilerinin yani sira laktojenik
hormon ile saglanir [27]. Disiler iki tiir laktojenik hormon {iretir: birincisi 6n hipofiz
bezinden salgilanan prolaktin ve ikincisi ise maternal plasenta tarafindan serbest
birakilan gestasyonun son haftalarinda salgilanan ve memeyi laktasyona hazirlayan
insan plasental laktojendir [hpL] [27,28]. Bu periyodda, siit salgilamanin 6nemi
yoktur ve laktasyon maternal kandaki yiksek seviyede Ostrojen ve progesterondan
dolay1 inhibe edilir [27,28]. Cocugun dogumundan hemen sonra hpL maternal
sirkiilasyondan c¢ikar; progesteron ve Ostrojen seviyesi maternal kanda azalir ve tek
laktojenik hormon olarak prolaktin gorev yapar [28]. Bunun yani sira néro
hipofizden serbest kalan oksitosin hormonu laktasyonda 6nemli bir role sahiptir [28].
Emzirme olayi, prolaktin salgilanmasina aracilik eden oksitosin salinimini uyarir
[27]. Saglikli, iyi emzirme yapan bir kadin giinde 1 litre siit tretir [27,28].
Dogumdan sonra viicut dogrudan laktojenik hormonlarla uyarilir [27,28]. Daha sonra
meme boyunca lobiillerde siit olusur [27,28]. Menapozal evre viicudun dstrojen ve
progesterone iiretiminin azalisi ile ile iliskili dogal bir siiregtir [27,28]. Bu hormonal
uyar1 eksikligi memedeki bez doku miktarinin kademeli olarak azalip yag dokunun
artmasma sebep olur [27]. Doku yogunlugundaki muhtemel azalma ozellikle
mamografi ile timor tespiti gibi teshisler icin meme dokunun daha uygun oldugunu
ifade eder [27,28].

1.5 Meme Kanseri

Meme kanseri, meme basina siit tasiyan ya da siit yapan bezlere [lobuller] tasiyan
agac¢ benzeri tiipleri [duktlar] olusturan epitelyal hiicrelerden baslayan bir siiregtir
[26]. Meme kanseri tiimoriiniin gelisimi igin meydana gelen c¢esitli genetik

degisiklikler vardir [26]. Bazi epidemiyolojik kanitlara goére; tiimor gelisiminin



baslamasi ve gelisimi arasinda onlarca y1l gegmelidir [26]. Meme kanseri gelisiminin

li¢ ayr1 asamasi vardir: baglama, tutunma ve ilerleme [Sekil 1.3] [26].

1.5.1 Baslama

DNA’ nin genetik dizisindeki tekbir degisiklik, bir hiicreye meme kanseri olusumu
icin potansiyel olugturmaktadir [26]. Hiicre tek bir degisiklikle kalirsa ve immiin
cevap ile baskilanirsa baglangi¢ asamasi yeni asamaya ge¢mek i¢in yeterli degildir
[26].

1.5.2 Tutunma
Mutant hiicre populasyonunun genislemesiyle sonuglanan ¢ok sayida degismis hiicre
iretilen bir ¢oklu olay siirecidir, bununla birlikte bu hala bir kanser degildir ¢iinkii

hicreler hala tek tip molekiler degisiklige sahiptir [Sekil 1.3] [26].

1.5.3 flerleme

Invazyon gibi malignant davramislarin  uyarildigi mutant hiicrelerin  bir
populasyonunda cesitli genetik degisikliklerin meydana geldigi bir siiregtir [Sekil
1.3] [26].

Normal @
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" 4

Tetikleme *

Ilerleme

KANSER

Sekil 1.3 Bir meme kanseri gelisimine yol agan ti¢ ardisik olay [26].
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1.6 Meme Kanseri Epidemiyolojisi ve Etyolojisi

Meme kanseri diinya genelinde kadinlarda en yaygin goriilen kanser tiriidiir ve
kadinlarda hala en yaygin 6lim sebebidir. Diinya genelinde her yil yaklasik
1.300.000° den fazla yeni olgu tanimlanmis ve yaklasik 521,000 kadin 6liimiinde
ikinci kanser iligkili 6liimciil hastalik olarak belirtilmistir [29,30]. Dunya genelinde
kadinlar arasinda tiim kanserlerin yaklasik %21’ine tekabiil etmektedir [31,32].
Meme kanseri vaka oran1 Kuzey Amerika, Kuzey ve Bati Avrupa’ da yiiksektir [31].
Amerika ve Ingiltere’ de yaklasik her dokuz kadindan biri yasamlar1 boyunca meme
kanseri riski tasirken bu oran erkeklerde sadece %1’ dir [33]. Meme kanseri vaka
orani Giiney Amerika ve Gliney Avrupa’ da orta derecede iken Afrika ve Asya’ da
digiiktiir [31]. Ayrica Saglik Bakanligr’ nin 2012 yilina dair Tiirkiye’ deki kanser
istatistikleri raporlarina gére meme kanseri tespit edilen kanser tiirleri arasinda ilk
onda yer almaktadir [33].

Meme kanseri bir kadinda herhangi bir yasta teshis edilebilir ancak meme kanseri
gelisimi riski yagla birlikte artar ve meme kanserinin yaklasik %80’ 1 50 yas istii
kadinlarda gozlenmektedir [31]. Birgok faktér kadinlarda meme kanseri riskini
gelistirmektedir. Bu faktorler; genetik, aile Oykiisii, yas, hormonal ya da iireme
faktorleri, alkol, obesite, yasam kosullar1 ya da fiziksel inaktivite seklinde
siralanabilir [32].

Gelismis iilkelerde erken yas menarsisi, ilk dogumunu ileri yaslarda olmasi, meme
ile besleme eksikligi ve ge¢ menopoz meme kanseri gelisiminin artan riskleri ile
baglantili bulunmustur [32]. Meme kanserinin risk faktorleri arasinda olan genetik
sebepler, genetik mutasyonlar: isaret ederek meme kanserli tiim kadinlarin yaklagik
%5-10" unu etkilemektedir [32]. Meme ve yumurtalik kanseri ile genetik olarak en
cok iliskili olan iki ana gen BRCAL ve BRCA?2’ dir [32].

Beslenme, yag tiiketimi, obesite, alkol alimi1 ve fiziksel aktivite seviyesi gibi yasam
stili sorunlart meme kanseri ile iligkili bulunmustur [31,32]. Beslenmenin meme
knaseri riskini artirdigi diisliniilmesine ragmen meme kanseri ile direct iligkisinin
oldugunu gosteren kanitlar kesin degildir [31,32]. Baz1 ¢evresel faktorler, 5 yilin
tizerinde hormon tedavisi alan kadinlar icin meme kanseri riskinin artmasina yol agan
hormon yerine koyma tedavisi kullanimi ve dolasimdaki Ostrojenlere maruz

kalinmas1 gibi iireme faktorleri ile biylik Olglide iliskilidir [31]. Kimyasal
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karsinojenlere maruz kalma, radyasyon ve sigara icme gibi diger ¢evresel faktorler

meme kanserlerinin %70’ inde tanimlanan degisken risk faktorleridir [31,32].

1.7 Meme Kanseri Turleri

Meme kanseri geleneksel mikroskobik morfolojik ¢aligmalara bagli olarak farkli
tirlere bolunebilmektedir [34]. Cogu meme kanseri epitelyal hiicrelerden koken alan
karsinomadir [34]. Meme kanserleri siklikla bezsel epitel dokudan koken alan
karsinoma grubu olan adenokarsinomdur [34]. Meme kanserinin ¢ok hazla ¢esidi
vardir hatta bunlarin bir kismi ¢okaz yaygindir [34]. Meme timoruntin bir hiicresi bu
trlerin bir bilesimi olabilir ya da in situ kansere ve ¢ogu vakada oldugu gibi invaziv

yapiya doniisebilir [34].

1.7.1 Duktal Karsinoma in situ

Meme duktlarindaki hiicrelerden kaynaklanan bir meme kanseri tiirtidiir [35]. Duktal
karsinoma in situ [DCIS] intraduktal karsinoma olarak da adlandirilmasinin yan1 sira
onci-invaziv ya da invaziv olmayan meme karsinomu oldugu diisiiniilmektedir [36].

Yaklasik bes yeni meme kanserinden biri duktal karsinomadir [35].

1.7.2 Lobuler Karsinoma in Situ

Lobdler karsinoma in situ [LCIS] genellikle kanser olarak gorilmemektedir ve
memenin lob ve bezlerinden gelismektedir [37]. Lobiiler karsinomanin morfolojik
Ozellikleri ductal karsinomadan farklidir [38]. Meme kanselerinin yaklasik %8’ i
lobuler kanserdir [37]. LCIS loblarda sinirlidir ve viicudun digger kisimlarina
yayllmamaktadir [31]. Atipik lobiler hiperpilazi [ALH] gibi lobdller iginde kalan
progresif hiicreleri isaret etmektedir [31]. LCIS’ de, lobiillerde ALH’ den daha fazla
sayida anormal hiicre bulunmaktadir [31]. Ayrica LCIS invaziv karsinomanin komsu
lokusu olarak tekrar eden sekilde benzer genetik degisikliklere [E-kaderin geni
lokusuna denk gelen kromozom 16q iizerindeki heterozigotluk kaybi gibi] sahiptir
[31].
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1.7.3 Invaziv Duktal Karsinoma [IDC]

Invaziv duktal karsinoma [IDC] duktal infiltratif karsinomadir [31]. Memede st
kanallarindan gelisir ve kanallarin disindaki adipoz dokuyu istila eder [31]. Ek
olarak, IDC lenf nodlarina metastaz yapma yetenegine sahiptir ve herhangi bir organi
istila etme ihtimali vardir [31]. IDC tiim meme kanseri teshisleri iginde yaklagik

%85-90 oranla en yaygin meme kanseri tiirtidiir [34].

1.7.4 Invaziv Lobiiler Karsinoma [ILC]

Invaziv lobiiler karsinoma kiiciik, kiiresel ve diisiik yogunlukta sitoplazma ile
hedeflenmis yap:1 iginde benign meme dokusu ile sinirlanmis ve tek sira halinde
infiltre olmus stromaya sahip diiz hiicreler gibi goriinen hiicrelerden olustugu
tanimlanmistir [34,39]. Invaziv lobiiler karsinoma meme bezlerinin lobiil kismindan
[sut retici bez] koken alir [39]. Ek olarak IDC gibi viicudun diger organlarini istila
edebilmektedir [39]. ILC tiim invaziv meme kanserlerinin yaklasik onda birinde
gorulmektedir [39].

1.7.5 inflamatuvar Meme Kanseri

Inflamatuvar meme kanseri meme kanserinin daha az yaygm olan tiirlerindendir
ancak en agresif turlerinden birisidir [40]. Morfolojik olarak kiime ya da yaprak
seklindedir ancak bir tiimér kiitlesi gibi goriinmez [40]. inflamatuvar meme kanseri
meme dokusunun diiz ve yumusak kisminda baglar ve 6zellikle meme derisi alt1 ya
da meme derisinde var olabilen memenin herhangi bir dokusunu istila edebilmektedir
[40].

1.7.6 Meme Basi / Areola’ nin Paget's Hastalig

Siklikla piiriizlii ya da kizarik deri gibi goriiniir [40]. Egzamatik alerjiye benzerdir ve
kasintil1 olabilir [40]. Paget’s hastalig1 deri yiizeyinin altinda baslar ve deriye dogru
gelisir [40]. Paget’s meme basi, areola ve memenin siit kanallarina dogru /yayilir
[40]. BR’ nin daha az yaygin olan diger tiirleri ise Ucli-negatif meme kanseri,

filloides tiimdr ve anjiyosarkomadir [40].
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1.8 Meme Kanserinin Molekiiler Simiflamasi

Yapilan bir¢ok caligma sonucu meme kanserinin heterojen bir hastalik oldugunu ve
giin gectikge artan oneminin varligr ile farkl alttiirlerinin oldugunu gostermektedir
[41]. Meme kanserinin alttiirlerinin tanimlanmasinda ve daha sonra timor evresini
Olgerek tiimor agresifligini hesaplanmasinda histopatoloji dnemli bir tanilayicidir
[41]. Histolojik ozellikler bazen kanser gibidir bazen farkedilebilir prognozdur ve
bazen bir tiir kanser tedavisinden baska bir seye etkili bir cevaptir [41]. Be sebeple
onko-klinik karakterlerdeki bu ¢esitlilik mikroskobik olarak benzer kanser kiitleleri
arasinda farkli molekiiler 6zelliklerin bir sonucu olarak ortaya ¢ikar [41].

Meme kanserinin molekiiler teshisi IDC gibi ana alttiirlerin daha da alt siniflarinin
teshisine izin verir [41]. Baslangicta ilk biyobelirte¢ olan dstrojen reseptor alfa [ER]
kesfedildi ve 43 yildan fazladir ¢alisilmaktadir [41]. Genellikle ER pozitif meme
timorleri daha iyi prognoza sahiptir ve ER-pozitif kanserli hastalar antihormon
tedavisi i¢in aday gosterilmislerdir [41]. ER reseptorleri igin pozitif olan tumorler,
ER aktivitesinin eksikligini ve tedaviye kotli yanit1 gosteren, progesteron reseptor
[PR] kaybi ile Ostrojen-indiiklenebilir gen seviyesi tarafindan daha da alttiirlere
ayrilabilir [41]. Immiinhistokimyasal olarak meme kanseri iki smifa ayrilabilir:
Ostrajen reseptor [ER] pozitif ve ER negative timorler [41]. Floresan in situ
hibridizasyon [FISH] temeline gore olmakla beraber bu siniflama meme tiimoriinde
HER-2 ve reseptori insan epidermal biyume faktori-2 [HER-2]° nin
amplifikasyonuna ya da amplifikasyon olmamasma bagldir [41]. Ikinci bir alt
siniflama HER-2 amplifikasymunun bulunmasiyla yapilmistir [41]. Invaziv duktal
karsinomanin yaklasik %20’ si HER-2 amplifikasyonuna ve asir1 ifadelenme
seviyesine sahiptir [41]. ER, PR ve HER-2 ekspresyon eksikligi olan tiimérler {iglii-
negatif meme kanseri olarak adlandirilir [TNBC] [41]. Bu sebeple meme kanseri (¢
alt gruba siiflandirilir: ER/PR pozitif, ER negatif ya da HER-2 pozitif ve uclu
negatif [ER, PR ve HER-2 negatif] [41]. TNBC’ nin geleneksel tiirleri normalde
agresiftir ve hastalig1 atlatmada zayif degisiklikleriyle iliskilidir ve bu da hasta
tedavisinden emin olmak i¢in hastaligin dogru tespiti ¢ok 6nemlidir [41]. Histolojik
ve molekiiler tanilar belirgin prognozlara sahip olabilen ve sonugcta tedaviye cevapta
tahmin etmek i¢in uygulanabilen TNBC’ nin alttiirlerini agik¢a belirtmektedir [42].

Bununla birlikte meme kanserinde gen profilleri ifadelenmesine bagli yeni bir
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molekiiler siniflama meme kanserini dort ayri grupta toplamistir: liiminal, bazal,
HER-2 ve normal tip [41]. Bunun yani sira doniistiiriicti biiytime faktorii-B [TGF- f],
normal epitelde biiyiime durmasini tetikleyen bir serbest sitokindir [29]. TGF- B tip 11
reseptoril [TGFBRII] ile etkilesim igerisindedir ki bunu TGF- B tip I resept6riiniin
[TGFBRI] fosforilasyonu ve etkinlesmesi ve asagi yondeki uyari silsilesinin
aktiflesmesi takip etmektedir [43]. TGF-f’ nin sitostatik etkisi erken timor
ilerlemesinde gorulmektedir ve hem apoptoz hem de hicre proliferasyonu
duzenlemesine aracilik etmektedir [43]. Meme tiimor gelisiminde baska bir 6nemli
timor baskilayict ise p53° tiir [44]. p53 birgok kanser tiiriindeki gerekliligi ile iyi
bilnmektedir [43]. p53 geni insan meme kanserinde en ¢ok degisen tiimor baskilayict
genlerden biridir ve tiim meme kanserlerinin yaklagik %50’ sinde p53 geni mutant
durumdadir [43].

1.9 Meme Kanseri Evreleri

Meme kanseri evreleme, kanser tespiti ve kanser yonetiminin son durumu hakkinda
bilgi veren oOnemli bir smiflamadir [45]. Kanser teshis ve tedavisinde yeni
stratejilerin basarili uygulamalarinin tamamlanmasina yardimci olmaktadir [45].
Tumor-nod-metastaz [TNM] sistemi 1942” de Pierre Denoix tarafindan bulunmustur
ve hastaligin seyrini etkiledigi diisiiniilen malign tiimorlerin ana morfolojik
karakterlerine bagli kanser tespiti i¢in bir girisimi temsil etmistir: primer timor
biyiikligi [T], bolgesel lenf nodu tutulumu varligi ve biliylimesi [N] ve uzak
metastazlarin varligi [M] [Tablo 1.1] [45].

Meme kanseri goreceli olarak tahmin edilebilir ve tutarli bir sekilde ilerlemektedir bu
sebeple meme kanserini onun ilerlemesine bagli olarak farkli “evre” lerde
smiflandirmak miimkiindiir [45]. Temel olarak, meme kanserinde gegerli olan birgok

alttur ile birlikte sifirdan dorde kadar numaralandirilmis bes “evre” vardir [45].
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Tablo 1.1 Meme kanseri TNM Evrelemesi [45].

Simiflama

Tamm

Primer Tumér [T]
X

TO

Tis

T1

T2

T3

T4

T4a

T4b

T4c

T4d

Bolgesel Lenf Nodlari [N]
NX

NO

N1

N2

N3

Uzak Metastaz [M]
MX

MO

M1

Primer timor 6l¢iilemedi ya da bulunamadi

Primer timdre ait bulgu yok

In sitli karsinom [timor sagliklt meme dokusunu istila etmemis)]
En biiyiik ¢ap1 <2 cm olan timor

TUmOr 2 cm’ den biiyiik, ancak 5 cm I gegmemis

Tumor 5 cm den daha blyik

Cilt ya da g6giis duvarina yayilan herhangi bir biiyiikliikteki timor
Gogiis duvarina yayilan tumor

Deriye yayilan tiimoér ve memede siskinlik olabilir

Hem g6giis duvarina hem de deriye yayilan timor

Kizarik, sismis ve dokununca agriyan deri gosteren inflamatuvar karsinom

Daha 6nce ¢ikarildigi i¢in &lgiilemeyen bdlgesel lenf nodu
Bolgesel lenf nodu metastazi yok

Hareketli ipsilateral lenf bodu metastazi

Komsu dokulara yapisik ipsilateral aksiller lenf nodu metastazi

Ipsilateral infraklavikiiler lenf nodu metastazi

Degerlendirilemeyen uzak metastaz
Uzak metastaz yok

Uzak metastaz var

Evre 0 ve I’ de tim evrelemeye gore meme kanseri gelisiminin en erken tespitidir

[45]. Evre 0 ve I’ de kanser hiicreleri ¢ok kiigiik bir alanda sinirlandirilir [45]. Evre

I’ de ise meme kanseri hala erken evrede olmasina ragmen kanserin biiytlidiigiine

veya yayildigima ve komsu baska dokular istila ettigine dair kanitlar vardir [45].

Bununla birlikte bu evredeki tiimor hala meme bolgesindedir ve yaygin olarak

tedaviden yuksek derecede etkilenir [45]. Evre III’ de ise meme kanseri timor

hiicresi oldukga gelismistir ve meme g¢evresindeki dokulara invazyon vardir [45]. Son

olarak evre IV’ de ise timor hiicrelerinin meme dokudan serbest kalarak viicutta

farkli organlara yayildigini tanimlamaktadir [Sekil 1.4] [Tablo 1.2] [45].
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Sekil 1.4 Meme kanseri evreleri [46].

Tablo 1.2 TNM genel evrelemesi [45].

Tum evre T simfi N simifi M siifi
Evre 0 Tis NO MO
Evre 1 T1 NO MO
TO N1 MO
Evre lIA T1 N1 MO
T2 NO MO
T2 N1 MO
Evre 1IB T3 NO MO
TO N2 MO
T1 N2 MO
Evre II1A T2 N2 MO
T3 N1 MO
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T3 N2 MO

Evre I1IB T4 N yok MO
Evre I1IC T yok N3 MO
Evre IV T yok N yok M1

1.10 APOBEC Ailesi

Insan apolipoprotein B mRNA-diizenleme enzimi Kkatalitik polipeptid-benzeri geni
[APOBEC], insanlarda onbir gen kiimesinden olusur. Bu gen kiimeleri APOBEC1,
APOBEC3A, APOBEC3B, APOBEC3C, APOBEC3D, APOBEC3F, APOBECS3G,
APOBEC3H, APOBEC4, APOBEC?2 ve AID olarak adlandirilmistir [Sekil 1.5] [47].
AID/APOBEC protein ailesi RNA ve DNA’ y1 hedefleyen sitidin deaminazlar olarak
gorev yaparlar [47,48]. AID, APOBEC1 ve APOBEC4 genleri 12. kromozom
uzerinde lokalize olup APOBEC2 geni 6. kromozom (zerinde lokalizedir. Yedi
APOBEC3 geni ise 22. kromozom (zerinde lokalizedir [APOBEC3A, APOBEC3B,
APOBEC3C, APOBEC3D, APOBEC3F, APOBEC3G, APOBEC3H] [47]. Bir sitidin
deaminaz ailesi liyeleri, antikor cesitliligi, DNA’ nin degistirilebilir elementlerinin
inhibisyonu ve dogal bagisiklig1 iceren hiicresel siirecleri kapsayan farkli fizyolojik
islevleri yerine getirme yetenegine sahiptir [47].

Teng ve ark. tarafindan tanimlanan ve karakterize edilen bu aileye ait ilk enzim
APOBEC1’ dir [4948,49]. Apolipoprotein B mRNA-dizenleme enzimi Katalitik
protein 1 [APOBEC1], 25 yil kadar 6nce klonlanmistir ve RNA ya da DNA daki bir
bazdan NH, grubunu ¢ikararak ApoB mRNA’ sinda sitidin 6666 deaminasyonundan
sorumludur [49]. Bu sirecte, APOBEC1 ApoB mRNA’ sinda sitidin 6666
demainasyonunu sitidini {iridine ¢evirerek ve kisa bir ApoB protein olusmasina
sebep olan bir dur kodonu meydana getirerek yapar [49]. Sitidin 6666’ nin
deaminasyonu bir dur kodonu olusturur ve kesilmis bir APOB proteini {iretimi ile
sonuglanir [49].

1999 yilina kadar antikor gen g¢esitliliginin saglanmasina katilan aktivasyon
indikleyen deaminaz [AID]’ in, APOBECL ile yiiksek homolojide oldugu tespit
edilmistir [49]. Bununla birlikte Petersen ve ark. tarafindan 2002’ de AID’ in sadece
tek iplikli DNA’ da sitozinleri deamine ettigi ancak RNA’ da deaminasyon
yapmadig1 gosterilmistir [49]. Aktivasyon indukleyen deaminaz [AID] tek iplikli

DNA’ da deoksisitidinleri deamine eder ve deoksiiiridin olusumunu saglar ve bu
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stirec B lenfositlerde antikor ¢esitliligini slirdiirmek i¢in somatik hipermutasyonun
[SHM] ve smif-degisim rekombinasyonunun [CSR] temelini olusturur [49]. Bu kesif
enzimle katalizlenen C’ nin U’e DNA diizenlemesinin ilk tanimlamasidir ve antikor
gen ¢esitliliginde bu aktivitenin 6nemini gosterecek gelecek caligmalar i¢in temel bir

bilgi saglamaktadir [47,48,49].

Katalitik aktif

APOBEC1
AID
APOBEC2
APOBEC3A CDA domain
APOBEC3B
APOBEC3C
APOBEC3D-E
APOBEC 3F
APOBEC 3G
APOBEC3H
APOBEC4

Katalitik inaktif

|
—
I
—1
I
\

1
—
I—
1
1

| HXE~(X). 0 P-C-(X),.C

Sekil 1.5 Bir ya da iki CDA domain iceren insan APOBEC ailesi Uyeleri. Enzim aktif deaminaz
domainler [CDA] yesil ile gosterilmisti. APOBECL tek iplikli RNA sitozin deaminazdir. Diger
iiyelerin ya niikleik asitler iireinde etkisi yoktur ya da tek iplikli DNA sitozin deaminazlardir.
APOBEC ailesinin tiim iiyeleri yesil ve kirmizi renklerle belirtilmis en az bir sitozin deaminasyon dizi

motifi igerir [50].

1.10.1 APOBEC3 Super Ailesi

Apolipoprotein B mRNA-dizenleyici katalitik polipeptid 3 [APOBEC3 ya da A3]
yedi polinikleotid sitidin deaminaz enzim ailesini kapsar [47]. Insan genomu
APOBECS3 ailesinin yedi Uyesine sahiptir: APOBEC3A, APOBEC3B, APOBEC3C,
APOBEC3D, APOBEC3F, APOBEC3G ve APOBEC3H [47]. Bu yedi gen de 22.
kromozom uzerinde linear olarak diizenlenmistir [Sekil 1.6] [47].

APOBEC3 proteinleri tek iplikli DNA poliniikleotidlerinde dogal olmayan urasil
birikintilerine dontisen sitidin deaminasyonlarindan sorumludur [51]. Sitozinin
urasile deaminasyonu giinde her hiicrede 100-500 oraninda ger¢eklesen dogal bir
strectir [hidrolitik deaminasyon] [52]. Tek iplikli DNA’ daki deaminasyon miktari
cift iplikli DNA ile karsilastirildiginda 140 kat fazladir [52]. Bunun yani sira bu
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proteinlerin iglevleri, retroviral enfeksiyonlarin, hepatit B virlisii yayilliminin ve
endojen DNA elementlerinin retro-transpozisyonunun inhibisyonunu saglayarak

dogal hiicresel bagisiklikta 6nemli rol oynar [51,52].

A3A _A3B A3C _A3D A3F A3G _ A3H

e e i d

Sekil 1.6 APOBEC3 lokusunun dizenlenmesi. APOBEC3 proteinleri 22. Kromozomda dogrusal

duzenlenir ve organize olur. Her APOBEC3 protein yapist gosterilmistir. Her Z domain renkli oklar

seklinde gosterilmistir [Z1; yesil, Z2; sari ve Z3; mavi] [53].

APOBECS3 retroviral RNA ile etkilesime olanak saglayabilir ve konak hiicrede viral
toplanma sirasinda retroviral partikiillerle birlikte ayrilir [51, 53]. APOBECS igeren
virus tarafindan yeni hiicrenin enfekte olmasindan sonra yeni tasinan APOBEC3
enzimi ters transkriptazla iiretilmis tek iplikli DNA’ da sitidin birikintilerini urasile

doniistiiren deaminasyon yapma yetenegine sahiptir [51, 53].

Cinko bagimli domainlerine gére APOBEC3 proteinlerinin karakteristik 6zelligi iic
farkli Z-domaini icinde siniflandirilabilir [Z1, Z2, Z3] [51, 53, 55]. APOBEC3’ nin
tim tyeleri korunmus H-X-E-X25-31-P-C-X2-4-C ¢inko-baglanma motifi igeren
amino asit bilesimleriyle ¢esitlenir [X herhangi bir amino asit olabilir] [Sekil 1.7]
[52, 55]. Z -tamimlayict motifler olmasina ragmen X25-31--C-X2-4-C ile herbiri
birbirinden farklidir [52, 55]. Z1 ve Z2 domainlerini iceren her iki deaminazlar SW-
SIT-C-X2-4-C motifi ile karakterizedir, Z3 domaini ise TW-S/T-C-X2-C motifi
icermektedir [Sekil 2.7] [52, 55]. Polinukleotid substrata sitozinin urasile
dontisiimiinii kataliz etmek i¢in bir ya da iki ¢inko ile bagimli ¢alisan tek Z domaini
bulunan [A3A, A3C ve A3H] ve ¢ift Z domaini bulunan [A3B, A3DE, A3F ve A3G]
proteinlerle birlikte APOBEC3’ nin her proteini ginko-bagimli sitidin deaminaz
domaininin bir ya da iki kopyasini igerir [52, 55]. APOBECS3 ailesi Uyelerindeki Z-
domainindeki ¢esitlilik farkli biyolojik iglevlere yol agar ve farkli APOBECS aile
tiyeleri aralarinda yer degisimi saglayabilir [52, 55].
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APOBEC aile uyeleri genomik DNA hasarina katkida bulunur [53]. Yedi binden
fazla insan kanserinde yapilan tiim ekzon dizileme [WES] ve tim genom dizileme
[WGS] uygulamalar1t TCW [APOBECS3 ic¢in] motifi ile birlikte dC>dT gegisi gibi
APOBEC mutasyon varligiin Onemini ortaya koymustur. Mesane, meme,
yumurtalik, tiroid, akciger adenokarsinomu, B hiicre lenfomasi, multiple myelom,
akut lenfoblastik 16semi ve kronik lenfositik 16semi gibi gesitli kanser tiirlerinde
APOBEC mutasyonlar1 6nemli iken akut miyeloid l6semi, karaciger, kolorektal
kanser gibi diger kanserlerinde baz1i APOBEC belirtilerinden yoksundur [53].

APOBEC3 Protein | | Z-Domain \
APOBEC3A —'  Zzia « —
APOBEC38 ——{ Z2a  —EEE—
APOBEC3C —_—t Z2b W
A APOBEC3D | Z2c —_ z2d —
APOBEC3F ! Z2e — z2f e
APOBEC3G | z2g —_— Zlc —
APOBEC3H — I
- BZa <o H < E x, X7 SWSEPCx. , CxoFxy Lxg RIIY 51, Lx, Ly, % Mx,,
L oz2 o Hx E xg Xiooo SWEPCx, CxgFxg LxoR L Yy Ly Lxg 0% Mg,
%o H % E %, %14y AWS P C x. CxFxy Lx R L Y, L Lx, EIMx.,

Sekil 1.7 APOBECS siiper ailesinin Z domaini olusumunun gésterilmesi. APOBEC3 ailesi Z domaini
yapisi [Ustte] her alttirde korunmus ve farkli amino asitlerden olustugunu gostermektedir [altta].
Cinko deaminazdomaindeki korunmus kisimlar koyu ve anormal aminoasitler ise renkli olarak

gosterilmistir [53].

1.10.2 APOBEC3C Geni

1.10.2.1 APOBEC3C Yapu ve Islevi

APOBEC3C geni sitidin deaminaz gen ailesinin bir liyesidir. Yedi baglantili gen ya
da 22ql13.1 iizerinde gen dublikasyonu sonucu olustugu diisiiniilen bir kiimede
bulunan psédogenlerden biridir [Sekil 1.8] ve 4 ekzon igerir [6]. Bu gen kiimesinin
tiyeleri yapisal ve islevsel olarak sitozini urasile doniistiiren RNA diizenleyici sitidin
deaminaz APOBECL1 ile iligkili proteinler kodlar [6]. Bu proteinlerin RNA

diizenleyici enzimler olabilecegi ve biliylime ya da hiicre dongiisii kontroliinde rol
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aldig1 diistinilmektedir [6]. APOBEC gen ailesi ilk olarak viriis siirlamasinda
onemli rol oynadig1 rapor edilmistir. Glinlimiizde APOBEC gen ailesndeki mutasyon
ve ifadelenme degisimleri meme kanseri riski ile ©Onemli derecede iligkili
bulunmustur [6]. Bununla birlikte, APOBEC gen ailesinin nasil diizenlendigi heniiz

ayrintili olarak bilinmemektedir [6].
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Sekil 1. 8 22 Kromozom lzerinde APOBEC3C geninin lokalizasyonu [56].

1.11 Kodlanmayan RNA’lar

Kodlanmayan bir RNA [ncRNA] primer DNA dizisinden yazilir ancak proteine
dontistiiriilmez; bu islevsel bir RNA molekiliidir [57]. Epigenetik iligkili
kodlanmayan RNA” lar iki ana gruba ayrilabilir: kisa kodlanmayan RNA’ lar ve uzun
kodlanmayan RNA’ lar []. Genel olarak ncRNA’lar transkripsiyonel ve post-
transkripsiyonel seviyede gen ekspresyonunun diizenlenmesinde rol oynarlar [57].
Her iki grup da DNA metilasyon hedeflenmesinde, heterokromatin sekillenmesinde,
histon modifikasyonunda ve gen susturulmasinda rol oynamaktadir [57]. Son yillarda
kodlanmayan RNA’ larin hastalik siirecindeki ve kanser gibi bir¢ok biyolojik
stireclerin diizenlenmesindeki onemli rollerinin anlagilmasinda biiyiik bir genisleme

gorilmistiir [57].

1.11.1 Uzun Kodlanmayan RNA [LncRNA] GAS5

1.11.1.1 GAS5’ in Yapisal Karakterizasyonu ve Biyolojik Islevleri

GAS5 biiyiime durmasi esnasinda yiiksek derecede ifadelenen aday timor baskilayici
genlerin tanimlanmasinin amaglandigi bir ¢alismada ilk kez izole edilmistir [58].
GAS5, kromozom 1g25 (Uzerinde lokalizedir ve yaklasik 630 nikleotid
uzunlugundadir [59]. GAS5, genlerin 5’TOP sinifinin bir oligopirimidin sistemi

Ozelligine sahip oldugundan 5’-terminal oligopirimidin geni [5°TOP] olarak
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siiflandirilmistir [58, 60]. 5’TOP genleri yaygin olmayan pirimidince zengin 5’-
terminal diziye sahip bir gen sinifidir [58, 61]. 5’TOP genlerinin mRNA’ lar1 hiicre
biiyiimesi durmasi sirasinda mesajci riboniikleoprotein partikiillerinde [mMRNPler]
birikir [61, 62]. GAS5 intronlar1 10 kii¢iik niikleolar RNA [snoRNAlar] ve 2 olgun
InNcRNA izoformu kodlar: GAS5a ve GAS5b. GAS5a 77 nukleotid uzunlugunda ana
isoform iken GAS5b sadece 45 nikleotid uzunlugundadir ve 32 nukleotid kayiptir
[58]. Bununla birlikte, varsayilan agik okuma gergevesi kii¢iik ve az korunmustur
[61, 62]. GAS5 protein kodlamaz ancak RNA’ s1 kesilir, poliadenilasyona ugrar ve
ribozomalarla iligkilidir [58] GAS5’ in temel biyolojik aktivitesi ¢esitli snoRNA
kodlayan intronlar araciligiyla olur [58]. GAS5’ in islevleri heniiz tam olarak
bilinmemektedir; bununla birlikte, GAS5 ribozomal RNA biyosentezini diizenleyen
bircok snoRNA kodlar [59]. GAS5 transkripti dokularda her zaman bulunacak
sekilde ifadelenir ancak c¢ogalan hiicrelerde stabil degildir [61]. Kesilen RNA’ s1
biiyiiyen hiicrelerde diisiik seviyededir ancak biiylime durmasi [serum agligi, hiicre
yogunluguna karsi biiyiime durmasi] esnasinda ya da sikloheksamid, paktamisin ya
da rapamisin ile translasyonun inhibisyonu sirasinda yiiksek seviyede ifadelenir [61].
GASS transkript seviyesinin artmasi siirekli bozulma orani sebebiyle oldugu
distiniilmektedir [61, 62]. Ayrica GAS5’ in, insan T lenfositlerinin normal
biiylimesinin durmasi i¢in gerekli olduguna dair kanitlar vardir [58, 60, 61]. Yapilan
bir ¢ok caligsma ile insanlarda GAS5’ in iglevleri ortaya konmaya galisilmaktadir [58].
GAS5 hiicre dongiisii ve hiicre progresyonu ile iligkili iken GAS5 inhibisyonu hiicre

apoptozunu azaltir ve hiicre dongiisii siirecinin hizlanmasina katki saglar [58].

1.11.1.2 Meme Kanserinde GAS5

Yapilan bir¢ok ¢alisma ile gesitli insan kanserlerinde anormal GAS5 ifadelenmesi
gosterilmistir [63]. GAS5 ifadelenmesi ¢ok sayida kanser tiirtinde azalmistir ve bu
durum GAS5’ in bir tiimdor baskilayict oldugu fikrini vermektedir. Ek olarak, in vitro
kanser hiicre hatlarinda GAS5 asir1 ifadelenmesi hiicre biiyiimesinin durmasina
katkida bulunmustur. Bu kisimda insan meme kanseri tiirlerinde GAS5 ifadelenmesi
ile ilgili bulgular tartigilmastir.

GASS transkript seviyesi, ters transkriptaz kantitatif polimeraz zincir reaksiyonu

analizi kullanilarak komsu kanser olmayan dokulara kiyasla kanserli dokularda
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onemli derecede azaldigi gosterilmistir [64]. GAS5’ in azalan ifadesinin
onkogenezde Onemli role sahip oldugu diisnilmektedir [64]. Bazi GASH
transkriptlerinin [GAS52B, GAS53A ve GAS501] meme kanseri hiicre hatlarinda
biliyiime durmasini ve apoptozu indiikledigi gosterilmistir [63,64]. GAS5 InCRNA
Ucli-negatif ve Ostrojen pozitif meme kanseri hiicre hatlarinda apoptozu uyarmistir
[63]. Azalan GASS ifadelenmesi meme kanserinde apoptotik uyartya hiicresel cevabi
azaltmistir [63]. Ayrica meme kanseri hiicre Oliimiiniin boyutu hiicresel GAS5
seviyesi ile dogru orantili olup GASS ifadelenmesi ile meme kanseri hastalarinin

prognozu arasinda bir korelasyon oldugu gosterilmistir [63].

1.11.2 MikroRNA 103

miRNA’ lar 18-24 niikleotidlik kisa, kodlanmayan RNA dizileridir, ilk kez 1993 de
kesfedilmistir ve trasnlasyonel diizenleme yoluyla gen ekspresyonunu kontrol
etmektedir [21, 65, 66]. mRNA’ nin 3’-kodlanmayan bélgesi ile etkilesime girerek
translasyonel kontrolii baslatir ve boylece gelisimsel siiregte dnemli rol oynarlar [66].
Sonucgta miRNA’ lar mRNA’ y1 bozarak ve/veya translasyonu baskilayarak hedef
gen ifadelenmesini diizenlerler [65]. Son zamanlarda miRNA’ larin birgok patolojik
ve fizyolojik durumlarda 6nemli bir role sahip oldugu tespit edilmistir [21, 22].
Ozellikle ~farkli kanser tiirlerindeki miRNA  deregiilasyonu genis ¢aph
aragtirilmaktadir [21]. Ornegin; miRNA ifadelenmesindeki bozulmalarin sadece
akciger, meme ve prostat gibi yaygin kanserlerde degil ayn1 zamanda waldenstram
makrogulobinemi ve kolanjiyokarsinoma gibi nadir gorulen kanserlerde de rol
oynadig1 gosterilmistir [22].

Kanserlerde miRNA’ larin anormal ifadelenmesi, tiimdrlesme siirecinde énemli role
sahip olan kromozomal anomaliler, genomik mutasyon, polimorfizm, epigenetik
degisimler gibi farkli mekanizmalarla iliskilidir [65]. Insan miRNA genlerinin
yaklagik %50’ si siklikla kirtlgan bolgededir ve tiimorlerde analizi igin genomik
dizileme gerektirir [65] ve miRNA’ daki yiiksek sikliktaki genomik degisiklik insan
melanoma, meme ve yumurtalik kanserlerinde yiiksek ¢oziiniirliiklii array tabanli
genomic hibridizasyon ile caligilarak gozlenmistir [65]. miRNA’ lar primer orijini
bilinmeyen kanserlerin koken aldigi dokunun tespit edilmesinde yardimci olabilir

[66]. miRNA ifadelenme 6rnekleri prostat, kolon, yumurtalik, meme ve akciger gibi
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bazi insan kanserleri tiirlerinin gelisimini tanimlamak i¢in analiz edilmistir [21,66].
Bir¢ok caligmada meme kanserli hastalarla saglikli dondrler ile arasinda miR-145
ifadelenme seviyesinde istatistiksel olarak anlamli derecede fark bulunmustur.
Benzer sekilde prostat kanserinde miR-141 ve Kolorektal kanserde miR-29a
ifadelenmeleri farklilik gdstermistir [66]. Genler ve gen iriinleri iizerindeki asagi
yonlii sinyal etkilerine gére miRNA’ lar tiimorlerde baskilanabilir ya da asir
duzenlenebilir [65]. Malignant tiimorlerde baskilanmis olan miRNA’ lar i¢in bir
timoOr Dbaskilayict potansiyeli oldugu disiiniilmektedir [65]. Aymi zamanda
kanserlerde asir1  diizenlenen miRNA’ larin  onkogenik etkileri oldugu
diistiniilmektedir [65].

miR-103, glinimiizde bir¢cok ¢alismanin odaklandigi ve bir onkogen olarak
fonksiyon gosteren miRNA’ dir ve kolorektal, endometrial ve prostat gibi birgok

kanser tiiriinde asir1 ifade edilmektedir [4].
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BOLUM II
KAYNAK OZETLERI

APOBEC3 enzimleri ilk kez Jarmuz ve ark. taratfindan APOBECL1’ e paralog olarak
karakterize edilmistir [67, 68] ve insanlarda yedi proteini kapsar [APOBEC3A-D,
APOBEC3F, APOBEC3G, APOBEC3H] [68]. Cinko-parmak domainlerinin sayisina
gore APOBECS3 proteinleri iki gruba ayrilir: tek bir ¢inko-parmak domainine sahip
olan APOBEC3A, APOBEC3C ve APOBEC3H; iki ¢inko-parmak domaininine sahip
olan APOBEC3B, APOBEC3D, APOBEC3G ve APOBEC3F [68]. APOBEC3C
enzimi retroviral DNA ara Grinlerinin deaminasyonu yoluyla retrovirisleri inhibe
ederek dogal bagisiklikta 6nemli rol oynar [69]. APOBEC3 aile (yelerinin Z
domainlerindeki farklilik cesitli biyolojik islevlere yol acar ve kendi aralarinda farkli
APOBECS3 aile tiyeleri doniisebilirler [69]. APOBEC gen ailesinin ilk olarak viriis
siirlamasinda kritik rol oynadigi rapor edilmistir [70]. Glinimuzde, APOBEC gen
ailesindeki mutasyon ve ifadelenme degisimleri meme kanseri riski ile giicli

korelasyon gostermektedir [71].

Yeni calismalar cesitli tiimorlerde APOBEC3B ve APOBEC3C’ nin degisen
ifadelenmesini gostermistir [68]. Ayrica, kanser 6rneklerinde APOBEC3B mRNA
seviyesinde ile somatik baz yer degistirme mutasyonu arasindaki gii¢lii korelasyon,
APOBEC3B’ nin sitozinden timine doniisiimii indiikleyen somatik mutasyonlar igin
giiclii bir enzimatik kaynak oldugunu gostermektedir [68]. Bununla birlikte, mem
kanseri alt tiirlerinde farkli mutasyonel modeler ve genomik degisiklikler rapor
edilmistir [68], bunun anlami ise APOBEC-aracili mutajenez ve APOBEC ailesi
ifadelenmesi kanser alttiirlerinde farkli olabilmektedir [68]. Yanfeng ve ark. [2015],
meme kanserlerinde APOBEC gen ailesinin genomik, transkriptomik ve epigenetik
diizenlenmesini  ¢esitli  yliksek-¢iktili  [high-throughput] dizileme verilerini

birlestirerek incelemislerdir [68].
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Hem meme kanseri hiicre hatlarindan hem de tiimor Orneklerinden elde edilen
transkriptom verileri, APOBEC3B ve APOBEC3C genlerinin meme tumdrlerinde
transkripsiyon seviyesinde onemli farkliliklar gosterdigini ortaya koymustur [68].
Son zamanlarda yogun bir sekilde bir¢ok kanser doku ve hiicrelerinde kodlanmayan
RNA’ larin yeniden diizenlenmesi iizerine odaklanilmis ve bu RNA’ larin
timorlesme siirecine katkisi yapilan g¢alismalarda rapor edilmistir [58, 63]. Cok
sayida IncRNAmeme kanseri dokularinda normal meme dokularina kiyasla farkli
ifadelenme Ornekleri gosterdigi bildirilmistir [58, 63]. GAS5 IncRNA’ smin insan
kanserlerinde gerekliligi ilk kez meme kanserinde c¢aligilmistir [58]. Mourtada-
Maarabouni ve ark. 2009 yilinda GAS5’ in meme kanser dokularinda baskilandigini
rapor etmislerdir [72]. Genel olarak GAS5’ in ¢esitli kanser tiirlerinde baskilandigi ve
kotli prognozlu kanser hastalarinda diisiik seviyede bulundugu bulunmustur [63].
Bunun yani sira GAS5’ in farkli hiicre tiirlerinde hiicre proliferasyonunu ve/veya
apoptozu tesvik ettigi bildirilmistir ve meme tiimor biiyiimesinin inhibisyonu yoluyla
GAS5’ in tiimor baskilayici rolii ortaya konmustur [63]. Li ve ark. [2016],
trastuzumaba direncli SKBR-3/Tr hicrelerinde ve trastuzumab uygulanan
hastalardan alinan meme kanseri dokularinda azalmig GAS5 seviyesi tespit
etmiglerdir [73]. Ding YX ve ark., [2017] azalan GAS5 ifadelenmesinin EMT’ yi
uyararak meme kanserinin akcigere metastazini tesvik ettigini ve bu sonuca gore
INcRNA-GAS5’ in meme kanserinde potansiyel bir terapotik hedef olabilecegini
bildirmislerdir [63].

Birgok ¢aligmada tizerinde odaklanilan miR-103, bir onkogen olup meme, kolorektal,
endometriyal ve prostat kanseri de dahil bir ¢ok kanser tiiriinde asir1 ifadelendigi
bildirilmistir [4, 74, 75]. Boren ve ark. ve Chung ve ark. ilk kez endometriyal
kanserlerde miR-103" {in anormal asir1 ifadelenmesini gostermislerdir [76, 77].
Ayrica Dongqi Yu ve ark., miR-103 iin endometriyal kanser hiicre hatlarinda timor
baskilayict TIMP-3’ iin ifadelenmesini transkripsiyon sonras1 agamada baskilayarak
biiyiime ve invazyonu tesvik ettigini rapor etmislerdir [79]. Jeremy ve ark. [2016] ise
miR-103a-3p’ nin meme kanseri hastalarinda asir1 diizenlenmis ifadelenmesini

bulmuslardir [80].
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BOLUM III
MATERYAL ve METOD

3.1 Orneklerin Toplanmasi

Hasta Ornekleri Irak’ in Siileymaniye sehrinde bulunan Hiwa Hastanesi’ nden
toplanmistir. Toplamda 80 o6rnek analiz edilmistir. Meme kanserinin tiiriine gore
gruplandirilmis 40 hasta ve 40 normal meme dokusu karsilastirilmistir [Tablo 3.1] ve
ayrica hastalarin yasint ve timor derecesini igeren klinik Ozellikler de
karsilastirilmistir. Memeden alinan doku drnekleri daha sonraki analizler icin -80°C’
de saklanmustir.

Calismaya katilan tiim hastalardan goniillii olur formu alinmistir ve ¢alisma icin lokal

etik  kurul izni  alinmistir.  Etik  kurul izin no:  02.04.2017/137.
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Tablo 3.1 Ornek alinan hastalarin klinik 6zellikleri.

No Yas Kanser turi ER PR HER2/neu Evre

1 55 Invaziv duktal karsinom, ilik benzeri 0 0 0 Il
2 51 Invaziv duktal karsinom 8 7 1 I
3 25 Invaziv duktal karsinom 8 7 3 "
4 27  Invaziv duktal karsinom 8 7 1 I
5 36 Invaziv duktal karsinom 6 5 2 I

6 36  Invaziv duktal karsinom 0 0 © i
7 55  Invaziv duktal karsinom 8 7 0 1
8 85  Matriks Ureten metaplastik karsinom 0 2 0 1l
9 42  Invaziv duktal karsinom 8 7 0 i
10 32  Invaziv duktal karsinom 3 4 0 "
11 51  Invaziv duktal karsinom 6 6 0 "
12 34  Invaziv duktal karsinom 2 2 3 I

13 59  Invaziv duktal karsinom 8 7 0 1
14 46 Invaziv duktal karsinom, ilik benzeri 0 0 3 11
15 59  Invaziv duktal karsinom 8 8 1 1
16 44  Invaziv duktal karsinom 8 7 0 1
17 60  Invaziv duktal karsinom 8 5 1 I

18 56  Invaziv duktal karsinom 8 0 1 I

19 40 Invaziv duktal karsinom 0o 0 3 1
20 80 Invaziv duktal karsinom 0o 0 3 I
21 33  Invaziv duktal karsinom 8 8 1 1
22 33  Invaziv duktal karsinom 8 8 1 1
23 49  Invaziv duktal karsinom 4 8 1 I

24 47  Invaziv duktal karsinom 8 8 1 1
25 65  Invaziv duktal karsinom 8 8 0 I

26 51  Invaziv duktal karsinom 5 4 0 "
27 42  Invaziv duktal karsinom 8 8 1 I
28 52  Invaziv duktal karsinom 8 5 3 "
29 57 Invaziv duktal karsinom 0 0 1 1
30 44  Invaziv duktal karsinom 0o 0 2 1"
31 30 Invaziv duktal karsinom 8 5 0 I
32 37  Invaziv duktal karsinom 2 0 0 1"
33 42  Invaziv duktal karsinom 8 8 0 I
34 43  Matriks ureten metaplastik karsinom 0 0 0 11
35 39 Invaziv duktal karsinom 8 6 0 I

36 46  Invaziv duktal karsinom 6 7 0 1"
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37 49  invaziv duktal karsinom
38 30 Invaziv duktal karsinom
39 53  Invaziv duktal karsinom

~N N o 0
w o1 N o
o O O o

40 56  Invaziv duktal karsinom

3.2 Cihazlar, Kimayasal Maddeler ve Cozeltiler
Bu calismada kullanilan cihazlar, kimyasal maddeler ve ¢ozeltiler Tablo 3.2, 3.3 ve

3.4’ de gosterilmistir.

Tablo 3. 2 Kullanilan cihazlar, markalari ve iiretim yerleri.

Cihaz Marka Uretim Yeri
Istticilt magnetic karistirict Velp Italya
Buzdolabi Bosch Tirkiye
Inkiibator Uniequip Almanya
Vorteks VELP Italya
Santrfillj 5810R Eppendorf Almanya
Mikropipet seti Eppendorf Almanya
Biyolojik guvenlik kabini Bilser Turkiye
Mikrosantrifij 5425D Eppendorf Almanya
Termal 1s1 dongiileyici [PCR] Eppendorf Almanya
RT-gPCR cihazi Biorad Amerika
Yatay jel elektroforezi EC apparatus Amerika
Mikrodalga firin Arcelik Turkiye
Otoklav Hirayama Japonya
Yatay calkalayict J.P.SELECTA Ispanya
Biyofotometre Eppendorf Almanya
UV transliminator UVPBioChemisystem Amerika
Hassas terazi Shimadzu Japonya
Nkleotid dizi analzileyici AB Singapur




Tablo 3. 3 Kullanilan kimyasal maddeler, markalari ve iiretim yerleri.

Kimyasal maddeler Marka Uretim yerleri
Etidyum bromid Sigma Almanya

Safe boyama GenetBio Kore

Isopropanol Sigma Almanya

Baglanma silant Promega Almanya

Jel koruyucu Merck Darmstadt,Almanya
MgCl, Fermentase Amerika

Tris Fermentase Amerika

dNTP Fermentase Amerika

Taq DNA polimeraz Fermentase Amerika

Agaroz Prona Madrid, Ispanya
EDTA Merck Darmstadt,Almanya
100 bg belirteg Fermentase AB

Bromofenol Mavisi Merck Darmstadt, Almanya
Oranj G Sigma Almanya

Etil alkol Sigma Almanya

Sephadex G-50 Sigma Isveg

BigDye Invitrogen Amerika

Tablo 3.4 Kullanilan ¢6zeltiler ve kimyasal igerikleri

ozeltiler Icerigi
g
10X TBE 108,9 g Tris
55 g borik asit
9,37 g EDTA

6X Oranj G yiikleme boyamasi

Etidyum bromid
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1000 ml distile su

% 60 gliserol

15%0ranj G

10 mM Tris - HCI pH 7,6
60 mM EDTA

0,5 Etidyum bromid

1 ml distile su



Ekso-Sap Eksoniikleaz 1 [10 U/l
Karides Alkalin fosfataz [1U/pl]
5x dizileme tampon

Steril su

3.3 RNA izolasyonu

Meme dokudan RNA o6rnekleri iiretici firmanin 6nerdigi yontem dogrultusunda ticari
izolasyon kiti kullanilarak elde edildi [Bioneer, ExiPrepTM Doku Total RNA Kiti,
Kore]. Total RNA konsantrasyonunun miktari ve kalitesi biyofotometre [Eppendorf,
Almanya] kullanilarak Ol¢iilmiistiir. Tablo 3.5” de total RNA’ nin miktarlar1 ve

kalitesi gosterilmistir.

Tablo 3. 2 Total RNA miktar ve kalitesi.

Kansantrasyon
Ornekler ng/uL 260/280
IN 231.222 1.893
1T 322.457 1.882
2N 952.435 2.078
2T 892.456 2.056
3N 292.898 2.066
3T 453.546 1.826
4N 222.782 2.053
4T 171.098 2.057
5N 933.361 2.078
5T 392.003 2.035
6N 76.864 2.003
6T 83.454 1.895
7N 29.113 2.028
T 234.017 2.024
8N 135.745 2.082
8T 234.417 2.075
9N 246.605 1.896
oT 302.377 1.812

32



10N
10T
11N
11T
12N
12T
13N
13T
14N
14T
15N
15T
16N
16T
17N
17T
18N
18T
19N
19T
20N
20T
21N
21T
22N
22T
23N
23T
24N
24T
25N
25T
26N
26T
27N
27T
28N
28T

933.361

204.342
1920.844
1252.796
2542.87
2048.686
1404.37
369.865
14.467
39.966
12.322
16.014
3110.082
3144.817
2748.671
1539.505
2820.112
3006.285
24.605
10.491
21.525
20.775
315.932
482.891
1361.41
133.735
20.155
28.609
227.833
56.611
53.744
12.262
21.525
11.579
24.792
12.713
10.231
39.872
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2.078

2.038
2.009
2.094
2.035
2.102
2.086
1.801
1.797
1.866
1.744
1.888
1.761
1.814
1.914
2.053
1.815
1.863
1.855
1.822
1.832
1.992
2.001
2.075
2.002
2.052
1.886
1.862
2.049
1.909
1.877
1.774
1.854
1.891
1.849
1.765
1.723
1.801



29N 109.887 2.014

29T 325.734 2.055
30N 38.151 1.987
30T 92.508 2.052
31N 34.709 1.803
31T 65.987 1.907
32N 76.987 2.012
32T 234.012 1.801
33N 234.900 1.804
33T 34.345 1.904
34N 231.098 2.019
34T 56.912 1.905
35N 123.075 2.008
35T 146.901 2.001
36N 39.309 1.801
36T 89.009 1.812
37N 67.981 1.909
37T 58.802 1.801
38N 98.009 1.798
38T 65.909 1.809
39N 49.092 1.803
39T 87.901 1.901
40N 45.321 1.811
40T 91.099 1.801

3.4 Komplementer DNA Sentezi

APOBEC3C gen ifadelenme seviyesini 6lgcmek icin izole edilen mRNA Ipsogen RT
Kit [Qiagen, GmbH, Hilden,Almanya] kullanilarak komplementer DNA [cDNA]’ ya
donistiirilmiistiir. Ayrica, miR-103 ve Lnc-RNA GAS5’ in ifadelenme analizleri i¢in
izole edilen kodlanmayan RNA’ lar miScript II RT Kit [Qiagen GmbH, Hilden,
Germany] kullanilarak cDNA’ ya doniistiiriilmiistiir. Master-cycler pro PCR Sistem
[Eppendorf, Almanya] ile cDNA’ nin termal dongii siireci tamamlanmistir. Calisma
alant %70 [v/v] etanol ile temizlenmis ve her asamada filtreli pipet uglari
kullanilmustir. Kit ¢ozeltileri eritilmis ve buz iizerine konmustur. Orneklerdeki DNA

kontaminasyonunu kontrol etmek igin ters-transkriptaz olmadan hazirlanan bir kontol
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https://www.fishersci.com/shop/products/eppendorf-mastercycler-pro-pcr-system-silver-block/e950040025

reaksiyonu Onerilmistir. Elde edilen total RNA’ larin konsantrasyon miktari esit

olmadigi i¢in her 6rnek igin farkli hacimlerde total RNA alinmustir.

3.5 Primer Tasarim

Bir primer DNA sentezinin baslangic noktasi olarak gdérev yapan bir dizi niikleik
asittir. Primer sec¢imi dizideki hedef bolgeye baglidir. APOBEC3C/Exp and
APOBEC3C/Mut, and LncRNA-GAS5/Exp mRNA dizileri igin primer cifti

tasarlanmigtir. Bunun i¢in online primer tasarim programi http://workbench.sdsc.edu

kullanilmistir. Primerlerin dizileri, baglanma sicakligi ve PCR {iriinlerinin biiytikliigii
Tablo3.6” da gosterilmistir. miRNA 103 i¢in ise miScript Primer Assay [Qiagen,
Almanya] kullanilmistir.

Gen ifadelenmesi icin secilen primerler genin kodlanan herhangi bir bdlgesinden
secilmelidir. Tasarlanan pirmer dizisi bir ya da iki ekzon-ekzon birlesimi bolgesini
icermelidir boylece ilgilenilen RNA {iriinlinden baska bir iiriiniin kopya sayisinin
artmas1 Onlenmektedir. Aksi takdirde hangi {irliniin kopya sayisinin arttigini ya da
basgka bir kontamiasyon olup olmadigini bilemeyiz. Bu baglamda, APOBEC3C/Exp
ve LNcRNA-GASS primerleri tasarlanmig olup APOBEC3C/Mut UTR’ ler olmadan

mutasyon gorilen kodlanan dizi bolgesi tasarlanmustir.

Tablo 3.6 APOBEC3C/Exp, APOBEC3C/Mut ve INcRNA-GASS5 genlerinin primer dizileri, PCR Uriin
biiyiikliigii ve baglanma sicakliklar

Optimal
baglanma PCR Urdn
Primer adi Dizi 5° -3’ sicakhigi biiyiikligii
APOBEC3C/Exp.
1. Primer AACCTATGGGAAGCCAACGA 54.2 °C 179 bg
G. Primer GGAGACAGTATGTCGTCGCA
LncRNAGASS/EXxp.
I. Primer TGGTTCTGCTCCTGGTAACG 55,3 °C 185 bg
G. Primer AGGATAACAGGTCTGCCTGC
APOBEC3C/Mut.
I. Primer CGCTTCAGAAAAGAGTGGGAC 56.1°C 662 bg
G. Primer GAGGCTAGAGGAGACAGACCA
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3.6 PCR Optimizasyonu

Her primer ¢iftinin gradyan PCR ¢aligmasi i¢in bir cDNA kullanildi. Amplifikasyon
Master-cycler pro PCR Sistemi [Eppendorf, Almanya] kullanilarak yapildi. Tiim
primerlerin optimum erime sicakliginin tespiti agaroz jel elektroforezinin sonucuna

gore hesaplandi. Gradyan PCR i¢in kullanilan karigim Tablo 3.7’ de gosterilmistir.

Tablo 3.7 Gradyan PCR reaksiyon bilesenleri ve 25uL total hacimdeki miktarlari.

Kimyasal bilesenler Miktar [uL]
dH,0 14.875pL
10X PCR tampon amonyum stlfat [NH,] 2SO, 2.5uL

25 mM MgCl, 2uL

2 mM dNTP 1.5uL

20 mM ileri primer luL

20 mM geri primer 1uL

5 U/ML Tag DNA polimeraz 0,125 pL
Kalip cDNA 2uL
Toplam 25uL

Termal 1s1 dongiisii programi 35 dongiiye kurulmustur ve Tablo 3.8 de verilen

sicaklik degerleri ve siireler uygulanmistir.

Tablo 3.8 Gradyan PCR reaksiyon kosullar.

Basamak Sicaklik Sire

1. On denatiirasyon 95°C 3 dakika
2 . Denatiirasyon 95°C 30 saniye
3. Primer baglanma 55°C - 60°C 30 saniye
4 . Uzama 72°C 30 saniye

35 dongi

5. Son uzama 72°C 2 dakika
Bekleme 4°C 0
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PCR firiinleri %2’ lik agaroz jel elektorforezinde analiz edildi ve etidyum bromid ile
boyandi. Jel 100 voltta 45 dakika yiiriitiildii. cDNA fragmentleri UV 151k altinda
g6zlendi. Yapilan analiz sonucunda her primer i¢in optimal baglanma sicakliklar1 su
sekilde belirlendi: APOBEC3C/Exp i¢in 54.2°C, LncRNAGAS5/Exp i¢in 55,3°C ve
APOBEC3C/Mut igin 56,1°C.

3.7 GAPDH Amplifikasyonu

Her hiicrede surekli olarak ifade edilen referans genler tespit edilen 6zel gen énci
dizileri tarafindan tanimlanmaktadir [81]. Bununla birlikte, molekdler biyoloji
calismalarinda referans genlerin kullanimi ifadelenme seviyelerinin hiicreden
hiicreye, oOrnekten Ornege ve/veya hastadan hastaya ayni kaldigi varsayimina
dayandirilmaktadir [81]. Tiim yontemlerin dogrulanmaya ihtiyaci olmasina ragmen,
verilerin normalizasyonunda onaylanmis alternatif yontemin yoklugunda referans
gen ifadelenmesinin biyolojik farkliliginin olup olmadigini tespit etmek zordur [81].
Bir hicre iskeleti proteini olan R-aktin ve bir glikoliz enzimi olan GAPDH
anekdotsal kanitlar temeline dayali en yaygin olarak kullanilan iki referans gendir
[81].

Bu ¢alismada, LncRNA-GAS5 ve APOBEC3C, miR-103 genlerinin ifadelenme

seviyesinin Ol¢ililmesi icin GAPDH referans gen olarak kullanildi.

3.8 Agaroz Jel Elektroforezi

Elektroforez bir karisimdaki molekiilleri ayirmak ve 6zellikle protein ve niikleik asit
gibi makromolekiilleri saflagtirmak icin farkli elektrik yiiklerini kullanan bir tekniktir
[82]. DNA molekulleri negatif yiiklidiir. Bir elektriksel alana yerlestirilirler ve
pozitif kutba dogru go¢ ederler [82]. Bir molekiiliin gé¢ orani iki faktore baglidir: [i]
sekli ve [ii] yuk/kiitle oran1 [82].

Bu ¢alismada agaroz jel elektroforezi primer optimizasyonu amaciyla kullanilmistir.
Ornekler %2’ lik agaroz jelde vyiiriitiildii ve DNA” y1 UV 1s1k altinda goriiniir kilan
bir bilesim ile boyandi. Etidyum bromid [EtBr] agaroz jelde DNA’ y1 boyamak igin
rutin olarak kullanilir. ¢cDNA ornekleri 100 voltta 45 dakika elektriksel alanda
yiiriitiildii. PCR iiriin biiyiikliigii ise 179-662 b¢ kadardir.
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3.9 Gercek zamanh PCR

Gergek-zamanlt PCR DNA baglanma boyalarinin yardimi ile es zamanli ayn1 anda
amplifikasyonun takip edilmesine de olanak saglar. SYBR Green boyasi bu amagla
siklikla kullanilan boyalardan biridir. Cift iplikli DNA molekiiliine baglanir ve 1s1ma
verir. Primer baglanmasini takiben uzama basamag sirasinda hedef DNA ¢ift iplikli
yapt almaya basladikga DNA’ ya baglanan SYBR Green miktari artar ve bu yiizden
1s1ma yayilimi artar. SYBR Green boyasindan yayilan 1sin sinir degeri gosterir ve Cy
ya da C, degeri olarak adlandirilir. Bu noktada DNA ¢ogalmistir ve DNA’ya
baglanan boyadan yayilan 1gin sinir1 gegmistir. Isinlar sinir1 astiguinda amplifikasyon
kesin olmustur ancak dogru amplikonun takip edilip edilmedigini tespit etmek igin
erime egrisi analizi yapilmalidir. Ciinkii SYBR Green 6zel bir DNA molekiiliine
baglanabilen spesifik bir boya degildir; aksine tiim cift iplikli DNA molekiillerine
baglanabilir.

3.9.1 RT-PCR Bilesenleri

Gergek-zamanli PCR reaksiyonu IQ5 RT-gPCR [Biorad, Amrika] cihazinin
uygulamasima baglh olarak ¢alisilmistir. APOBEC3C, LncRNA-GAS5 and miRNA
103 ifadelenme analizinde kullanilan karisigm RT? SYBR Green ROX FAST
Mastermix [Qiagen GmbH, Hilden, Almanya]’ tir. Ger¢ek-zamanli PCR karisimi
Tablo 3.9° a gbre buz lizerinde hazirlanmistir. Karisim kisaca karistirilip buz {izerine
alinmistir. Gergek-zamanli PCr karisimi mRNA’ dan elde edilen cDNA disinda tiim

bilesenleri igermektedir.

Tablo 3.9 Gergek zamanli PCR reaksiyonu karigimi.

Bilesen Miktar [pl]
RT2 SYBR Green ROX FAST Mastermix 7.125

fleri Primer [10 uM] 1

Geri Primer [10 uM] 1
RNaz/DNaz icermeyen su 12.875
cDNA [50 ng] 3

Toplam 25
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Her 6rnegin ¢cDNA’ s1 RT-PCR karisimini igeren tiim tlplere eklendi. Her tlp
dikkatlice karistirildi kisa bir santrifiij edildi ve tekrar buz iizerine alindi. IQ5 RT-
gPCR cihazina Tablo 3.10° da verilen kosullar kaydedildi ve ¢alistirildi.

Tablo 3.10 Ger¢ek zamanli PCR kosullart

Basamak Sicaklik [°C] Siire [sn] Dongi
Enzim aktivasyonu 95 10 dakika
Denatirasyon 95 15
Primer baglanma/uzama 60 60 40
Erime egrisi 65 1

95 Surekli

3.10 Nukleotid Dizileme

3.10.1 PCR Dizileme Asamasi

APOBEC3C/Mut’ un 40 cDNA fragmenti [20 timodr+20 normal] agaroz jelden kesip
c¢ikarildi ve PCR amplifikasyonu i¢in kalip cDNA kaynagi olarak kullanildi. Diger
bilesenlerin oranlari Tablo 3.7’ de verilmistir. Her 6rnek i¢in PCR karigiminin
toplam hacmi 25 pL.’ ye sabitlenmistir ve daha sonra 1s1 dongii cihazinda [Eppendorf,

Almanya], Tablo 3.8’ de gosterilen kosullarin aynisi ile amplifiye edilmistir.

3.10.2 On-Dizileme Hazirhk Asamasi

3.10.2.1 PCR Urnlerinin EksoSAP ile Temizlenmesi

EksoSAP karisimu steril su, ekzoniikleaz I [10U/ul], karides alkalin fosfataz [1U/pl]
icermektedir. Ekzonukleaz | primerleri parcalamak icin ve karides alkalin fosfataz
bagimsiz, iligkisi olmayan niikleik asitleri parcalamak i¢in kullanilir. Bu sekilde kalip

dizi hazirlanmis olur. EksoSAP karisimi asagidaki gibi hazirlanmisgtir:
5ul PCR (riini+2ul EksoSAP.

cDNA kalibinin saflastirilmasi 1s1 dongii cihazinda [Eppendorf, Almanya] Tablo

3.11° de verilen kosullara gore yapilmistir.
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Tablo 3.11 PCR fiiriinlerinin EksoSAP ile temizlenme kosullart..

Basamak Sicakhk Sure

1 — Artik primerlerin pargalanmasi 37°C 30 dakika
2 — Enzim pargalanmasi 85 °C 15 dakika
3 - Bekleme 4°C o

3.10.2.2 Dongl Dizileme Reaksiyonu
BigDye 1s18a olduk¢a hassas oldugundan dongii dizileme reaksiyon karisimi
hazirlanirken tiim 151k kaynaklar1 kapatilmalidir. DOngl dizileme icin protokol ise

Tablo 3.12° de verilmistir.

Tablo 3.12 Her reaksiyon i¢in dongu dizileme protokol(i.

Kimyasal maddeler Miktar
DNA 1l
Tleri primer [0.8 uM] 2ul
5X BigDye tamponu 2ul
BigDye [v3. 0] Karigimu 1ul
ddH,O 4ul

Daha sonra c¢cDNA eklendi ve 1s1 dongii cihazinda program Tablo 3.13° de
gosterildigi gibi kaydedilip ¢aligtirildi.

Tablo 3.13 PCR dizileme reaksiyonu 1s1 dongii kosullari.

Basamak Sicakhk Sire

1. On denatiireasyon 96°C 1 dakika

2. Denatiirasyon 96°C 10 saniye

3. Primer baglanma 50°C 5 saniye

4. Uzama 60°C 30 dakika
25 dongu

Bekleme 4°C o0
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3.10.2.3 PCR Urunlerinin Temizlenmesinde Sefadeks Spin-kolon Protokolii
Sefadeks ¢ozeltisi Tablo 3.14” de gosterilmistir.

Tablo 3.14 Temizlenmis PCr {iriinii sefadeks spin-kolon bileseni.

Bilesen Miktar
Sefadeks G-50 toz 49
ddH,0 42 ml

Hazirlanan ¢ozelti 45 dakika vorteks lizerinde karistirildi. Bos alici kolon 1.5 ml
toplama tiipiine yerlestirildi ve 850 pul sefadeks ¢ozeltisi her kolonun icine eklendi.
Tiipler 3,800 rpm’ de 2 dakika santrifiij edildi ve daha sonra toplayici kolon yeni bir
toplama tiipiine yerlestirildi. Daha sonra 10 pl PCR iirinl hazirlanan kolona eklendi.
PCR ornekleri toplayici kolona dikkatli bir sekilde kolonun tam merkezindeki

matriksin tizerine dokunmadan eklendi. Tipler 3,800 rpm’ de 2 dakika santrifiij
edildi.
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BOLUM IV

BULGULAR
4.1 ifadelenme Sonuclar
4.1.1 APOBEC3C Gen ifadelenmesi
40 meme kanseri ve normal doku Orneklerindeki APOBEC3C geninin ifadelenme
seviyesi gercek-zamanli qPCR ile elde edildi. Hedef genin normalizasyonu igin
referans gen olarak GAPDH kullanild: [Sekil 4.1].
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5 10 156 20 25 30 a5 40
dongu

Sekil 4.1 APOBEC3C geninin qRT-PCR analiz sonuglar1. Ornekler 20. ve 26. Dongiide en yiiksek

egriyi gostermistir.

40 kanser hastasindan elde edilen APOBEC3C gen ifadelenme seviyesi normal ve
tiimor dokularinda karsilastirllmistir. Bu karsilastirma sonucunda her hastanin

ifadelenme seviyesi farkli oldugu Sekil 4.2° de gosterilmistir.
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Sekil 4.2 Normal ve kanserli dokularda APOBEC3C geni ifadelenmesinin karsilagtirilmasi. Her
normal kontrolin ve timérlerin ACy degerine gore APOBEC3C geni ifadelenme seviyesi normal

kontrole gore kanser hastalarinda azalmustir.

APOBEC3C geni ifadelenme seviyesi 40 ornekten elde edildi: timdér ve normal
doku. Ifadelenme seviyesi RT-qPCR ile olcildi ve APOBEC3C mRNA’ si1
ifadelenme miktari tiimor 6rneklerinde normal 6rneklerle karsilastirildiginida azalmis
bulundu. Istatistiksel olarak yiiksek seviyede anlamli bulundu [p = 0.0001, T-test; p
> 0,05]. Hem tiimoér dokuda hem de normal dokuda mRNA ifadelenme seviyesinin

istatiksel sonucu Sekil 4.3’ de verilmistir.
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Sekil 4. 3 APOBEC3C geninin normal ve tiimér dokuda mRNA ifadelenme seviyesinin miktari

[p=0,0001]. Kontrol 6rneklerinin ortalamsi =4.473 ve timor 6rneklerinin ortalamasi=3.645.
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4.1.2 LncRNA-GAS5 ifadelenmesi
40 Ornekten LncRNA-GASS ifadelenme sonuglari gergek-zamanli PCR ile elde
edilmistir. Normalizasyon i¢in GAPDH referans geni kullanilmistir [Sekil 4.4].

Norm. Fluoro

0.1

0.0 | Nwesholg == w—— ———

5 10 15 20 25 0 35 40
Danga

Sekil 4.4 LncRNA-GAS5’ in qRT-PCR analiz sonuglari. Ornekler en yiiksek egriyi 20. ve 30.

dongiilerde vermistir.

40 kanser hastasinin LNncRNA-GAS5 ifadelenme seviyesi normal ve timorli dokuda
analiz edilmistir. Her hastanin ifadelenme seviyesi farkli ¢ikmistir. Normal doku ve

tiimor doku arasindaki bu karsilagtirma Sekil 4.5 de verilmistir.
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Sekil 4.5 Normal ve kanserli dokularda LncRNA-GAS5 geni ifadelenmesinin karsilastirilmasi. Her
normal ve timorlid dokuda ACt degerine gére LncRNA-GAS5 RNA ifadelenme seviyesi. TUmorli

dokuda normal kontrole gére RNA ifadesi azalmustir.
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LNncRNA-GAS5 ifadelenme seviyesi tumor ve normal dokuda 40 Ornekte analiz
edilmistir. Ifadelenme seviyesi RT-qPCR ile ol¢iilmiis olup GAS5’ in RNA
ifadelenme miktar1 tiimor 6rneklerinde normal dokuya gore azalmustir. Istatiksel
olarak yiiksek seviyede anlamli bulunmustur [p = 0.001, T-test; p > 0,05]. Hem
normal hem timor dokuda GAS5 ifadelenme diizeyinin istatiksel sonucu Sekil 4.6

da gostreilmistir.
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Sekil 4.6 Normal ve timor doku 6rneklerinde GAS5 RNA ifadelenme seviyesi miktar1 [p=0,001].

Kontrol drnekler ortalamasi = 4.918 ve tiimor ornekleri ortalamas: = 4.403.

4.1.3 MiRNA 103 ifadelenmesi
40 meme kanseri ve normal doku 6rneklerindeki MIRNA 103 ifadelenme seviyesi

gergek-zamanli qPCR ile elde edildi. Hedef genin normalizasyonu igin referans gen

olarak GAPDH kullanildi [Sekil 4.7].
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Sekil 4.7 miRNA 103’ iin qRT-PCR analiz sonuglar1. Ornekler en yiiksek egriyi 20. ve 31. dongiilerde

vermistir.

40 kanser hastasindan elde edilen APOBEC3C gen ifadelenme seviyesi normal ve
timor dokularinda karsilastirilmistir. Bu karsilastirma sonucunda her hastanin

ifadelenme seviyesi farkli oldugu Sekil 4.8 de gosterilmistir.
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Sekil 4.8 Normal ve kanserli dokularda miR-103 geni ifadelenmesinin karsilastirilmasi. Her normal
kontrolin ve tumorlerin ACy degerine gére miR-103 geni ifadelenme seviyesi. mMRNA ifadelenme

seviyesi normal kontrole gore kanser hastalarinda artmustir.

mIRNA 103 ifadelenme seviyesi 40 normal ve tiimor orneginden elde edilmis olup

ifadelenme seviyesi RT-qPCR ile Olglilmiistir. mMIRNA 103 ifadelenme miktart
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normal Orneklerin ifadelenme seviyesi ile karsilastirildiginda timor orneklerinde
arttig1 gozlenmistir. Istatiksel olarak yiiksek derecede anlamli bulunmustur [p =
0.0001, T-test; p > 0,05]. Normal ve timor dokudaki miRNA 103 ifadelenmesinin

istatiksel sonucu Sekil 4.9’ da verilmistir.

()]
]

T
Normal Tiimanr

Kontrol MiRNA-10: Tumér

Goéreceli ifadelenme (ACH)

Sekil 4.9 Normal ve tiimdr dokularda MIRNA 103 ifadelenme seviyesi miktar1 [p=0,0001]. Kontrol

Orneklerinin ortalamsi= 3.448 ve timor 6rneklerinin ortalamasi= 4.095.

4.2 APOBEC3C, LncRNA-GAS5 ve MiRNA 103 ifadelenme Korelasyonu
LNncRNA-GAS5’ in meme kanseri hiicrelerindeki roliinii tanimlamak i¢in meme
kanseri hastalarindan aliman doku ornekleri ile saglikli kontrollerden alinan doku
orneklerinde gRT-PCR ile Inc-GAS5’ in relatif ifadelenmesini ¢alistik. Meme knserli
hastalarda saglikli orneklere gore diisiik seviyede IncRNA-GAS5 ifadelenmesi
gozlendi [Sekil 4.6]. daha sonra meme kanseri hastalarinin dokusunda ve saglikli
kontrol dokularda APOBEC3C ifadelenmesini tespit ettik. Sekil 4.3’ de gossterildigi
gibi APOBEC3C ifadelenmesi de meme kanseri hastalarinda azalmistir. Meme
kanserinde APOBEC3C ve GASS5 arasindaki iliskiyi kesfetmek icin GAS5 ve
APOBEC3C arasinda korelasyon analizi calisilmisgtir. GAS5 ifadelenmesi ile
APOBECS3C ifadelenmesi arasinda pozitif korelasyon saptanmistir. APOBEC3C ve
GASS5 arasindaki korelasyon Sekil 4.10” da gosterilmistir.
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Sekil 4.10 Meme kanseri hastalarinda IncRNA-GAS5 ve APOBE3C geni ifadelenmelrinin korelasyon

analizi.

Son zamanlarda, GAS5’ in miR-103’ e baglandigi online biyoinformatik analizlerle
tahmin edilmektedir [Sekil 4.11a] [4]. Bu c¢alismada, meme Kkanserli hasta
dokularinda ve saglikli kontrol dokularinda miR-103 ifadelenmesi analiz edilmistir.
Ve miR-103" iin meme kanseri hastalarinin dokularinda 6nemli seviyede asiri
diizenlendigi tespit edilmistir [Sekil 4.9]. Ek olarak, yapilan korelasyon analizi
sonucunda GAS5 ve miR-103 arasinda negatif bir korelasyon varligi gozlenmistir
[Sekil 4.11].
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Sekil 4.11 LncRNA-GAS5, miR-103 ifadelenmesini bastirmistir. a] LncRNA-GAS5 ve miR-103
kombinasyonunun biyoinformatik analizi [4] b] LncRNA-GAS5 ve miR-103 ifadelenmesinin meme

kanseri hastalarinda korelasyon analizi.

4.3 Mutasyon Tarama Sonuglari

APOBEC3C geninin mRNA dizisi taranmistir. Bu ¢alisma farkli genotipleri bulmak
i¢in yapilmistir. APOBEC3C geninin kodlanmayan bdlgeler disindaki kodlanan dizisi
niikleotid dizileme ile taranmustir [Sekil 4.12].

APOBEC3C geni DNA dizisi NCBI internet sitesinden elde edilmistir ve bu

refereans dizi ile meme timorlerinin DNA dizileri [stipheli dizi] karsilagtirilmistir.
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ca1

ttaasagagss
agaaaagagt

tcatgctgca
agcccctoct
ctcttccaga
acagaccccg
aaccaaatct
agcaatttgg
ggtcacatga

ctgctcaact
EEEECEEEEE

cgggcctccc
ggcctoages
ctcttcctgc
ttcctoccagc
tactaaactc

E8gEc8a3EE
caaagcccca

gECcaaggacgc
caagcatatc

cattaaaaac
tctccctggg
ctccaccctg
ccattccaca
agaggctocct
ctgcgtgccco
atcctaggct

tgggagaatc
tctctacaaa

tgtaagcags
taagaggcts
attctacttc

caactttcga
cctcatggtc
gacccgctct
gtgctccoccct
ttctgoccoctec

ctaacctggc
ggscatggts
gcgtgagocc
aasaasaaas

Bagagaagcc

acagcgcttc

Lhldatgaatc cacagatcag)

caatttaaaa

tgtctocctct
stttctgcct
gcctcaccge
atggctatcc
ttttcccatc
actcacgcct
aggagttcca
aaaaaaa

agcctcctgc
gstcatcctg
ttccteocctog
atccaccccocc
tccccagecat
gtaatccccocc

gaccaggctg

Sekil 4.12 APOBEC3C geni mRNA dizisi, kodlanan bolge kahverengi ile boyanmustir.

4.3.1 APOBEC3C Mutasyon Sonuclari

APOBEC3C geni DNA dizisi NCBI internet sitesinden elde edilmis olup hasta
orneklerinin DNA dizisi [siipheli dizi] ile karsilastirmak icin referans dizi olarak
kullanilmistir. Bununla birlikte referans dizi ile karsilastirildiktan sonra 20 hedef

bolge i¢in PCR kalip dizilerinde bir degisim bulunamamistir [GenBank dizi]. Sekil

4.13’ de herhangi bir degisim olmayan kismi dizileme sonuglart gosterilmistir.

ot o

Sekil 4.13 APOBEC3C geni kismi dizileme sonuglari. A] APOBEC3C geni normal drnekte dizileme

ile analiz edilmistir B] APOBEC3C geni tiimor drneklerinde dizileme ile analiz edilmistir, mutasyon

[degisim] bulunmamustir.
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BOLUM V
SONUC ve TARTISMA

Bu calismada miR-103 ifadelenme 6lcimul yoluyla RT-qPCR kullanilarak meme
kanseri hastalarinda LncRNA-GAS5 ve onun hedef geni APOBEC3C ifadelenme
seviyeleri arastirilmistir. Daha sonra IncRNA-GAS5 ve miR-103 arasindaki etkilesim
calisgilmistir. Ek olarak muhtemel mutasyonlari bulmak igin genetik analizleyici ile
APOBEC3C mRNA dizisinin kodlanan bolgesi tarandi. Meme kanseri, kadinlarda en
sik goriilen, malignant olabilen meme dokusundan kdken alan karmasik ve heterojen
bir tumordur [29,38]. Meme kanseri ile ilgili yapilan birgok molekiiler ¢calisma bir ya
da iki 6nemli karakteristik 6zellige odaklanmistir; mRNA ifadelenme profili ya da

DNA kopya sayisi dizi analizi [83].

Protein kodlama diinyas1 sadece olayin bir yoniinii sunar ve son zamanlarda meme
kanseri biyolojisinde yeni faktorlerin ve kavramlarin bulunmasi igin muazzam bir
¢aba ve atilimlar yapilmaktadir. Cesitli kodlanmayan RNA’ larin [miRNA’ lar] gen
hedefleyen sinyal yolaklarinda ve meme karsinogenezinde rol aldigi gdzlenmistir
[63]. Bazt miRNA’ lar diger genleri diizenleyerek dolayli yoldan spesifik hedef
genleri etkilemektedir, Ornegin, onkomiR olan mir221/222 apoptozun asiri
diizenlenen modiilatorii p5S3° i baskilayarak meme kanseri proliferasyonunu tesvik
etmektedir [3]. miR21 meme kanserinde p53 duzenleyici genlerin ifadelenmesini
inhibe ederek p53 yolagina zit olarak ¢alisir [3]. miR125b, miR375 ve miR504 gibi
miRNA’ larin bagka bir siifi p53 mRNA’ sin1 dogrudan hedefler ve p53
ifadelenmesini olumsuz yonde diizenler [3]. Yukarda belirtildigi gibi kodlanmayan
RNA’ lar ¢esitli kanserlerde siklikla yeniden diizenlendigi bir¢ok calisma ile
gosterilmistir. Ayni zamanda, meme kanseri dokularinda normal dokularla
karsilastirildiginda c¢ok sayida IncRNA’ nin farkli ifadelenme Ornegi gosterdigi
belirtilmistir [63]. Ornegin, Yang ve ark.
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[2016] yeni nesil dizileme kullanarak meme kanserinin HER-2 zenginlestirilmis alt
tirlinde anormal ifadelenme gosteren 1300° den fazla IncRNA tanimlamistir [85].
Aym zamanda Shen ve ark. [2015], Ucli negatif meme kanserinde [TNBC] farkli
ifadelenen 1750’ den fazla IncRNA tespit etmislerdir [86]. Bu sonuglar agikca
IncRNA’ larin anormal ifadelenme modellerinin meme kanseri karsinogenezinde

onemli ve siklikla kiiciimsenen bir rol oynadigini gdstermektedir.

[nsan genomunda APOBEC ailesi toplamda 11 gen icermektedir [68]. Zn*? —bagimli
DNA sitozin deaminaz kodladiklar1 bilinmektedir [68,69]. Bu 11 dyenin yedisi,
apolipoprotein B mRNA duzenleyici enzim, katalitik polipeptid —benzeri 3 genleri
[APOBEC3A, APOBEC3B, APOBEC3C, APOBEC3D, APOBEC3F, APOB EC3G,
ve APOBEC3H] 22. kromozom fizerinde ardisik yerlesmislerdir [68,70]. APOBEC1,
APOBEC2, APOBEC4 ve aktivasyon-indikleyici sitidin deaminaz [AICDA] olan
diger dort liye ise baska kromozomlar tlizerinde yerlesmistir [71]. APOBEC ailesi
proteinleri DNA sitozin deaminaz domainlerinin farkli smiflarini ve farkli doku
ifadelenme profilleri gosterir [68], ki bu da g¢esitli biyolojik islevlere sahip
olabileceklerini  gostermektedir [68]. Ornegin, APOBEC proteinleri virls
replikasyonu sinirlamasinda ve LINE-1 retrotranspozisyonun inhibisyonunda farkli
aktiviteler gosterir [68]. Son ¢alismalar APOBEC3B’ nin ¢esitli tiimérlerde artan
ifadelenmesini gostermektedir [68,69,70]. Aymi zamanda, kanser Orneklerinde
APOBEC3B mRNA seviyelerinde somatik baz yerdegistirme mutasyonunun giiglii
bir korelasyonu, APOBEC3B’ nin C’ den T’ e somatik mutasyonu indiikleyen
enzimatik bir kaynak oldugunu gostermistir [68]. Bununla birlikte meme kanseri
alttilerinde farkli mutasyon 6rnekleri ve genomik degisimler rapor edilmistir [68], bu
da APOBEC aracili mutajenezin ve APOBEC ailesi ifadelenmesinin kanser

alttiirlerinde farkli olabilecegi anlamina gelmektedir [68].

Bu ¢alismada APOBEC3C ifadelenme seviyesi Sekil 4.2 ve 4.3’ de gosterildigi gibi
azalmistir ve T-testi yapilarak istatiksel olarak yiiksek seviyede dnemli bulunmustur
[p > 0,05]. Yanfeng ve ark. [2015], APOBEC3C seviyesinin azalmis oldugunu rapor
etmislerdir. Bir¢ok ifadelenme profil arastirmalart meme kanserinin histolojik alt
tiirlerini ayirdetmek igin potansiyel gen ifadelenme modellerini 6nermektedir [68].

Gen ifadelenme analizi bircok 6zel tanimlayici belirte¢ gostermektedir. Bizim
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ifadelenme analizlerimiz APOBEC3C ifadelenme 0&rneklerinin  meme kanseri
dokulart ve klinik sonuglarla korelasyon gosterdigini onermektedir. Bu da diger
APOBEC ailesi genlerinin meme kanseri alttiirlerinde ifadelenme anomalilerine ve

klinik sonuglara katki saglayabilecegi ek ¢ikarimlar saglamaktadir.

DNA hipermetilasyonu, histon modifikasyonu ve kodlanmayan RNA’ lar gibi
epigenetik faktorler genlerin ifadelenme degisimine yol acan ana faktorlerdir.
Ozellikle 6ncii dizideki DNA hipermetilasyonu diisiik ifadelenme seviyesine yol
acan ana etmenlerden biridir [87]. Zhang ve ark. [2014] tarafindan meme kanseri
hiicre hatlarinda APOBEC aile iiyelerinin aktivasyon ve inaktivasyonunun epigenetik
profilleri tespit edilmistir [87]. Yapilan bu ¢alismanin sonucuna gére normal meme
epitel hiicresi hatlar1 ile karsilastirildiginda APOBEC3C geni diislik ifadelenme
gosterirken diger APOBEC iiyeleri meme kanseri hiicre hatlarinda ifadelenmemis ya
da baskilanmistir [87]. Zhang ve ark. [2014]° nin H3K4me3, H3K27ac ve
H3K36me3 igeren 74 epigenetik belirtecin aktiflestirildigi bu ¢aligmalarinda ER+ ve
ER- meme kanseri hiicre hatlarinda APOBEC3 genleri gozlenmistir. Ek olarak tiim
diger APOBEC aile iyeleri ER-hiicre hattinda oOncii dizilerinde DNA
hipermetilasyonu gostermistir. Bu da onlarn ifadelenmemesine ya da baskilanmasina
katk1 saglayabilir [87]. Sonu¢ olarak DNA metilasyonu ve histon modifikasyonu
meme kanseri hiicre hatlarinda APOBEC aile {iyelerinin gen ifadelenme modellerini
dizenleyebilmektedir [87]. Ayrica hiicre hatlarinin  mikrogevresinin  genlerin
ifadelenme seviyesini etkiledigi Leonard ve ark. [2013] tarafindan yumurtalik
kanserlerinde APOBEC3B mRNA ifadelenmesinin degiskenlik gosterdigi bulunarak
desteklenmistir  [87]. Bununla birlikte, normal yumurtalik dokusu ile
karsilastirildiginda APOBEC3B 6nemli derecede asir1 diizenlenmistir [87]. Ek olarak,
APOBEC3C normal yumurtalik dokulariyla karsilagtirildiginda tiimor dokularda
diisiik seviyelerde bulunmustur ya da en sonunda tiimorlerden gelisen hiicrelerde ¢cok
az ifadelendigi tespit edilmistir [88]. Bu faktdr tiimor gelisimi sirasinda meydana
gelen mikrogevre degisimlerinden etkilenmistir [88]. Ayrica, kodlanmayan RNA’
larin hiicre dongiisti ve apoptoz kontroliinde merkezi bir rol oynadig: bilinmektedir;

bazist onkogen olarak tanimlanmigken bir kismi timor baskilayic1 gen olarak rol
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oynayabilmektedir [63]. Hedef genlerin ifadelenmesini transkripsiyonel baskilama ya

da transkripsiyon sonrasi susturma yoluyla diizenlemektedirler.

Bu ¢alismada IncRNA-GASS’ in ifadelenme seviyesi Sekil 4.5 ve 4.6 da gosterildigi
gibi azalmistir ve istatiksel olarak yiiksek derecede onemli oldugu T-testi yapilarak
dogrulanmistir [p > 0,05]. insan kanserlerinde GAS5’ in rolii ilk kez meme
kanserinde ¢alisilmigtir. 2009 yilinda Mourtada-Maarabouni ve ark. GAS5’ in meme
kanseri dokularinda baskilandigini rapor etmislerdir [72]. Genel olarak GAS5 ¢esitli
kanser tlrlerinde baskilanmis olarak bulunmustur ve diisiik ifadelenme seviyesi
kanser hastalarinda siklikla kétii prognozun belirteci olmustur [58-60]. Ayrica meme
kanser hiicrelerini de igeren farkli hiicre tiirlerinde GASS5, hiicre proliferasyonunu ve
/veya apoptozu tesvik ettigi ve tiimor baskilayici role sahip oldugu ise meme tiimor
biiylimesinin inhibisyonunu tesvik etmesiyle gosterilmistir [58, 63]. Li ve ark.
[2016], trastuzumaba direncli SKBR-3/Tr hucrelerinde ve trastuzumab tedavisi alan
hastalardan elde edilen meme kanseri dokularinda GAS5 seviyesinin azaldigini
bulmuslardir [73]. GAS5 baskilanmasi in vivo hiicre proliferasyonunu ve timor
biliylimesini artirmistir ve GASS’ in diislik seviyesi histolojik derece ve ileri TNM
evreleri ile iligkili bulunmustur [58, 63]. Bu, GAS5’ in trastuzumab tarafindan
azaltildigini1 ve trastuzumaba diren¢li meme kanserinde bir tiimor baskilayici olarak
rol oynadigin1 gostermistir [58, 63]. Bizim c¢alisgmamizda bulunan GAS5’ in azalan

ifadelenme sonucu daha dnce yapilan tiim ¢aligmalarla uyumludur.

Son zamanlarda cesitli mikroRNA’ larin [miRNAlar] hedef gen ifadelenmesini
baskilayarak tiimorlesmeyi ya da metabolik hastaliklar tegvik ettigi tespit edilmistir
[48]. Bunlarin arasinda miR-103” iin hedef genlerinin ifadelenmesini baskilayarak
kolorektal kanseri tesvik ettigi bulunmustur [4]. Boren ve ark. [2008] ve Chung ve
ark.[2009] endometrial kanserde miR-103 asir1  ifadelenmesini ilk kez
taanimlamuglardir [76, 78]. Ayrica Dongqi Yu ve ark. endometrial kanser hiicre
hatlarinda miR-103" in TIMP-3 timor baskilayici genin ifadelenmesini
transkripsiyon sonrast asamada baskilayarak biiylime ve invazyounu uyardigini
bildirmislerdir [79]. Bu ¢alismada miR-103 ifadelenme seviyesi artmistir ve yapilan
T-testi sonucu istatiksel olarak yiiksek derecede 6nemli bulunmustur [p > 0,05].

Bizim sonuglarimiz Jeremy ve ark. [2016]° nin meme kanseri hastalarinda miR-103a-
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3p ifadelenmesinin asir1 diizenlendigini buldugu ¢alisma ile benzerlik gostermektedir
[80]. Daha onceki calismalara gére mir-103” iin kanserde bir tiimor baskilayicidan
¢ok bir onkomiR olarak rol oynadig1 gosterilmistir [80]. Meme kanseri ile iligkili
mMiR-103" in asi1 ifadelenmesi metastaz, timor nitksi ve Kkotu netice ile
iliskilendirilmistir [80]. Baska bir a¢idan bir meme kanseri ¢alismasinda miR-103’
tin Uglii negatif meme kanserinde kanser kok hiicre olusumunu inhibe ettigi

bulunmustur.

Bu calismada, meme kanseri hiicrelerinde GAS5’ in baskilandigi bulunmustur. Ek
olarak, APOBEC3C ifadelenmesinin de baskilandigi gosterilmistir. Giincel online
biyoinformatik tahminlere gére GAS5, miR-103" e baglanmaktadir [4]. GAS5
plazmidi ya da si-GAS5’ in kanser hiicrelerine transfeksiyonu yoluyla miR-103
MRNA seviyesi 6nemli derecede sirasiyla azaltilip artirilmistir [4]. Meme kanseri
hicrelerinde GAS5 ifadesinin azaldigr sirada miR-103" in APOBEC3C mRNA

seviyesini azalttigin1 bulduk.

Bu ¢alismada APOBEC3C geninin kodlanan dizi bolgesi nukleotid dizileme analizi
ile analiz edilmistir. Bununla birlikte, daha 6nce yapilan caligsmalara benzer olarak
kodlanan bolgede herhangi bir mutasyona rastlanmamistir. Yanfeng ve ark. [2015]
APOBEC3C ifadelenme seviyesi ile her ekzondaki mutasyonlar arasinda negatif

korelasyon oldugunu bildirmistir [68].

Sonug olarak, meme kanseri hastalarinda APOBEC3C ve INcRNA-GAS5 ifadelenme
seviyelerinde 6nemli derecede azalis ve miRNA 103 ifadelenme seviyesinde ise
onemli derecede artis tespit edilmistir. Meme kanseri hiicrelerinde APOBEC3C ve
INCRNA-GAS5 arasinda pozitif bir korelasyon goézlemlenmistir. GASS
ifadelenmesindeki degisimler meme kanseri tedavisi igin potansiyel terapotik bir
hedef sunabilmektedir. Meme tiimorleri ve biyobelirtegleri arasindaki iliskiyi

anlamak i¢in daha fazla analiz yapilip dogrulanmasi gerekmektedir.
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