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OZET
Yiiksek Lisans

GLUT-1 (SLC2A1) ve GLUT-3 (SLC2A3) GENLERININ VE BU GENLERI HEDEFLEYEN
MIKRORNA EKSPRESYONLARININ FARKLI MEME KANSERTI HUCRE HATLARINDA
(SKBR-3, MDA-MB-231, MCF-7, hTERT) KARSILASTIRILMASI

Burcu DUNDAR

Uludag Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Molekiiler Biyoloji ve Genetik Anabilim Dali

Damisman: Yrd. Dog. Dr. Elif UZ

Meme kanseri, kadin kanserlerinin % 25-32’ sini, kansere bagli 6liimlerin % 19 unu olusturur.
Ailesel olarak ortaya ¢ikan meme kanserlerinin yani sira, 6zellikle sporadik meme kanserinin
ortaya ¢ikmasina farkli genler ve genetik mekanizmalar sebep olabilmektedir. Kanserin
ilerlemesi ve proliferasyona sebep olan en 6nemli genlerden birisi GLUT (Glucose Transporter)
gen ailesidir. GLUT genleri kodladiklari membran transport proteinleri sayesinde hekzos
tasiyicilar olarak iglev goriirler. Meme kanser hiicreleri bir¢ok kanser hiicresinde oldugu gibi
yiiksek diizeyde glukoz alimi ve metabolizmasina sahiptir. GLUT-1 ve GLUT-3 genleri meme
kanser hiicrelerinde yiiksek diizeyde eksprese edilmektedir. Bu genlerin ekspresyon
seviyelerinin yani sira MikroRNA’ larin ekspresyon diizeyleri de kanserlesmede onemli rol
oynamaktadir. mikroRNA’ larin kesfinden bu yana, kanserle olan iliskileri ciddi bir aragtirma
konusu olmustur.

Bu c¢alismanin amaci; farkli molekiiler 6zellikteki meme kanseri alt tiplerinde GLUT gen
ekspresyonlari ve ilgili miRNA’ larin ekspresyon seviyelerinin karsilagtiritlmasidir. MiRNA veri
tabanlar1 kullanilarak, GLUT-1 ve GLUT-3 genlerini hedefleyen tahmini miRNA’ lar mir-22-
3p, mir-103a-3p ve mir-107 olarak bulunmustur. Bu ¢alismada, farkli molekiiler alt tip
Ozelligine sahip ti¢ farkli meme kanseri hiicre hatt1 ve bir normal meme hiicre hattindan, total
RNA izolasyonu ve cDNA sentezi yapildiktan sonra, qRT-PCR yontemi ile QIAGEN rotorgene
cihazinda SYBER GREEN kullanilarak ekspresyon seviyelerine bakilmistir. Elde edilen
ekspresyon seviyelerine ait veriler kendi aralarinda karsilagtirilarak, meme kanseri alt gruplart
arasindaki ekspresyon farkliliklar1 ortaya konmaya calisilmigtir. Yapilan gen ifade analizlerinde
mir-22-3p, mir-103a-3p, mir-107" de ii¢ hiicre hattindada azalma gozlenmistir. Yalmzca MDA-
MB-231' de mir-107 ekspresyonunda anlamli olmayan bir artis s6z konusu olmustur. GLUT-1
ekspresyonu ii¢ hiicre hattindada artis gostermis, GLUT-3 ise SKBR-3 ve MCF-7 hiicre
hatlarinda kaydadeger bir azalig gosteririken, MDA-MB-231 hiicre hattinda artig géstermistir.

Calisma sonucunda meme kanseri; GLUT, miRNA genleri ve hormon reseptorler ile
iliskilendirilip, farkli meme kanseri hiicre tiplerine sahip bireylerin tedavilerine yeni
yontemlerin eklenmesine Ve kisiye 6zel tedavi stratejilerinin gelistirilmesine fayda saglayacagi
diistintilmektedir.

Anahtar sozciikler: GLUT geni, mikroRNA, kanser, onko-mir, ts-mir, meme kanseri.
2017, ix + 93 sayfa



ABSTRACT
MSc Thesis

Comparing The GLUT-1 (SLC2A1) and GLUT-3 (SLC2A3) Genes and Their Targeted miRNA
Expression of Different Breast Cancer Cell Lines (SKBR-3, MDA-MB-231, MCF-7, hTERT)

Burcu DUNDAR

Uludag University
Graduate School of Natural And Applied Sciences
Department of Molecular Biology and Genetics

Supervisior: Asst. Prof. Dr. Elif UZ

Breast cancer constitutes 25-32% of female cancers and 19% of cancer-related deaths. In
addition to familial breast cancers, different genetic mechanisms can lead to the emergence of
sporadic breast cancer. One of the most important genes that cause cancer progression and
proliferation is the GLUT (Glucose Transporter) gene family. GLUT genes encode membrane
transport proteins and function as hexose carriers. Breast cancer cells have high levels of
glucose uptake and metabolism as in many cancer cells. GLUT-1 and GLUT-3 genes are
expressed at high levels in breast cancer cells. Expression levels of these genes, as well as
expression levels of microRNAs play an important role in development of cancer. Since the
discovery of microRNAs, their relationship with cancer has been the subject of substantial
research projects.

The aim of this study is to compare the expression levels of GLUT gene and related miRNAs in
different molecular subtypes of breast cancer. Using miRNA databases, the predicted miRNAs
targeting the GLUT-1 and GLUT-3 genes were found to be mir-22-3p, mir-103a-3p, mir-107. In
this study, total RNA isolation and cDNA synthesis were performed in three different breast
cancer cell lines in different molecular subtypes and normal breast cancer cell line. After, cDNA
synthesis, gRT-PCR method was used and expression levels were examined using SYBER
GREEN in QIAGEN rotorgene device. The expression differences of mRNAs and miRNAs
among the breast cancer subgroups were determined. According to the results, a decrease in
the three cell line was observed in mir-22-3p, mir-103a-3p, mir-107. There was a significant
increase in expression of mir-107 only in MDA-MB-231. GLUT-1 expression was increased in
three breast cancer cell lines, while GLUT-3 showed a significant decrease in the SKBR-3 and
MCEF-7 and increase in MDA-MB-231 cell line.

The significance of this study is to show the relationship between the expression levels of
GLUT mRNA, their candidate miRNAs and the hormone receptor profile in different types of
breast cancer cell lines. Improving new methods in treatment of different cancer types using
personalized treatment strategies will help to overcome the disease and our results together with
similar findings all over the World will definitely have role in development of strategies in
medical cure of breast cancer.

Key words: GLUT gene, microRNA, cancer, onco-mir, ts-mir, breast cancer.
2017, ix + 93 pages
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1. GIRIS VE AMAC

Meme kanseri, tim insanlarda akciger kanserinden sonra goriilme sikligi agisindan
ikinci sirada olan kanser tiiriidiir ve kadinlarda en sik goriilen kanserdir (Parkin ve ark.
2002).

Diinya Saglik Orgiitii (WHO) verilerine gére de 184 iilkenin 140’ inda kadinlarda en sik
goriilen kanser tiirli meme kanseridir.
(http://www.losev.org.tr/v2/tr/losemideguncelyenilikler.asp?ctiD=826 &ReclD=5740,
201).

Ulkemizdeki verilere gére meme kanseri sikliginin, dogu bélgelerinde 20/100.000, bati
bolgelerinde ise 40-50/100.000 oraninda oldugu tahmin edilmektedir. Bu rakamlardan
yola ¢ikilarak, Tiirkiye’ de her yil meme kanserine yakalanan kadmlarin sayisinin
tahmini olarak 10.000 civarinda oldugu hesaplanabilir (Fidaner ve ark. 1993, Ozmen ve
Anderson 2008).

Meme kanseri histopatolojik ve gen ekspresyon profili agisindan heterojen yapi
gosteren bir kanser tiriidir (Weigelt ve Reis-Filho 2009). Bu farklilik, meme
kanserinin tanisini, taniya gore uygulanacak tedaviyi, tedavinin seklini ve bunun
sonucunda da hastaligin prognozunu etkilemektedir (Buerger ve ark. 1999). Yapilan
caligmalar da ayn1 sekilde, meme kanserinin hem klinik olarak farkli, hem de molekiiler
olarak heterojen yap1 gosteren bir hastalik oldugunu, ayrica prognozun belirlenmesinde
etkili, birbirinden farkli gen ekspresyon paternleri bulunduran kompleks bir hastalik

oldugunu gostermistir (Eliyatkin ve ark. 2015).

Meme kanser hiicrelerinin ve diger farkli kanser hiicrelerinin en 6nemli 6zelliklerinden
bir tanesi hizlandirilmis bir glikoliz mekanizmasidir. Ayrica glikoz metabolizmas: da
cok biiyiilk oranda degisime ugramistir. Kanser hiicrelerinde ana enerji kaynagim
olusturan glikoz alim1 ve tiikketimi, timor hiicrelerinin devamli sagkalimlari igin mutlak
bir gereksinim olmasindan dolayi, normal dokulara gore ¢ok fazla artmaktadir (Smith
1999, Godoy ve ark. 2006, Kao ve ark. 2006, Cao ve ark. 2007, Meneses ve ark. 2008).
Glukoz hidrofilik (suyu seven) bir molekiildiir ve plazma membranindan, hiicre igine
alimi baz1 seker tasinimindan sorumlu proteinler ile olmaktadir (Wood ve Trayhurn
2003).


http://www.losev.org.tr/v2/tr/losemideguncelyenilikler.asp?ctID=826&RecID=5740

Kanser hiicrelerinin kandan glukozu, normal hiicrelere gore 5-10 kat daha fazla
almasindan sorumlu bircok mekanizma vardir. Bunlardan biri glukoz taginmasindan
sorumlu olan GLUT (glukoz transporter) gen ailesidir (Zhang ve ark. 2010). Kanser
hiicrelerinde artmis glikoz transportu, 13 tiyesi bilinen bu glikoz tasiyic1 proteinlerle
saglanmaktadir. Bu grubun tiyelerinden olan GLUT-1 ve GLUT-3 genleri de normal ve
kanserli dokuda hiicre igine glukoz transportunu saglayan membran transport
proteinlerini kodlar (Vaupel ve Mayer 2007).

Malign hiicrelerin hizlanmis metabolizmalari, yiiksek glikoz ihtiyaglar1 ve artmis glikoz
alimlar1 iyi bilinmektedir. Malign hiicrelerde artan glikoz transportu GLUT ailesinin ve
ozellikle GLUT-1 ve/veya GLUT-3' iin artmis ve kontrolsiiz ifade seviyesi ile beraber
gitmektedir (Laudanski ve ark. 2003, Macheda ve ark. 2005, Kuo ve ark. 2006, Cao ve
ark. 2007).

Baz1 ¢alismalar, meme kanser hiicrelerinin ¢ogalmasinda rol oynayan Ostradiol ve
epidermal biiyiime faktorii proteinlerinin bu kanser hiicrelerinde glikoz tiiketimini
arttirdigint ve bazi GLUT proteinlerinde artisa yol agtigini gostermistir (Vaupel ve
Mayer 2007). Hem immunokimyasal, hemde molekiiler incelemelerde, birgok saldirgan
timor tipinde yiiksek GLUT-1 diizeylerinin kotii prognoza sahip oldugunu goézlenmistir
(Vaupel ve Mayer 2007, Ozkaya ve ark. 2008). Bu gen ve genetik mekanizmalarin yani
sira, son zamanlarda ¢ok ¢alisilan ve birgok ¢alisma ile gosterilen miRNA ekspresyon
profillerinin de kanser gibi bir¢ok hastalikta degisiklik gosterdigi ve kanserle iligkili
oldugu bildirilmistir (Nakahara ve Carthew 2004, Aagaard ve Rossi 2007).

MiRNA’ lar, hedef mRNA’ nin 3’UTR bolgesine dizi spesifik baglanarak post
transkripsiyonel olarak inhibisyon veya mMRNA yikimi ile sonuglanan gen
diizenlemesini yapan, kiiciik ve kodlama yapmayan gen kiimesidir (Bartel 2004,
Pasquinelli 2012).

miRNA ailesinin ilk kesfedilen iiyeleri, C. elegans® in gelisimi sirasinda gdzlenen ve
spesifik ifade modelleri sebebiyle kiigiik gecici RNA’ lar olarak tarif edilen lin-4 ve let-
7°dir. MiRNA” larin temel islevleri D. melanogaster ve insanda let-7 kesfedilene kadar
belirlenememistir (Reinhart 2000, Takamizawa 2004). MiRNA” larin biiyiikk ¢ogunlugu

(%61) protein kodlayan gen bolgelerinin intronik bolgelerinde bulunmaktadir, ancak



genler arasi bolgelerde veya eksonlarda da bulunabilirler. MiRNA genlerinin % 50°
sinden fazlasi kanser ile iliskilendirilmis gen bolgelerinde veya kirilgan bolgelerde
bulunur. Bu durum miRNA’ larin neoplazi patojenezinde 6nemli rolleri olduguna isaret
etmektedir (Calin 2004).

mRNA yikimina ve translasyonel inhibisyona neden olabildiginden dolayr miRNA” lar
gen ifadesinin kontroliinde 6nemli rollere sahiptir (Ambros 2004, Bartel 2007).

Bir ¢ok ¢alisma miRNA’ larin, hiicre ¢ogalmasi (Enerly ve ark. 2011), apoptoz (Hwang
ve Mendell 2006), strese yanit, tumorigenesis (Ventura ve Jacks 2009, Leung ve Sharp
2010) ve gelisim gibi bircok biyolojik siirecte onemli roller oynadigini gostermistir
(Alvarez-Garcia ve Miska 2005, Zhao ve Srivastava 2007).

Anormal miRNA ekspresyonlart meme kanserinide igeren bir ¢ok solid tiimorlerde
gosterilmistir (Blenkiron ve ark. 2007, Van der Auwera ve ark. 2010). Farkli miRNA
seviyeleri, meme kanserinde, 6zelikle de normal ve kanserli dokular arasinda, farkli
prognoza sahip, farkli molekiiler alt gruplar arasinda da farklidir (Foekens ve ark. 2008,

Tavazoie ve ark. 2008).

Belirli miRNA' larin diizensiz ekspresyon seviyeleri hem solid hem de hematopoietik
maligniteleri de igeren ¢ok ¢esitli hastaliklarla iliskilendirilistir (Berdasco ve Esteller
2010, Vasilatou ve ark. 2010).

Cesitli kanserlerde bazi miRNA’ larin onkogen, bazilariin ise tiimor baskilayict gen
gibi islev gormesi, timor ilerlemesi, metastazi ve invazyonunda miRNA’ larin
diizenleyici olarak rol aldigin1 gostermektedir (Nicoloso ve ark. 2009).

Mikroarrayler ve diger metodlar kullanilarak yapilan miRNA ekspresyon profilleme
calismalari, normal dokuarin kanser dokularindan ayirt edilmesinde ve farkli tiimor
tiplerini smiflandirmak i¢in kullanilabilir (Ma ve ark. 2012). Ayrica, spesifik miRNA'
larin ekspresyon seviyelerinin kanserin prognozuyla iliskili oldugu bulunmustur ve bu
nedenle tedavinin seyrini belirlemek i¢in kullanilabilecegi diisiiniilmektedir (Ruimin ve
ark. 2012, Sarkar ve ark. 2010).



Son caligmalarda, mikroRNA-22' nin (miR-22), prostat kanseri, meme kanseri gibi
cesitli kanserlerle iliskili oldugu gosterilmistir (Patel ve ark. 2011, Kong ve ark. 2014,
Chen ve ark. 2015, Pasqualini ve ark. 2015). MiR-22' nin énemli bir rol oynadig1 ve
kanserde umut verici bir terapotik hedef olabilecegi rapor edilmistir. Baz1 ¢alismalar,
mir-22’ nin GLUT1” i hedef alarak meme kanserinin proliferasyon ve invasyonunda
etkili oldugunu da gostermistir (Chen ve ark. 2015). Bazi galismalarda ise mr-22’ nin
meme kanseri hiicrelerinde down regiilasyon gosterdigi tespit edilmistir (Zhang ve ark
2010).

Calismalarla kanserde onemlli oldugu diisiiniilen bir diger miRNA ise mir103-mir107’
dir. Martello ve ark., mir-103/107 mikroRNA ailesinin yiiksek ekspresyonu metastaz ve
kotii sonug ile iliskilendirilmistir (Anonim 2015, Martello ve ark. 2010). Mir-103 ve
mir-107° nin tahmini hedef geni GLUT-3 olarak bulunmustur (www.targetscan.org,
2004). Fakat bununla ilgili literatiirde bir calismaya rastlanmamistir. MiR-107" nin
ilerlemis meme kanseri hastalarinin malign dokularinda yiliksek ekspresyon gosterdigi

bildirilmistir (Chen ve ark. 2011).

Mir-22, mir-103 ve mir-107° nin meme kanseri ile iliskili oldugu ve GLUT-1 ile
GLUT-3 genlerini hedef aldig1 diislinlilmektedir. Baz1 caligsmalarla da bu gosterilmistir.
Mir-22, mir-103 ve mir-107’ nin tahmini hedef genleri www.targetscan.org veri tabani
kullanilarak GLUT-1 ve GLUT-3 olarak bulunmustur.

Bu calismada, GLUT genleri ve secilen miRNA ekspresyon seviyelerini belirleyerek
farkli molekiiler alt grup ozelliklerine sahip meme kanseri hiicre hatlarinda, normal
meme hiicre hatt1 ile karsilastirilarak ortaya c¢ikacak farkiliklar1 g6z Oniline sermek
arastirma konumuzu olusturmaktadir. ilk asamada SKBR-3, MCF-7, MDA-MB-231 ve
hTERT hiicre hatlarindan total RNA izolasyonu yapilarak bu RNA’ lardan cDNA elde
edilmigstir. Daha sonra elde edilen cDNA’ lar iizerinden gRT-PCR (kantitatif gergek
zamanlh real time PCR) yontemi kullanilarak miRNA ve GLUT genlerinin ifade
seviyelerine bakilmistir. Sonuglar analiz edildi ve farkli hiicre hatlar1 arasindaki GLUT-
1, GLUT-3, mir-22-3p, mir-103a-3p, mir-107 ifade farkliliklar1 karsilastirilmigtir. Bu

¢alismanin amaci, farkli molekiiler 6zelliklere sahip meme kanseri hiicrelerinde, GLUT-


http://www.targetscan.org/
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1 ve GLUT-3 gen ekspresyonu ve bunlar1 hedefledigi diisiiniilen segili miRNA” lar ile
hormon reseptor Ozellikleri arasinda anlamli bir iliski bulunursa, bu yolak; gen ve
hormon reseptorler ile iliskilendirilip, farkli hiicre tiplerine sahip meme kanseri olan
bireylerin tedavilerine yeni yontemlerin gelistirilebilmesinde katkida bulunmaktir.
Uygulanacak yeni tedavi yontemlerine yonelik, hormon reseptor 6zelligine gore farkli
yontemler gelistirilebilecegi hedeflenmektedir, bu da kisiye 6zel tedavi segenekleri ile
ilgili yapilan giincel caligmalara katki saglayacaktir. Ayrica bu genlerin mekanizmalari
tizerinden olusan kanser tiirlerinde etkili miRNA’ lar kullanilarak gen susturma ile

tedavi seceneklerinin alt yapis1 arastirilacaktir.

Gelecek caligmalarda, bu genlerin mekanizmalar1 iizerinden olusan kanser tiirlerinde
etkili miRNA’ larin seviyelerine gore, bu miRNA’ larin spesifitesini test etmek icin
bunlara 6zgii mimic yada inhibitorler kullanilarak bunlarin diizenlenmesini yapmak ve
bu sekilde gen susturma ile tedavi seceneklerinin alt yapisini arastirmak birincil

amacimizi olusturmaktadir.



2.GENEL BIiLGILER

2.1. MikroRNA

Memeli genomunun sadece % 3’ likk kism1 protein doniisen mRNA (mesajc1 RNA)’ lart
kodlar. Genomun geri kalan % 97’ lik kisminin ¢gogu uzun ve kisa protein kodlamayan
RNA’ lar1 (ncRNA) kodlamaktadir (Birney 2007). NcRNA” lar, biyolojik reaksiyonlarin
katalizlenmesinden hiicresel savunmaya, gelisimsel siireglerden hiicresel cevaba kadar
pek ¢ok metabolik siirecte gorev almaktadir (Carninci 2005, Kapranov 2007). ncRNA’
larin iglevleri arasinda en Onemlisi transkripsiyonel ve post-transkripsiyonel gen
susturumudur (RNAinterference-RNAI) ve bunu mikroRNA’ lar (miRNA' lar)
gerceklestirmektedir (Mette ve ark. 2000). Giiniimiizde artik, RNAi mekanizmasinin
gelisim, farklilasma, hiicre ¢ogalmasi ve apoptoz gibi Onemli hayati siireglerin
diizenlenmesinde rol aldigi bilinmektedir (Voinnet 2009). MicroRNA" lar
Caenorhabditis elegans'’ da gelisimsel siirecin kontrolii ¢aligmalari sirasinda
kesfedilmistir (Ambros ve Horvitz 1984, Lee ve ark. 1993).

MIRNA' lar, hedef mRNA'" lara dizi-spesifik olarak baglanarak gen ekspresyonunu
diizenledigi disiiniilen yaklasik 22 nukleotid, kodlanmayan RNA' lardir (Bartel 2004).
Bugiine kadar binlerce miRNA, yuvarlak solucanlar, sinekler, baliklar, kurbagalar,
memeliler, ¢igekli bitkiler, yosunlar ve hatta viriisler gibi genetik, molekiiler klonlama
ve biyoinformatik tahminler kullanarak cesitli organizmalarda tespit edilmistir (Llave ve
ark. 2002, Reinhart ve ark. 2002, Lim ve ark. 2003, Pfeffer ve ark. 2004, Arazi ve ark.
2005, Axtell ve Bartel 2005, Watanabe ve ark. 2005).

miRNA’ lar hedef mRNA' ya baglanarak ilgili genin protein translasyonunun
inhibisyonuna ve/veya mRNA' nin yikilmasina sebep olur (Shenouda ve Alahari 2009).
MikroRNA, hedef mRNA' nin 3' ucundaki translasyona ugramayan bolgesi
(untranslatedregion-UTR) ya da hedef mRNA' nin ORF (open reading frame) bolgesine
baglanir. 3'UTR bolgesine baglanma kusurlu, tam olmayan, eksik komplementerligi
gosterir ve translasyonun baskilanmasi ile sonuglanir. ORF bdlgesi igine baglanma ise

kusursuz, tam komplementerligi gosterir ve Argonaute2 (Ago2) tarafindan mRNA' nin



yikimi ile sonuglanir. Ayrica, mikroRNA' larin her biri birden fazla mRNA'y1
diizenlemektedir ve mRNA' larin her biri de birden fazla mikroRNA tarafindan
hedeflenmektedir (Pillai 2005, Sun ve ark. 2010).

Yeni caligmalarda, miRNA’ larin, mRNA’ larin farkli bolgelerine de baglanip gen
ifadesini arttirdigina dair ¢aligmalarda bulunmaktadr (Pasquinelli 2012). Tahminlere
gore, Insan genomu, en az 474 miRNA genini kodlamaktadir (Griffiths-Jones ve ark.
2004, 2006). Eyliil 2008' de yaymlanan miRBase (http://microrna.sanger.ac.uk) yayina
gore, insan miRNA' lariin sayis1 695' dir (Griffiths-Jones ve ark 2008), ancak birkag
calisma, insan miRNA genlerinin sayisinin 1000' in iizerinde olabilecegini isaret
etmektedir (Bentwich ve ark. 2005, Berezikov ve ark.2005). MiRNA’ larin onkogen
veya tiimor baskilayici gibi gorevlere sahip olmalarindan 6tiirli timér olusumunda kilit
bir rol oynadiklar1 da disiiniilmektedir. Kanserdeki miRNA’ larin ifadelerindeki
diizensizlikler epigenetik ve genetik degisikliklerden kaynaklanmaktadir (Davalos ve
ark. 2012). MiRNA’ larin ekspresyon profillerinin degisimi c¢esitli tiimorlerde ve
karsinomalarda ayirict tani1 olarak kullanilmaktadir (Lu ve ark. 2005). MiRNA’ larin
yaridan fazlasi protein kodlayan genlerin intron bolgelerinde bulunmaktadir. Bunun
yani sira genlerin aralarindaki bolgelerde yada eksonlarda da bulunabilirler. Ayrica ¢ok
bliyiik bir kism1 kanserle iliskili bolgelerde veya kirllgan gen bdlgelerinde
bulundugundan dolayi kanser ile ilgisi ¢ok 6nemli bir arastirma konusu olmustur (Calin
ve ark 2004). MiRNA normal biyolojik siireglerde yer aldigi gibi birgok hastalikla da
iligkilidir. Kanser, noroloji, kardiyoloji, viroloji gibi bircok alanda bu konudaki
calismalar hizla devam etmektedir ve elde edilen sonuglar dogrultusunda tedavi
stratejileri gelistirilmeye calisilmaktadir (Caré ve ark. 2007, Cameron ve ark. 2008,
Xiao ve Rajewsky 2009). Yapilan galismalarla miRNA’ lar ve bazi kanser tipleri
arasinda iliskiler bulunmustur. Calin ve ark. (2004) miRNA’ larin biiyiik ¢ogunlugunun
kanserle iligkili genomik bdlgelerde bulundugunu, Lu ve ark. (2005) miRNA
ekspresyonlarinin  kanser hiicreleri ile normal doku hiicreleri arasinda farkliklar

gosterdigini bildirmistir.

Ileriki ¢alismalarda miRNA’ larn islevlerine gore onlarm teropetik hedef olarak

kullanilabilecegi diisiincesi bir¢ok arastirmaci tarafindan kabul gormektedir. Ayrica



miRNA’ larn biyobelirte¢ olarak veya hastaligin gidisati, evresi vb. hakkinda bilgi
edinmek i¢inde kullanilabilecegi de diistiniilmektedir (Lu ve ark. 2005, Mercer ve ark.
2009).

2.1.1. Olgun MicroRNA Biyosentezi

Bir genin intronu bir baska genin ekzonu olabilir. MiRNA” lar1 kodlayan genler bu
kompleks yapmin tamamlayici pargalarindandir (Frith ve ark. 2005). Memeli miRNA’
larmin kodlandig1 birgok sekans belli bir genin intron bolgeleridir ve hatta bazilar
ekzon bolgelerinden de kodlanmaktadir. Bazi miRNA’ lar ise genomdaki intergenik
bolgelerde kendi transkripsiyon tnitelerine sahiptirler (Kim ve Nam 2006). Birgok
caligma; RNA polimeraz Il (Pol Il) enzimi tarafindan stem-loop yapisinda primer
MIRNA (pri-miRNA) olusturmak tizere miRNA genlerinin traskripsiyonunun oldugunu
ve miRNA biyogenezini baslattigin1 gostermistir (Cai ve ark. 2004, Lee ve ark. 2004).

Insanlarda miRNA’ lar miRNA genlerinden, pri-miRNA adi verilen 1 kb’ dan daha
uzun diziler halinde transkribe olurlar ve 5’cap ve 3’poliA kuyruklar1 vardir ( Cai ve
ark. 2004, Lee ve ark. 2002). Transkripsiyon islemini RNA pol II yapar fakat Alu-tekrar
bolgeleri olan bazi miRNA’ lar biraz farkli olarak, RNA polimeraz III tarafindan
transkribe edilmektedir (Borchert ve ark. 2006).

Olgun miRNA olusumun ilk basamagi, miRNA genlerinden RNA polimeraz Il (RNA
pol I1) enzimi ile 6nciil MIRNA (pri-miRNA) sentezlenmesiyle baglar. Olgun miRNA
olusumu Sekil 2.1." de gosterilmistir. Sac tokasi (hairpin) seklinde olusan pri-miRNA
niikleusta bulunan bir ¢esit RNaz olan Drosha ve RNA baglanma noktasina sahip bir
protein olan DGCR8/Pasha (DGCR8-Di George syndrome critical region gene8)’ dan
olusan komplekse baglanir. Daha sonra, pri-miRNA 60 ile 70 niikleotidlik pargalar
halinde kesilerek pre-miRNA haline getirilir (Yi ve ark 2003, Bartel 2004, Bohnsack ve
ark. 2004, Lund ve ark. 2004, Le Quesne ve Caldas 2010). Niikleusta bu sekilde olusan
pre-miRNA’ lar niikleer transport reseptorii Eksportin-5 ve niikleer protein Ran-GTP
araciligryla niikleustan sitoplazmaya tasinirlar (Bohn ve ark. 2004, Lund ve ark. 2004).
Sitoplazmaya gegen pre-miRNA RNA-pol III’ {in bir tiirii olan DICER tarafindan
kesilerek artik 20-25 niikleotidlik olgun miRNA ve onun komplementeri olan
mIiRNA*.dan olusan ¢ift sarmall1 bir hale gelir (Grishok ve ark. 2001, Hutvagner ve ark



2001). Daha sonra miRNA/miRNA* ikilisi helikaz enzimi ile ¢6ziilerek, olgun miRNA
ve miRNA*’ya ayrilir (Lin ve ark. 2005, Gregory ve ark. 2007). Argonat protein
(AGO2), olgun MIRNA’ y1 5’ ucundan seger. AGO2, miRNA ve gesitli proteinler,
kisaca RISC kompleksi olarak tanimlanan RNA ile uyarilmis susturma kompleksini
olustururlar. miRNA’ y1 igeren RISC kompleksi, mRNA’ y1 hedefleme yetenegindedir
(Chen dri ma da ve ark. 2005, Le ve Caldas 2010). Bu kompleks hedef miRNA’ y1
hedef mRNA’ lara yonlendirirken, olgun miRNA’ nin diger komplementer ipligi
degrade olur (Ham mond ve ark. 2000, Schwarz ve ark. 2003). MiRNA’ lar,
hedefledikleri mRNA’ larina, farkli canli tiirlerine ait aynt miRNA ailesinde yiiksek
oranda korunmus ve tohum (¢ekirdek-seed) adi verilen 6-8 niikleotidlik bir bdlge
aracilig1 ile tanirlar ve baglanirlar (Kar gi nov ve ark.2007). Bunun yanisira, miRNA’ ya
da mRNA’ lara baglanan proteinlerinde hedef se¢imini etkiledigi bilinmektedir (Forman
ve Coller 2010).



/ \

miRNA:mIRNA*

mRNA degradation mRNA cleavage
P-body sequestration

Sekil 2.1. Olgun miRNA’nin biyosentezi ve islevleri (Guo ve ark.2010)
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2.1.2. miRNA Transkpripsiyonunun Diizenleme Mekanizmalari

MIRNA genlerinin transkripsiyonu, normal protein kodlayan gen transkripsiyonuna
benzer bir sekilde diizenlenmektedir. Bu diizenleme doku spesifik yada gelisime
Ozgudiir (Davis ve Hata 2009, Turner ve Slack 2009). MiRNA genlerinin promoter
bolgeleri ¢ok yiiksek oranda protein kodlayan genlerinkiyle benzerlik gostermektedir.
CpG adalariin bulunmasi, TATA box sekanslari, baglangic elementlerinin bulunmast,
histon modifikasyonlari, miRNA promoter bolgelerinin tfs, susturma elementleri ve
kromatin modifikasyonlari ile kontrol edildigini isaret eder ve protein kodlayan genlerle
benzerligini gosterir. MiRNA transkripsiyonunun diizenlenme mekanizmalart {i¢
baglikta inceleneblir (Ozsolak ve ark. 2008, Corcoran ve ark. 2009, Breving
and Esquela-Kerscher 2010).

1-DNA baglanma faktorleri,

2-Metilasyon ve epigenetik kontrol,

3-MiRNA’ nin ¢ift tarafli transkripsiyonu.

Ilk olarak direk promotora baglanip miRNA ekspresyonunu diizenleyen az sayida
diizenleyici faktor tamimlanmisti.  MIRNA transkripsiyonu promoter seviyede
diizenlenir. Ornegin transkripsiyon faktorleri olan c-myc ve p53 miRNA promotor
bolgesine baglanarak gen ekspresyonunu degistirebilir (Breving and Esquela-Kerscher
2010).

Ikinci olarak miRNA gen bdlgeleri epigenetik kontrol altindadir ve DNA
metiltransferazlar tarafindan (DNMT1, DNMT3b) hiicre tipine ve belirli sartlara gore
CpG adalarindan metilenirler (Breving and Esquela-Kerscher 2010, Krol ve ark. 2010).
Son galigmalar gostermistir ki, memeli miRNA’ larmin yaklasik % 5-10" u epigenetik
olarak kontrol edilmektedir (Brueckner ve ark 2007, Han ve ark. 2007, Lujambio ve ark.
2008, Saito ve ark. 2006, Toyota ve ark. 2008).

Uciincii olarak da, son c¢alismalar gostermistirki miRNA genlerinin ¢ift tarafli
transkripsiyonu onlarin biyolojik aktivitelerini diizenlemede katkida bulunmaktadir. Zit
zincirden tek miRNA lokusunun es zamanli transkripsionu, polimeraaz komplekslerinin

carpismasiyla transkripsiyonal susturmaya neden olabilir yada biiyiik RNA-RNA
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birlesmeleri ile transkripsiyon sonrasi susturmaya sebep olabilmektedir (Breving
and Esquela-Kerscher 2010).

@ miRNA transcription
WiIauviIia wial Transcription Factors

Pk

miRNA transcription

Methylation

CpG Island

miRNA transcription

MM Bidirectional Transcription

miRNA transcription

Sekil 2.2. MicroRNA’ nin transkripsiyonunun diizenlenmesi (Breving ve ark. 2010)

2.1.3. Olgun MiRNA’ nin islevleri ve Hedef mRNA’ y1 Diizenleme Mekanizmalar:

MiRNA’ lar hedef mRNA’ lar ile, yiiksek oranda korunmus ve tohum (seed) adi
verilen 6-8 niikleotidlik bir bolge sayesinde etkilesirler (Karginov ve ark. 2007). Hedef
MRNA ile miRNA’ nin komplemeterlik olusturmasi, miRNA’ nin 5° ucunun 2. ve 8.
niikleotitleri arasinda esleniklik olmasi hedefin belirlenmesi agisindan biiylik 6nem
tasimaktadir (Lewis ve ark. 2003). MiRNA’ lar hedef mRNA’ ya kismi
komplementerlik veya tam komplementerlik seklinde baglanirlar. Hedef mRNA’ nin
translasyona ugramayan 3’ bolgesi (3’UTR- 3’untranslated region) bolgesi ile miRNA
tohum dizisi arasindaki eslenikligin diizeyi miRNA’ nin mRNA’ ya nasil baglanacagini
belirler (Hutvagner ve Zamore 2002). MiRNA’ larin hedef mRNA {izerinde baglanma
bolgeleri genellikle 3°’UTR’ dedir, ama 5’UTR’ yi veya a¢ik okuma gergevesini (ORF-
open reading frame) hedef aldiklar1 durumlarda s6z konusudur ve bu sekilde de gen
ifadesi baskilanir (Lewis ve ark. 2005). ORF bolgesi igine baglanma tam

komplementerligi gosterir ve Argonaute2 (Ago2)’ nin katalitik bdlgesi tarafindan
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MRNA' nin ig¢sel yikimi ile sonuglanir (Pillai 2005, Saydam ve ark. 2011). MiRNA’
larin bu mekanizmasi bitkilerde ¢ok yaygin olarak goriilmektedir (Pasquinelli 2012).

Memelilerde genellikle miRNA’ lar hedef mRNA’larin 3’UTR boélgesine kismi
komplementerlikle baglanir. Bu baglanma, translasyonun baskilanmas1 yada
deadenilasyon vasitasiyla mMRNA degredasyonu ile sonuglanir. Eger baglanma 3'UTR
degilde ORF bolgesinde ise baglanma tam komplementerlik seklindedir ve mRNA
yikimui ile sonuglanir (Liebman ve ark. 1984). GW182 proteini (glysin triptofan protein
of 182 kDa) amino ucuyla AGO?2 proteinine karboksil ucuyla ise PABP (poli A binding
AGO?2 proteinine karboksil ucuyla ise PABP (poli A binding protein) proteini ile
etkilesir ve bu etkilesimin sonucunda deadenilaz olan CCR4-NOT ve CAF1
proteinlerini ¢agirir. Bu proteinlerinde mRNA’ya baglanmasi ile mRNA’ nin poly A
kuyrugu kaldirilir ve mRNA ekzonkleazlara agik hale gelerek degrede olur. Ayrica
GW182 proteini translasyonun baskilanmasindada gorev alir (Eulalio ve ark. 2009, Krol
ve ark. 2010, Pasquinelli 2012). Yani oOzetle, diziler arasi eslesme kismi ise,
translasyonel bir baskilama olur ve bu, ayni zamanda P cisimcikleri ad1 verilen yapilarin
olusumuyla mRNA’larin degradasyonuna ile sonuglanir, baglanma tam ise mRNA' nin

yikimi ile sonuglanir (Zamore ve ark. 2000).

Translasyonun baskilanma mekanizmasi tam olarak aydinlatilamanig olsada, hedef
genin mRNA seviyesi artarken, protein seviyesinin degismedigi gozlenmistir, bu
nedenle de baskilamanin translasyonel seviyede gergeklestigi diistiniilmektedir
(Wightman ve ark. 1993, Olsen ve Ambros 1999). Bir ¢ok c¢alisma, translasyonel
seviyede diizenlemenin, translasyonun baglangicinda gergeklestigini  gdstermistir
(Humphreys ve ark. 2005, Mathonnet ve ark. 2007, Thermann ve Hentze 2007,
Wakiyama ve ark. 2007). MiRNA-RISC kompleksinin ¢esitli transkripsiyon faktorleri
ile etkileserek protein translasyonunun baslangic ve uzama asamalarin1 engelliyor

olmas1 muhtemel goziikmektedir (Nissan ve Parker 2008).
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a Endonucleolytic cleavage

b Deadenylation and degradation

d Inhibition after translation initiation ¢ Inhibition of translation initiation

Nature Reviews | Genetics

Sekil 2.3. MicroRNA’ larin  hedefledigi mRNA’ larnn  diizenleme
mekanizmalari(Pasquinelli 2012)

2.1.4. MiRNA’ larin Hedef mRNA ile Eslesmesi ve Uyusum Dizileri

Olgun mikroRNA’ lar, hedef mRNA’ larina 5’ uglarindaki 2 ve 7. niikleotitler
arasindaki alt1 niikleotitlik sekanslari araciligi ile baglanirlar. Bu bdlgeye seed (tohum)
adi verilir. Hedef mRNA’ y1 baskilamak i¢in seed bdlgesindeki 6-8 niikleotidlik
komplementer sekansin yeterli oldugu ¢alismalarla gosterilmistir. 6 niikleotitden olusan
seed bolgesinin, mRNA ile komplementer olma durumuna gore 4 farkli baglanma tipi
bulunmaktadir (Barbarotto ve ark. 2008). 6mer dizi sadece seed bolgesindeki 6
niikleotitlik eslesme ile karakterizedir. 7mer-Al dizide seed bolgesinde niikleotit
eslesmesi ve miRNA’ nin 1. niikleotitinin karsisinda A niikleotitin bulunmas1 gerekir.
7mer-m8 dizide seed bolgesindeki niikleotit eslesmesine ek olarak miRNA’ nin 8.
niikleotitinde de eslesmenin olmasi gereklidir. 8mer dizide seed bélgesindeki niikleotit
eslesmesi ile miRNA’ nin 8. niikleotitinde de eslesmenin olmasi ve miRNA’ nin
1.niikleotitinin karsisinda A niikleotitin olmasi ile karakterizedir (Barbarotto ve ark.
2008, Takaya ve Pal 2010).
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Genelde miRNA’ lar mRNA’ larin 3’UTR bdlgesine baglanmayi tercih ederler fakat
mRNA’ nin ORF bdlgesine yada daha farkli bolgelerine baglanan miRNA’ larda vardir.

Genelde AU agisindan zengin ve katlanmalarin olmadigi yerlere baglanmay1 segerler
(Pasquinelli 2012).

Tmer-A1 site
ORF ... ... .. .. .\lrr\]rxlrxlrl R .. Paly(A) Canonical site
NNNNNNN 5 miRNA Seed match + A al position 1
Tmer-m8 site
ORF . hlhlhlrlrlrlrl .- Poly(A) | canonical site
NNNNNENN 5 miRNA Seed match + maich at position 8
8mer site
ORE ... DA, .. Poly(A) Canonical site
N r:rl:tl‘:crl rlm 5 mirna | Seed match + AT +m8
3’ compensatory site
ORE . NNy, | . MNN. HNNA. . Poly(A) Atypical site
rlrrlr!tulr!, al” rerlrlrlsr: 5 mirha | Seed mismatch + loop (1-5nt)
£ 14 1 754331 + 3" compensatory (=4-5 pairs)
ORF o, . . s, . Polyia) | S SuPplemental site
LT THHETT Atypical site
NNNNNN U HNNNNNNN 5 miRa | Seed match + loop (1-5 nt)
------- NMEETESAID] + supplemental binding (=34 pairs)

Sekil 2.4. Hedef mRNA ve miRNA” larin seed (tohum) dizileri (Friedman ve ark. 2009)

2.1.5. MicroRNA’ larin Kanserle Tliskisi

MIRNA’ larin kanserlesme siirecine katkida bulundugu ile ilgili yapilan ilk ¢aligma
Calin ve ark. (2001) KLL’ li hastalar ile yaptiklari ¢caligmadir. Michael ve ark. (2003)
ilk olarak insanlardaki kat1 tiimorlerde, normal dokular ile karsilastirildiginda
ekspresyon seviyeleri degismis olan miRNA’ lar1 raporlamislardir. Yapilan bircok
caligmayla miRNA” lar ile bazi kanser tipleri arasinda ciddi iliskiler bulunmustur. Calin
ve ark. (2004) miRNA’ larin biiyiik ¢ogunlugunun kanserle iliskili genomik bolgelerde
lokalize oldugunu, Lu ve ark. (2005) miRNA ekspresyonlarinin kanser hiicreleri ile
normal hiicreler arasindafarkli oldugunu bildirmistir. Son yapilan galismalar miRNA

ekspresyon profillerinin kanser gibi birgok hastalikta da degisiklik gosterdigini
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bildirmistir (Nakahara ve Carthew 2004, Aagaard ve Rossi 2007). Giiniimiizde yapilan
bir ¢ok calismanin sonucuda, neredeyse tiim kanserlerde miRNA’ larin anormal

ekspresyonlarina isaret etmektedir (Guarnieri ve DiLeone 2008).

Schrauder ve ark. (2012) kontrol olarak 57 saglikli birey ile birlikte 48 meme kanseri
hastasindan tam kanda mikroarray temelli miRNA profillemesi yaptilar. Kanserli
hastalardaki 59 mikroRNA saglikli kontrol 6rnekleri ile Karsilastirildiginda tam kanda,
anlamli sekilde farkli miktarlarda eksprese edildigini buldular. Bunun yani sira, son
zamanlarda solid tiimorler ile normal dokular arasindaki mMIRNA ekspresyon
profillerinin mikrodizin yontemiyle karsilastirilmast sonucunda karsinogenez siireci ile
iligkili olabilecegi diistiniilen birgok miRNA tanimlanmistir. Volinia ve ark. (2006)
yapmis olduklar1 ¢alismada, alt1 solid tiimor (Meme, Kolon, Akciger, Pankreas, Prostat,
Mide) ile kendi normal dokularindan olusan 540 Ornegin miRNA ekspresyon
profillerinin mikrodizin ile karsilastirilmasi sonucunda en az {i¢ solid tiimdr tipinde

regiilasyonu artan 21 miRNA genini rapor etmislerdir.

Marie-Charlotte ve ark. (2014), hayvanlar iizerinde yaptiklari ¢aligmada, metastatik
kanser hiicreleri ile primer tiimor arasinda miRNA ekspresyon profillerinde farkliliklar
oldugunu rapor ettiler. Bu durum karsinogenez siirecinin farkli asamalarinda da farkl
miRNA ekspresyon seviyelerinin olabildigini gosterdi (Bagc1 2014).

Bunun yani sira yine yapilan bazi ¢aligmalar, miRNA’ lar ile bazi kanser tiirlerinin
yakin iligkili oldugunu goéstermistir. Lu ve ark. (2005) yaptiklar1 bir¢ok ¢alisma ile
normal dokular ile kanser dokulari arasinda miRNA ekspresyon profillerinin farkl

oldugunu gostermislerdir.

Yapilann bazi ¢aligmalar, meme kanseri olan insan ve farelerde, mikrogip teknolojisini
kullanarak miRNA gen seviyelerini profillemisler ve meme kanseri 6rnekleri, normal
dokuyla karsilastirildiginda, anormal miRNA ekspresyonunun oldugunu rapor
etmiglerdir (Liu ve ark. 2004, Shenouda ve Alahari 2009, Yu ve ark. 2010).

Calin ve ark. (2004), her bir dokunun kendine 6zgii bir miRNA gen ekspresyon profili

oldugunu bildirmislerdir. Bilinen insan matiir miRNA’ larin yarisinin kanserle iliskili
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genomik bolgede veya fragil bolgelerde lokasyon gostermesinin kanserle yakindan

iligkili olabilecegini bildirmistir.

Yakin tarihli iki yeni ¢alisma da bu gortisleri dogrular nitelikte; insan meme kanserinde
bir dizi miRNA' nin diizensiz oldugunu gostermistir (lorio ve ark 2005, Volinia ve ark.
2006). Ugiincii bir ¢alisma, bir dizi miRNA' nin meme tiimorii biyopsilerinde farkli
sekilde eksprese edildigini ve miRNA ekspresyonunun HER2 ve 6strojen reseptor (ER)
durumuyla korele oldugunu rapor etmistir (Mattie ve ark. 2006). Tiim bu ¢alismalar
1s181nda, daha yeni kesfedilmelerine ragmen, miRNA' lar ve insan kanseri arasindaki

kuvvetli baglantilar ortaya ¢ikmistir (Miska 2005).

Meme kanserinde eksprese olan miRNA’ lardan bazilariin timor siipresor (TB-miR)
olarak gorev yaparken, bazilarinin ise onkogenik (Onko-miR) olarak goérev yaptigi
yapilan profilleme c¢aligmalariyla ortaya konulmustur. Dolayisiyla, timor olusumu ya
timor siipresor miRNA’ larin rediiksiyonu (baskilanmasi) veya down-regiilasyonuyla
ya da onkogenik miRNA’ larin amplifikasyonu veya overekspresyonuyla olusur. Ayrica
timor metastazindada miRNA’ larin etkisi oldugu diistiniilmektedir. Tiimér olusumu
prometastatik miRNA’ larin artmig ekspresyonuyla ve/veya anti-metastatik miRNA’
larin downregiilasyonuyla gerceklesmektedir (O'Day ve Lal 2010). Bu da miRNA’ larin
timor progresyonu, metastazi ve invazyonunda, modiilator (diizenleyici) olarak islev
gordigiinii gostermektedir (Nicoloso ve ark. 2009). Timor siipresor miRNA’ larin
aksine, onkogenik miRNA’ lar ¢ogunlukla kanser tiirlerinde kontrolsiiz biiyiimeyi
arttirict yonde fonksiyon gosterirler (Tam ve ark. 1997). MikroRNA’ lar, onkogen ve
timor slipresor mRNA” larin her ikisini de potansiyel hedef olarak gorebilir (Cowland
ve ark. 2007).

Cogu miRNA’ larin genom iizerinde bulundugu bolgeler ve ifadelenme profilleri goz
Ontine alindiginda karsinogenezde Kilit rollere sahip olabilecegi Ongoriilmiistir
(Sevignani ve ark. 2006, Calin 2009). Belirli bir timorde bir¢ok genin ifadelenme
profili robotik teknolojiler kullanilarak (microarray) cikarilabilmekte ve neredeyse
caligilan timoriin imzas1 (parmak izi) belirlenebilmektedir (Ageilan ve ark. 2009).

Ayrica, degisime ugramis MIRNA ekspresyon diizeyleri, tiimoriin olusum asamalart,
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gelisim asamalari, proliferasyon kapasitesi ve invazyon gibi 6nemli 6zellikleri igin
biyomarker olarak kullanilabilmektedir. MiRNA’ lar, kanserin erken tanisinda ve tedavi

stratejilerinin gelistirilmesinde 6nemli faydalar saglayacagi ortaya konmustur (Faruk ve
ark. 2011).

Kanserdeki miRNA diizensizlikleri epigenetik ve genetik degisikliklerden
kaynaklanmaktadir (Davalos ve ark. 2012). MiRNA’ larin ekspresyon profillerindeki
degisimler gesitli tiimorlerde ayirici tani olarak kullanilmaktadir (Lu ve ark. 2015).
Ayrica 200 adet miRNA’ nin kanserlerin siniflandirilmasinda kullanilabilecegi ile ilgili
calismalar devam etmektedir. Meme ve diger bir¢cok kanserin tanisinda, bu hastaliklarla
iliskili ncRNA’ lar tanmin konmasina yardimci olabilecek araglar olarak
kullanilabilecektir (Swanton ve Caldas 2009). NcRNA’ lar ile farkli birgok hastalik
arasindaki iliski ve ilkel hayvanlarda RNAI temelli ¢aligmalar sayesinde gelisen gen
susturuma caligsmalari, RNA’ larin tedavi ajanlari olarak kullanilabilecegini ortaya
koymustur (Taft ve ark. 2010). RNA temelli ilk tedavi ¢alismalari in vitro insan hiicre
hatlarinda yapilmistir (Elbashir ve ark. 2001). MiRNA’ larin onkogen olarak gorev
yaptig1 hastaliklarda, miRNA antisense oligoniikleotitleri (ASO) kullanilir ve bdylece
MIRNA ekspresyonu azalir veya fonksiyonu baskilanir. MIiRNA ekspresyonunu
arttirmak i¢in tiimor baskilayici olarak islev géren ncRNA’ lar lizerindeki epigenetik
susturmanin kaldirilmas: diisiiniilmektedir. Bunun sonucunda ifadesi artan miRNA’larin
tumor gelisimini durdurdugu ve programli hiicre olimiinii tetikledigi rapor edimistir

(Saito ve ark. 2006).

2.1.6 Mir-22-3p

Olduk¢a korunmus olan insan miR-22 geni, kromzom 17 nin c170rf91 olarak
adlandurilan bolgesinin 5'UTR bdlgesinde lokalizedir. Burasi kirilgan, kansere bagli bir
genomik bolgedir (Lagos-Quintana ve ark 2001, Calin ve ark. 2004, Chang ve ark.
2008). Yaklasik olarak 22 niikleotid uzunlugundadir ve hedef mRNA’ nin 3” UTR
bolgesine baglanarak post transkripsiyonal gen susturmada gorev alir. Meme kanserinde

downregiilasyon gosterdigi bulunmustur (Zhang ve ark. 2010).
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Onceki yapilan galismalara gore, ¢alisilan smirli sayida meme kanser Orneklerinde
HER2+ ile HER 2- meme kanseri 6rnekleri karsilastirildiginda mir-22 ekspresyonunun
HER 2 + de HER 2-° ¢ kiyasla daha disiik oldugu, ER+ ve PR+ meme kanseri
orneklerinde ER- ve PR- meme kanseri Orneklerine kiyasla ekspresyonunun daha
yiiksek oldugu, basal tip ve triple negatifte ise ekspresyon seviyesinin bilinmedigini

gostermistir (Mattie ve ark. 2006).

Son donemlerde arastirmacilar mikroRNA’ larin kanser gelisiminde ¢cok dnemli roller
oynayabileceklerini bulmuslardir. Birgok klinik 6rnekte mir-22 ekspresyonu ile ER
protein ekspresyonu arasinda ters iliski olmast bunu dogrulamistir. Estrojen reseptor,
cesitli genlerin ifadesini diizenler, hiicre proliferasyonunu ve tiimor biiyiimesini
uyararak kanserin olugsmasina sebep olmaktadir. Simdiye kadar yapilan biitiin ¢alismalar
ve deneysel veriler, ERa’ nin mir-22' nin direk hedefi oldugunu gostermektedir (Zhu ve
ark. 2012). Mir-22, ERa pozitif insan meme kanseri hiicre hatlarinda siksik
downregiilasyon gostermektedir. Meme kanseri hiicre hatlar1 arasinda yapilan
incelemelerde mir-22 ekspresyonu ERa-pozitif hiicre hatlarinda (MCF-7 gibi), ERa-
negatif hiicre hatlarina gore (MDA-MB-231, SKBR-3) daha diisitk bulunmustur (Xiong
ve ark 2010).

Timor supresér Mir-22° nin ekspreyonu siirekli olarak metastatik meme kanser
hiicrelerindede down regiilasyon gostermektedir (Patel ve ark. 2011, Zhu ve ark. 2012).
Yapilan bir ¢alismada, mir-22, estrojen reseptoriin O6nemli bir regiilatorii olarak
diistiniilmiistiir ve ER-pozitif insan meme kanseri hiicre hatlarinda ve klinik 6rneklerde
down regiilasyon gostermesi bu durumu kamtlanistir (Xiong ve ark. 2010). Onemli bir
sekilde, hsa-miR-22' nin ER’ yi diizenlendigi gosterilmistir (Pandey ve Picard 2009).

Ayrica, mir-22’ nin yiiksek ekspresyonu meme Kanser hiicrelerinin, metastasini,
invasyonunu ve proliferasyonunu CD147' yi hedefleyerek, in vivo ve in vitro olarak
baskilar (Kong ve ark. 2014). Bu nedenle, mir-22 tiimor supresor olarak fonksiyon
gosterebilmektedir (Xiong ve ark. 2010). Ayrica mir-22 farkli kanser tiirlerinde farkli
ekspresyonlar gostermektedir. Yapilan bi ¢alismada, prostat kanserinde over ekspresyon
gosterirken meme kanseri ve diger bazi kanser tiirlerinde downregiilasyon gosterdigi

bulunmustur (Zhang ve ark. 2010).
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Ayrica, Mir22' nin kanserde onemli bir tedavi edici hedef olabilecegi bildirilmistir.
Yapilan baz1 ¢aligmalarda GLUT-1" in mir-22' nin direk hedefi oldugu bulunmustur.
Mir-22' nn ektopik ekspresyonu GLUT-1" i hedefleyerek meme kanser proliferasyonu
ve invasyonunu inhibe etmektedir. Meme kanseri doku 6rneklerinde, mir-22 ve GLUT-

1 ekspresyonlari arasinda ters bir korelasyon goézlenmistir (Chen ve ark. 2015).

Cizelge 2.1. Hsa-mir-22-3p’nin dizilimi ve sap ilmik sekli (http://www.mirbase.org/cgi-
bin/mirna_entry.pl?acc=MI10000078, 2017)

Hsa-mir-22-3p Dizilimleri

Mir-22
GGCUGAGCCGCAGUAGUUCUUCAGUGGCAAGCUUUAUGUCCUGACCCAG
CUAAAGCU

GCCAGUUGAAGAACUGUUGCccucuGcc

Mir-22-3p aagcugccaguugaagaacugu
Mir-22-5p aguucuucaguggcaagcuuua
Mir-22 sap ilmik dizlimi (pre-miR-22)
u cc - a uccu
5' ggc gag gcaguaguucuucaguggcagcuuua gu g
I T I T a

3'cCg cuC cguugucaagaaguuaccgucgaaau cg C
u -c g - -acc

2.1.7. Mir-103a-3p

Mir-103a-3p (mir-107 ile paralog) gen regiilasyonunda gorev alan bir noncoding RNA’
dir. Mir-103a-3p ve mir-107° nin insanda tahmini ve deneysel olarak bulundugu teyit
edilmistir. (Mourelatos ve ark. 2002). Mir103a-3p evrimsel olarak korunmus 6nemli bir
mMIRNA’ dir ve birgok hiicresel siireglerle Ornegin; hiicresel boliinme, hiicresel

metabolizma, angiogenesis vs. iliskilidir (Finnerty ve ark. 2010).
Mir-103-3p’ nin degismis ekspresyonu ¢esitli kanser, Alzheimer hastaligi, ve diabet gibi
birgok hastalik ile iliskilendirilmistir (Martello ve ark. 2010, Yao ve ark. 2010,

Trajkovski ve ark. 2011). Mir-103a-3p ayrica hiicre ¢ogalmasi ile iliskili bulunmustur
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(Liao ve Lonnerdal 2010). MiR103a-3p’ nin fonksiyonlar1 ¢esitli kanser hiicre
hatlarinda incelenmistir. Mirl03a-3p’ nin ekspresyonu farkli kanser tiirlerinde farkli
ifade seviyeleri gostermektedir (Boren ve ark. 2008, Zhu ve ark. 2012, Liu ve ark. 2013,
Chakraborty ve ark. 2013, Wang ve ark. 2014, Scheffer ve ark. 2014). Kolorektal kanser
hiicrelerinde, mirl03a-3p’ nin apoptozu tesfik eden bir gen olan PER3’ i (Hong ve ark.
2014) ve timor siipresor genlerden olan DICER ve PTEN’ i hedefledigi bulunmustur
(Geng ve ark. 2014). Martello ve ark. (2010) mir103a-3p ve mir-107 ailesinin, DICER’
1 kodlayan mRNA’ nin direk hedefi oldugunu rapor etmislerdir.

MiR-103/107 ve DICER’ in ekspresyon seviyelerinin birka¢ kanser hiicre hattinda ve
direk olarak meme kanseri hastalarindan alinmis ve iretilmis doku Orneklerinde ters
korelasyon gosterdikleri bulunmustur. Bu bulgular sunu ima eder, mir103/107 birden
fazla gene etki ederek hala tanimlanmamis ve metastasla iligkili diger mRNA
molekiillerinin fonsiyonlarin1 diizenliyor olabilir. Aragtirmacilar ayrica, hareketliligi
artmis in vitro meme kansinom hiicrelerinde mir103/107° nin overekspresyonunu
kesfetmislerdir ve ayrica, mirl03/107° nin inhibisyonu yada DICER’ 1n
overekspresyonu in vitro da agrasif meme kanser hiicre hatlarinin hareketliligini
olumsuz yonde etkilemektedir (Martello ve ark. 2010). Bu; mir103a-3p ve mir-107’ nin
DICER’1n ekspresyonunu azaltark hiicre hareketliligini arttirdigin1 ima eder. Martello
ve ark. (2010) galismalar1 sonucunda DICER post tarnskripsiyonel olarak mir103/107
tarafindan baskilaniyor olabilir. Mir-103a-3p 6zellikle meme kanserinde proliferayon
ve tiimoregenezisin kontroliinde gorev almaktadir (Iliopoulos ve ark. 2010, Martello ve
ark. 2010, Farazi ve ark. 2011). Ayrica mir-103a-3p meme kanserinde agresiflik ve
antneopastik (antikanser) terapilere direnglilikte etkileyici rol alir (Di Leva ve ark. 2010,
Iliopoulos ve ark. 2010, Martello ve ark. 2010, Farazi ve ark. 2011).

Kanser hastalarinda yiiksek mir-103a-3p seviyesi onemli 6l¢iide klinik asama ve lenf
nodu metastasi ile iligkili bulunmusur. Ayrica, kanser hastalarindaki Mir-103a-3p’ nin
serumdaki ekspresyon seviyesi normal hastalara gore daha yiiksek bulunmustur.
Bundan yola ¢ikarak, serum mir-103a-3p potansiyel diagnostik bir marker olarak meme
kanserinde islev gorebilir ve hastalarin klinikpatolojik o6zellikleri hakkinda faydal
bilgiler ververebilir (Wang ve ark. 2012).
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Cizelge 2.2. Has-mir-103a-3p’nin dizilimi ve sap ilmik sekli
(http://www.mirbase.org/cgi-bin/mature.pl?mature_acc=MIMAT0000101, 2017)

Hsa-mir-103a-3p Dizilimleri

Mir-103
UACUGCCCUCGGCUUCUUUACAGUGCUGCCUUGUUG
CAUAUGGAUCAAGCAGCAUUGUACAGGGCUAUGAAGGCAUUG

Mir-103a-3pagcagcauuguacagggcuauga
Mir-103 sap ilmik dizlimi (pre-miR-103)

uac c¢c-- uu C uga
5> ugcc uc ggcu cu uacagugeuge uugucu
NIRRT
3> acgg agucgggaauguuacgacgaac a g a
guu aua -c - ugu

2.1.8. Mir-107

Mir-107 geni 10. kromozomda bulunur ve 87 bp uzunlugundadir Has-mir-107
ENSG00000198997 geninin bir iiriiniidiir ve bir ENST00000362127 transkripti vardir.
Precursor mir-107 81 bp uzunlugunda olup, bu gen tarafindan trankribe edilir. Mature
mMIRNA ise 23 bp' lik bi uzunuga sahiptir ve intronlar1 yoktur (Sharma ve Sharma 2013).
Mir-107" nin ileri meme kanserli hastalardan alinan maling dokularda yiiksek

ekspresyon gosterdigi rapor edilmistir (Chen ve ark. 2011).

Insan meme kanserinde miR-103/107" nin yiiksek seviyesi metastaz ve kéotii sonug ile
iligkilidir. Mir-103/107° nin vitro da go¢ kapasitesi sunar ve in vivo olarak agresif
olmayan hiicrelerin metastatik yayilmasina izin verir. Mir 103/107' nin inhibisyonu
malign hiicrelerin migrasyon ve metatasina engel olur (Martello ve ark. 2010).

mirl03 ve 107 prmetastatik miRNA’ lardir ve bu nedenle de yiiksek ekspresyon
seviyeleri meme kanserinde metastas ve kotii sonug ile iliskilendirilmistir (Martello ve

ark. 2010).
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Martello ve ark (2010) mir-107' nin upregiilasyonunun beklendigi gibi DICER’ 1n
knockdown edilmesi ile global hiicresel miRNA” larda diisiise sebep oldugunu gosterdi.
DICER enziminin translasyonunun mir-103a-3p ve mir-107 ile diizenlendigi
calismalarla gosterilmistir (Blenkiron ve ark. 2007, Cheng ve ark. 2009, Grelier ve ark.
2009).

Mir-107 meme kanserinde kotii sonug ve metastasla iliskilidir. Mir-103a-3p ve mir-107
tarafindan down regiilasyona ugrayan DICER-1 enzimi, non metastatik meme kanser
hiicrelerinin metastaz potansiyelini arttiran 6nemli bir anahtar olarak bulunmustur
(Martello ve ark. 2010).

Mir-103 ve mir-107' nin inhibisyonu malign hiicrelerde inhibisyon ve metastaza son

vermektedir (Ventura ve ark. 2008).
Martello ve ark. (2010) miR-103/107' nin DICER' i kodlayan geni hedefleyerek global

miRNA biyosentezini zayiflattigini ve bununda mMIRNA' larin tamamimin down

regiilasyonuna yol actig1 bulmuslardir.
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Cizelge 2.3. Has-mir-107’ nin dizilimi ve sap ilmik sekli
(http://www.mirbase.org/cgi-bin/mirna_entry.pl?acc=M10000114, 2017)

Hsa-mir-107 Dizilimleri

Mir-107
CUCUCUGCUUUCAGCUUCUUUACAGUGUUGCCUUGUGGCAUGGAGUUCA
AGCAGCAUUGUACAGGGCUAUCAAAGCACAGA

Mir-22-3p  agcagcauuguacagggcuauca
Mir-107 sap ilmik dizlimi (pre-miR-107)

cc -Cc uu C u a
5' UCU ugcuuu agcu cu uacaguguugc uug ggc u
I AT g
3' aga acgaaaucgggaauguuacgacgaac uug g
- C cua -c - - a

2.2. GLUT Genleri ve Islevleri

Lipid igerikli hiicre membran1 glukoza gegirgen degildir. Glukozun polar yapili hiicre
membranindan gecebilmesi icin degisik tasiyicilara ihtiyag vardir. Bu nedenle glukoz
hiicre igerisine protein yapisindaki degisik tasiyicilar ile girer ve c¢ikar. Bu tasici
proteinler sodium-glucose co-transporter (SGLT) ve glucose transporters (GLUT)
olarak adlandirilir (Marsenic ve ark. 2009).

Glukozun plazma membranindan gegisi glukoz metabolizmasi i¢in ilk hiz smurlayict
adimdir ve kolaylastirict glukoz tastyicilar1 (GLUTSs) tarafindan gergelestirilir. Protein
sembolii GLUT gen sembolii SLC2 (Henderson 1993). Glukoz transporter ailesinin 14
tane iiyesi tammmlanmistir. Bu genler, ¢oziinmiis madde tasiyicilar ailesi (solute carrier)
SLC2A i¢inde yer almaktadir. Glukoz tasiyicilart doku dagilimlarina goére farklilik
gosterir ve her tasiyici protein glukoz ve diger hekzoslara karsi (6rnegin fruktoz) farkl
afiinitelere sahiptir (Macheda ve ark. 2005, Thorens ve Mueckler 2010). GLUT ailesi 3
alt gruba ayrilir. Sinif | glukoz tasiyicilar, GLUT1-GLUT4’ 1 igerir. Siif II fruktoz
tastyicilar; GLUTS (SLC2A5) ve GLUT7 (SLC2A7), 9 (SLC2A9), 11 (SLC2A11)y’i
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icerir. Smif Il GLUT6 (SLC2A6), 8 (SLC2A8), 10 (SLC2A10), ve 12 (SLC2A12) ve
ayrica H+/myoinositol tagiyicist HMIT (SLC2A13)’ i igerir (Uldry ve Thorens 2004).
Farkli glukoz tasiyicilart dokuya 6zgiidiir ve dokudan dokuya farkli dagilimlar gosterir.
Genelde hiicreye 6zglidiir (Thomas de Montpréville ve ark. 2015).

Glukozun bir bolgeye baglanmasi, taginimla ilgili sekilsel bir degisime neden olur ve
glukoz membranin diger tarafina birakilir ve tasinmis olur. igerde ve disardaki glukoz
baglanma boélgeleri transmembran segmentlerde lokalizedir (Gorga ve Lienhard
1981, Lowe ve Walmsley 1989, Carruthers ve ark. 2009).

GLUT-1 tastyicisinin varligi tiimor ve inflamatuar dokularin FDG (Fluoro 2 Deoxy
Dglucose)’ yi tutup goriintiilenmesi agisindan onemlidir. Clinkii FDG temel olarak
GLUT-1 tarafindan tasinmaktadir (Bachelard 1972).

Kanser hiicrelerinin metabolizmasi ile normal hiicre metabolizmasi arasindaki fark Otto
Warburg tarafindan 1920' li yillarda arastirilmaya baglanmigtir (Warburg 1930, 1956).
Kanser hiicrelerinde artan glukoz alimi ve glikolitik metabolizma normal hiicrelerle
karsilastirilmistir (Young ve Anderson 2008, Ganapathy ve ark. 2009). Bu gozlem ilk
olarak Otto Warburg tarafindan yillar once yapilmis ve rapor edilmistir (Warburg 1930,
1956).

Normal hiicreler ile kanser hiicreleri arasindaki bu fark, daha sonra ‘’Warburg
fenomeni’’ olarak adlandirilmistir. Warburg fenomenine gore normal hiicreler sadece
anaerobik sartlarda glikolizis yolagmi kullanarak laktat iiretirken, timor hiicreleri
oksijen varligindan bagimsiz olarak temel besin olarak glukozu kullanip, bundan
aerobik sartlar altinda glikolizis yaparak laktat iiretmektedir. Birgok doku i¢in en dnemli
ve temel enerji kaynag glukozdur (Vander Heiden 2011). Insiiline duyarli dokularda
glukozu asil tasimada gorevli olan GLUT-4 iken, kanser hiicreleri ve diger tiim insiiline
duyarli olmayan dokularda hiicre i¢ine glukoz tasinmasin1t GLUT-1, GLUT-2 ve GLUT-
3 saglar. Tasiyict proteinler glukoza affiniteleri ve tagima kapasitelerine gore
farklilagirlar (Kroemer ve Pouyssegur 2008, Vander Heiden 2011). GLUT-1, GLUT-2,
GLUT-3 tanskriptlerinin miktarlari ¢ogu kanser dokusunda yiiksektir (Rivenzon-Segal
ve ark. 2003).
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Timor hiicrelerine has olan bu glukoz metabolizmasi normal hiicrelere gore fazla
kullanim metabolizmasi, timor biiylimesi ve gelismesi agisindan da 6nemli faydalar

saglamaktadir (Kroemer ve Pouyssegur 2008, Vander Heiden 2011).

2.2.1. GLUT Genlerinin Kanserle iliskisi

Kanser hiicrelerinde genellikle glukoz tastyicilarinin asirt ekspresyonu goézlenir. Bu
muhtemelen gelecek siireclerde gergeklesecek olan kontrolsiiz ¢ogalma ve metastaz i¢in
gerekli olacak enerjiyi saglamak igin olan bir mekanizmadir (Joost ve Thorens 2001).
Kanser hiicresinin biiylimesi enerji gereksinimi olan bir durumdur. Glukoz aliminda
artts gereklidir. Glukoz tasiyicilart ile ilgili yapilan bir¢ok c¢alismada bugiine kadar
tanimlanan 13 adet glukoz tasiyicisi transmembran GLUT (SLC2A; glukoz transporter)
proteinleri halen 3 grup halinde siniflandirilmakta ve bunlardan en yaygini GLUT-1
olarak kabul edilmektedir (Salas-Burgos ve ark. 2004, VVander Heiden 2011). GLUT-1,
en fazla bulunan iiyedir ve dokuya 6zgiidiir ve ¢ogu fetal ve eriskin memeli hiicre ve
dokusunda bulunmaktadir. GLUT-1 mRNA ekspresyonu tiim erken gelisim evrelerinde
gosterilmistir. Daha sonraki evrelerde dagilim dokuya gore degisir (Castello've artk
1994, Thomas de Montpréville ve ark. 2015). Meme, akciger, kolon, serviks, over ve
mide karsinomu gibi bir¢ok kanser tiirinde GLUT-1" in yiiksek ekspresyonunun varligi
gosterilmistir (Brown ve Vahl 1993, Ogawa ve ark. 1997, Haber ve ark. 1998,
Rudlowski ve ark. 2004, Cantuaria ve ark. 2001). Bunlardan bazilarinda ekspresyon
artigi, kotli prognoz, lenf nodu metastazi ve mortalitede artig ile iliskilendirilmistir

(Younes ve ark. 1996, Roh ve ark. 2009).

Tiim bunlardan yola ¢ikilarak meme kanser hiicre hatlarinda, normal ve insan meme
kanser dokularinda glukoz tastyicilarinin ifadeleri ve fonksiyonlar1 arastiritlmistir (Salas-

Burgos ve ark. 2004).

Sadece tiimor hiicrelerine 6zgii olan bu glukoz metabolizmasi, timor biiylimesi igin
onemli avantajlar sahiptir. Bu avantajlar sunlardir; hiicreler, degisen oksijen diizeyinden
etkilenemeden yasamlarini ve gelisimlerini devam ettirebilirler. Anaerobik glikolizis ile

timor hiicreleri, laktat olustururlar. Bu olusturulan laktik asit tiimor mikrogevresinde
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asidik bir ortam olusturur ve boylelikle tiimor invazyonunu kolaylastirir. Ayrica timor
hiicrelerinin olusturdugu laktik asit, ortamda stromal hiicreler tarafindan alinarak
piirivata ¢evrilir. Stromal hiicreler tarafindan olusturulan piruvat baska islevlerde
kullanilacag1 gibi, besin olarak kanser hiicresine de verilebilir. Boylece tiimdriin
biiyiimesi ve gelismesi igin gerekli enerji saglanir. Kanser hiicresi, glukozu pentoz
fosfat yolagi ile metabolize edebilmektedir. Tiimor hiicreleri bu sayede hiicreyi
kemoterapoétiklere karsi koruyan bir antioksidan olan nikotinamid adenin dintikleotid

fosfat olusumunu saglamaktadir (Kroemer ve Pouyssegur 2008, Vander Heiden 2011).

2.2.2. GLUT-1 (SLC2A1)

Glukoz transporter-1 GLUT-1 ya da SLC2A1 olarak da bilinen ve insanda SLC2A1
geni tarafindan kodlanan bir proteindir (Mueckler ve ark. 1985). En yaygin eksprese
olan heksoz transporter1 birgok hiicre tipinde temel glukoz tasima gorevini siirdiiren
GLUT-1 dir (Manolescu ve ark. 2007, Zhao ve Keating 2007). GLUT-1 memelilerde
glukozun plazma membranindan hiicre i¢ine kolaylastirilmis transportundan goérevlidir

(Olson ve Pessin 1996).

Fizyolojik olarak sentez edilen ve immiinohistokimyasal olarak, glukoz kullanan tiim
hiicre ve dokularda saptanabilir (Zimman ve ark. 2002, Froehner ve ark. 1998). Glikoliz
kanser hiicresinde normal hiicreye gore ¢ok daha fazla artmistir. Kanser hiicrelerinde
glukoz ihtiyag seviyesine gore glukoz tasiyicilarinin degisik derecelerde artmis
ekspresyon seviyeleri gozlenir (Cantuaria ve ark. 2000). insan meme kanserinde GLUT
ekspresyon seviyeleri artmistir, bu da bu hiicrelerin potansiyel go¢ yetenegini artirir.
Yiizey GLUT-1 ekspresyonunun invazivlik yetenegi ile iligkili oldugu goriilmustiir
(Grover-McKay ve ark. 1998).

GLUT-1 glukoz aliminin yan sira vitamin C’ ninde alimmdan sorumlu bir reseptordiir
(Montel-hagen ve ark. 2008). Meme kanserinde GLUT-1 ekspresyonu ¢ok yaygin
olarak calisilmistir (Brown ve Wahl 1993, Younes ve ark. 1995, Brown ve ark. 1996,
Binder ve ark. 1997, Alo ve ark. 2001, Avril ve ark. 2001, Bos ve ark. 2002, Brown ve
ark. 2002, Kang ve ark. 2002, Ravazoula ve ark. 2003).
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GLUT-1 ekspresyonu bir ¢ok tiimoriin 6zellikleri ve nitelikleri ile iliskilendirimistir
(Younes ve ark. 1995, Ravazoula ve ark. 2003).

Bir¢ok calisma GLUT-1 ekspresyonunun bir¢ok tiimorde, tumor gelisimi, karsinogenez
ve kotli prognozla ¢ok yakindan iliskili oldugunu géstermistir (Younes ve ark. 1996,
Haber ve ark. 1998, Airley ve ark. 2001).

Meme timor dokularinda, GLUT-1 ve GLUT-3" iin yiiksek seviyeleri 6nemli koti
sagkalim (tumor sagkalimi) gostergeleridir (Baer ve ark. 1997, Ogawa ve ark. 1997,
Younes ve ark. 1997, Haber ve ark. 1998, Cantuaria ve ark. 2001, Kang ve ark. 2002).
GLUT-1 malign hiicrelerde poliferasyon aktivitesinin, enerji gereksinimleri ve agrasif
davraniglar1 agisindan olumlu yonde etkilidir. GLUT-1 ayrica meme kanserde dahil
birgok kanser hiicre tiplerinde en etkili glukoz transporter olarak goriiniir (Boado ve ark.
1994, Younes ve ark. 1995, 1997, Kang ve ark. 2002, Godoy ve ark. 2006, Amann ve
ark. 2009).

GLUT-1 bas ve boyun yasst hiicreli karsinomlarinda (squamus cell carsinome) en
baskin ve en yaygin olarak eksprese olan iiyedir (Kunkel ve ark. 2003). GLUT-1
geninde olusacak mutasyonlar GLUT-1 defektine yada daha az olarak otozomal
dominant bir hastalik olan DEVIVO (glukoz transporter protein sendrom) hastaligina
sebep olmaktadir (Seidner ve ark. 1998). GLUT-1 patolojide sik¢a Kkullanilan bir
markerdir. Onun ekspresyonu bebeklik doneminde olusan vaskiiler tumor ile diger
vaskiiler lezyonlari ayirmak i¢in kullanur. GLUT-1 ayrica perineurial (sinir liflerinin
olusturdugu demeti saran zar tabakasi) hiicrelerinin ve perinora tiimorlerin taninmasinda
kullanilir. GLUT-1 malign mesothelioma (asbestos nedenli akciger kanseri) da reaktif
mesothelial lezyonlardan daha ¢ok eksprese oldugu goriilmiisiir. Ayrica GLUT-1" in
onkolojide terdpetik hedef olabilecegi Onerilmistir (Thomas de Montpréville ve ark.
2015). GLUT-1 ekspresyonu insan meme Kkanserinde bilinen diger prognostik
markerlarla iligki i¢indedir (Younes ve ark. 1995). GLUT-1" in yiiksek seviyesi beyin,
meme, bas ve boyu, mesane, bobrek, kolorektal, akciger ve over kanserlerini igeren
hemen hemen tiim kanser tiirlerinde gosterilmistir (Macheda ve ark. 2005). GLUT-1
ekspresyonu, akciger, kolorektal, gastrik ve over kanserlerinde artan malignite,
invazyon ve kotii prognozla iliskilendirilmistir (Younes ve ark. 1997, Haber ve ark.
1998, Kawamura ve ark. 2001, Sakashita ve ark. 2001, Kalir ve ark. 2002). Daha ileri
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evre kanserlerinde ve poliferatif indeksi daha yiiksek ve farklilagma derecesi daha diisiik
derecede olan kanserlerde GLUT-1 ekspresyonu kismen daha yiiksektir. Meme
kanserlerinde GLUT-1 ve GLUT-3 protein ekspresyonu ¢alismalar1 degisken sonuglar
vermistir. Bazi immunohistokimyasal caligmalar, meme tiimoérlerinin yaklasik % 50'
sinde GLUT-1 ekspresyonu ve GLUT-3 ekspresyonu ise sadece % 25' inde tespit
etmistir (Younes ve ark 1995, Kang ve ark. 2002, Schmidt ve ark. 2010). 118 meme
kanserli hastada yapilan bir ¢alisma tiimorlerin % 42” sinde GLUT-1 ekspresyonu ve
artan ekspresyonla birlikte kanserin daha yiliksek derecesi ve poliferatif aktivite ile
iligkisi ispat edilmistr (Younes ve ark 1995). Ayrica Kang ve ark. (2002) yaptiklar
calismada GLUT-1’ in 6strojen ve progesteron hormon reseporleri ile arasinda énemli

bir iliski oldugunu gostermistir.

[ 42850631 o [ 43156396
ATPGUELPL SLOZAL-ASL FANL&3A
NKRNGR 5L C2A1 A
RNUG-330P

Sekil 2.5. SLC2A1 (GLUT1) geninin kromozoma yerlesimi
(https://www.ncbi.nlm.nih. gov/gene/6513)

2.2.3. GLUT-3 (SLC2A3)

GLUT-3 kesfedilen 3. Glukoz tasiyicisidir, 1988 de fetal kas iskelet hiicrelerinden
klonlanan ilk glukoz transporterdir. GLUT-1 ile % 64.4° lik bir benzerligi
paylasmaktadir. Glukoz transporter-3 (GLUT-3), ayricasivi tasiyici-2 ailesinin
kolaylastirilmis glukoz tasiyici iiyesi 3 (SLC2A3) olarak da bilinir. SLC2A3 geninden
kodlanir (Kayano ve ark. 1988).

GLUT-3 noéron spesifik bir glukoz tasiyicisidir ve beyinde glukoz homeostazinden
sorumludur (Lund-Andersen 1979, Pardridge 1983, Duelli veKuschinsky 2001). GLUT-
3 en sik olarak ndronlarda ve plasentada eksprese olur (lllsley ve ark. 1998, Khan ve
ark. 1999).

GLUT-3 memeli plazma membranindan glukozun transportunu kolaylastirir. GLUT-3

ayrica insan malign hiicrelerinde eksprese olur fakat GLUT-1 kadar sik degildir (Boado
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ve ark. 1994). Oligoiikleotid microarray analizleri SLC2A3’ {in yiiksek ekspresyonunun
timdr bilytkliigii, patolojik evre ve dilde kanserin niiksetmesi ile aralarinda baglanti
oldugunu ortaya cikartmistir (Estilo ve ark. 2009). Immunohistokimyasal olarak
degerlendrilen GLUT-3 protein ekspresyonu kii¢iik hiicreli akciger kanserinde, agiz
yassi hiicre kanserinde ve laringal kanserlerde kotii prognoz indikatoriidiir (Younes ve

ark. 1997, Ayala ve ark. 2010, Baer ve ark. 2002).

Yapilan bir c¢alismada GLUT-1 ve GLUT-3 mRNA ekspresyonu meme kanser
vakalarinda sirasiyla % 50 (35/70) ve % 40 (28/70) olarak bulunmustur. Normal meme
dokularinda ise GLUT-1 ve GLUT-3 mRNA ekspresyonu % 41.7 (15/36) ve % 13.9
(5/36) ornekte gozlenmistir (Krzeslak ve ark. 2012). Farkli ¢aligmalar farkli sonuglar
vermistir. Younes ve ark. (1997), meme kanserinde GLUT-3 ekspresyonunu ispat
edememistir. Yiiksek GLUT-3 ekspresyonu meme kanserinde kotii tiimor (histoloji)
derecesi ile yakindan iliskilidir (Godoy ve ark. 2006). Baz1 ¢alismalarda ise onemli bir
sekilde GLUT-3 ekspresyonu GLUT-1" e gore Ostrojen ve progesteron reseptor pozitif
kanserlerde negatif kanserlere gore daha yiiksektir. Bu sonuglar kanserde hormonal

reglilasyon ve glukoz transporterlar arasindaki iliski agisindan 6nemlidir (Krzeslak ve
ark. 2012).

[ 7812512 pp [ 7995075 o

SLC2AL4 SLC2AT Hfp— RPE20P23
LOCiong 30582 LOCI07 934520
NANOGRL

Sekil 2.6. SLC2A3 (GLUT3) geninin kromozoma yerlesimi
(https://www.ncbi.nlm.nih. gov/gene/6515)

2.3. Meme kanseri

Meme bezi, siit iretimi gorevi olan modifiye bir apokrin ter bezidir (Ellis ve Cox 1984,
Weinstein 1990, MacNoughton ve ark. 1992, Hammond ve ark. 1994). Eriskin kadin
normal meme dokusu epitelyal ve stromal elemanlardan olusur. Dallanan duktus

yapilar1 ile birlesen lobiiller epitelyal komponenti olustururken, degisik oranlardaki
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adipoz ve fibroz bag dokusu stromal komponenti meydana getirir. Yas ve hormonal ile
baglantili olarak meme dokusunun belirgin bir i¢ dinamigi vardir (Hammond ve ark.
1994).

Meme kanseri kompleks ve birkag sebebe bagli bir hastaliktir (Bertos ve Park 2011).
Kalitsal, ailesel ve sporadik olarak 3 gruba ayrilir. Ailede bir veya birden fazla bireyde
meme kanseri goriilmesi durumunda buna ailesel meme kanseri denilmektedir. Meme
kanseri ile dogrudan iliskisi bulunmus olan BRCAL ve BRCA2 genlerinde mutasyon
olmasi, ailede kisilerde kanserin erken yasta goriilmesi, ailede erkeklerde de meme
kanserinin ortya ¢ikmasi hastaligin kalitsal oldugunu isaret etmektedir. Kalitsal meme
kanseri sahip kisilerin yasamlarinda meme kanserine yakalanma riskleri % 85 gibi ¢ok
yiiksek orandir. Ailesel ve kalitsal bir baglantisi olmayan bu iki grubun disinda kalanlar
ise sporadik (tesadiifi/rastlantisal) meme kanserlerdir (http://www.cancer.org, 2017).
Amerikan Kanser Dernegi’nin son istatistiklerine gére her 8 kadindan 1 tanesinde
invaziv meme kanseri gelismektedir ve meme kanseri kadinlarda en sik goriilen kanser
tiridiir, akciger kanserinden sonra kadmnlarda kanser oliimlerinde ikinci siradadir

(Rakha ve ark. 2010).

Meme kanserinin biiyiik cogunlugu sporadik vakalardir fakat yaklasik % 5-10 oraninda
kalitsal nedenli ailesel meme kanserleride ortaya ¢ikmaktadir. Meme kanseri olusumuna
bircok gen eslik eder (http/www.expertreviews.org, 2017). Tiimor hiicre anjiyogenez,
dolasimda bulunmasi, intravazyonu ve siirekli biliylimesi metastatik siirecin i¢indedir.
Bu siireglerdeki molekiiler ihtiyaclar ise doku spesifik olabilmektedir. Meme
karsinomlarinda daha ¢ok kemik ya da akciger metaztaz1 sézkonusudur (Shenouda ve
Alahari 2009). Ozellikle anne veya kiz kardeslerinde meme kanseri olan kadinlarda risk
normale gore cok daha fazladir. Bu kisilerde hastalik yaklagik 10-12 yi1l daha erken
cikar. Kan grubu “0” olan kadinlarda benign over kistleri, meme hastaliklar1 ve geng
yaslarda meme kanseri gozlenmektedir digerlerine gore daha fazla gézlenmistir (Topuz

Erkan ve ark. 1997)

Herediter bazi sendromlarin ortaya g¢ikmaindan dolayida meme kanserinin olusma

sikligi artar. Bu sendromlarin bazilari: Li-Fraumeri sendromu, Herediter meme-over
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kanseri sendromu, Cowden Sendromu, bolgeye spesifik herediter meme kanseri, Muir
Sendromu vb. (Cetin ve Demirci 1995, Topuz Erkan ve ark. 1997). 20 yas sonrasinda
meme kanser insidans artar ve 45-55 yaslar arasinda plato yapar, 55 yasindan sonra

insidansta hizil1 bir sekilde yiikselme gostermktedir (Topuz Erkan ve ark. 1997)

Endojen kaynakli Ostrojen fazlaliginin da anlamli bir rol oynadigi diistiniilmektedir
(Wittliff 1984). Ozellikle obezite de menapoz sonrasi igin, kadilarda meme kanseri igin
risk faktoriidiir (Harvie ve ark 2003). Obeziteye bagli hormonal degisimlerin 6zellikle
Ostrojen tretimindeki yiikselise bagl bir yan etki oldugu diisiiniilmektedir (Stephenson
ve Rose 2003) Yiiksek endojen Ostrojen seviyesinin memede menopoz sonrasi
karsinomanin ilerlemesini arttirdigi rapor edilmistir. Obez kadinlarda Ostrojen artar,
menopoz sonrast donemde ise plazmadaki Ostrojen konsantrasyonu da yiikselir.
Ostrojenlerin artis1, meme kanseri riskini arttirabilmekte, dstrojen reseptor pozitif meme

kanserlerinin ilerlemesini artirmaktadir (Rose ve ark. 2004).

Yillar gectikce meme kanseri goriilme siklig1 artis gostermekle birlikte erken tani ve
tedavi yontemlerindeki gelismeler sayesinde 6liim oranlarinda azalma goriilmektedir.
Saglik Bakanligi’ nin verilerine gore Tiirkiye’ de meme kanseri insidansinin kadinlar
arasinda yaklastk % 35 oldugu gorilmistir (Tuncer 2008). Ayrica yine Saglik
Bakanligi’nin verileri ve Meme Hastaliklar1 Dernekleri Federasyonu’ nun veri tabanina
bakildiginda da iilkemizin batisindaki meme kanseri insidansinin doguya goére yaklasik
2 kat daha fazla oldugu gériilmektedir (Ozmen ve ark. 2009).

Ostrojen hormonuna maruz kalinan siire nekadar fazla ise meme kanseri olusum ve
gelisim riskide okadar artar, Ostrojene maruz kalinan siire nekadar azalir ise risk de
azalir (Hsieh ve ark. 1990, Colditz ve Rosner 1997). Ozellikle 10-14 yas arasinda meme
aktif olarak gelisim siirecindedir. Radyasyona maruz kalmak meme kanseri riskini
artirmaktadir. 45 yasindan sonra ise radyasyona maruz kalinirsa veya radyoterapi meme
kanseri riskini etkilememektedir (John ve Kelsey 1993).

Alkol kullanimmin 0stradiol serum seviyelerini yiikselttigi bilinmektedir. Birgok
calismada orta diizeyde alkol aliminin meme kanseri insidansinda % 30-50 oraninda

artisa sebep oldugu gosterilmistir (Terry ve ark. 2006). Yakin zamanda bu konu ile ilgili

32



yapilan toplum bazli br ¢alismada, artmis alkol aliminin §strojen reseptor pozitif meme

kanser gelisimine katki sagladig gosterilmistir (Suzuki ve ark. 2005).

2.3.1. Meme kanserinde Molekiiler Subgruplar

Meme kanseri klinik, histopatolojik, steroid hormon reseptdrii vb. biyolojik 6zellikleri
ve tedaviye yanitlarina gore farklilik gésteren heterojen bir tiimordiir (Fulford ve ark.
2006). Meme kanserinin gruplandirilmis alttipleri iki esas epitel hiicre tipinde goriilen
gen ifade profiline goére isim almislardir. Liiminal epitel hiicreler normal meme
dokusunda kanal veya lobiillerin liimenini kaplayan tek sirali hiicrelerdir. Bazal
miyoepitelyal hiicreler ise liiminal hiicreleri gevreleyen sekonder hiicrelerdir (Valentin

ve ark. 2012).

Uzun yillardir histoloji ve morfolojinin baz alindig bir klasifikasyon kullanilmaktaydi.
Fakat glinlimiizde ayni tedaviyi alan ve aymi histoloji ve klinik evredeki hastalarin
seyirlerinin farkli olabildigi goriilmiis, ve bundan yola ¢ikilarak molekiiler farkliliklarin
prognoz iizerine etkileri aragtirmacilarin yeni konusu olmaya baglamistir. Q-RT-PCR
ve mikroarrey teknolojilerindeki ilerlemeler sayesinde artik meme kanserlerinin
molekiiler olarak gen ifade profilleri ¢ikartilmis ve bu heterojen tabloya gore de
meme kanseri alt siniflar1 olusturulmustur (Sorlie ve ark. 2001, 2003, Gusterson ve ark.
2005).

Meme kanseri, Perou ve ark. tarafindan 2000 yilinda yapilan kapsamli ve ¢ok etki
yaratan gen ifade analizi ¢alismasiyla 6nce 4 gruba ayrilmistir (Perou ve ark. 2000).
Daha sonra ise luminal tip de kendi arasinda luminal A ve luminal B’ye ayrilarak
sonugta 5 alt tip olusturulmustur (Sorlie ve ark. 2003). Son olarak 2007 yilinda yapilan
calisma ile bu alt tiplere claudin low eklenmistir. Boylece molekiiler 6zelliklere gore
meme kanseri 6 alt tipe ayrilmistir (Herschkowitz ve ark. 2007). Klasifikayon su
ozelliklere dayanmaktadir; histolojik tip, tumor gradi, lenf nodu boyutu ve tahmini
markerlarin 6rnegin ER ve HER2’ nin varligidir (Perou ve ark. 1999, 2000).

Bu sekilde tanimlanmig subgruplarin daha ileri seviyede gruplandirilip ayrimlastirilmasi
da olasidir ve buna ihtiya¢da vardir. Son yapilan ¢aligsmalarla, HER-2+ alt grubu, klinik

olarak farkli davranis bigimleri sergileyen 3 gruba ayrilmistir, bunlardan birisi ¢ok
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agresif davranis sergilemektedir. Bu farklililk nedeniyle, HER-2 hastalarinin
prognozlarindaki farkliliklar1 agiklayabilecek belirleyiciler gelistirilmeye g¢aligilmistir

(Staaf ve ark. 2010).

Meme kanseri molekiiler alt tipler, ozellikleri ve bu o6zelliklere sahip farkli hiicre

hatlarthiicre hatlar1 Cizelge 2.4” de gosterilmistir (Neve ve ark. 2006, Prat ve ark. 2010).

Cizelge 2.4. Meme kanseri molekiiler 6zelliklerine gore alt tiplerinin siniflandirilmasi
(Neve ve ark. 2006, Prat ve ark. 2010)

Classification Immunoprofile  Other characteristics E:gyple sl
. : MCF-7
+ +/- o e y
Luminal A EEéFZ)R ! 15'27 or ‘}“Su(ll"gerr‘ﬁ"'k'e T47D,
emoterapiye duya SUM185
Ki67yiiksek,kemoterapiye
Luminal B ER*PR", degisken olarak duyarli, BT474, ZR-
HER2* HER2+ olanlar 75
trastusumab duyarlt
. - ho- . Genellikle kemoterapiye = MDA-MB-
Basal Tip ER,PR’, HER2 duyarls 468, SUM190
Ki67, E-cadherin,
claudin-3, claudinin-4 and EALSA;%J\ADA
Claudin-low ER PR, HER2" claudinin-7 disiik. Orta H3578T’
derecede  kemoterapiye SUM1315
duyarl
ER PR- Ki67 yiiksek, trastusumab ~ SKBR3,
HER?2 St duyarli, chemotherapiye @ MDA-MB-
HER?2
duyarl 453
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Asagida meme kanseri molekiiler alttiplerin kisaca 6zellikleri verilmistir.

1-Luminal A

Estrojen reseptorii (ER) genleri yliksek ekspresyon gosterir. Progesteron reseptorii (PR)
pozitifte olabilir negatif de. Ki-67 ile zayif boyanirlar bundan dolay:1 proliferasyon
hizlar1 dasiiktir. Luminal A human epidermal growth factor receptor (HER2)
negatiftirler. Luminal A grubu tiimorler hormonoterapi alabilirler ve en iyi prognozlu
grupturlar (Perou ve ark. 1999, 2000). Bu alt-tipteki meme kanseri hastalar1 diger alt-
tiplere gore ciddi bigimde disiikk relaps oranmna sahiptir. Relapslar farkli organ
metastazlari ile ortaya ¢ikabilir. Yiiksek oranda kemik metastazi, diisiik oranlarda ise

merkezi sinir sistemi, karaciger ve akciger metastazlar1 goriilebilir (Eroles ve ark. 2012).

2-Luminal B

Luminal B tiimorlerde ER+ olmakla birlikte PR pozitifde olabilir negatif de. HER2
pozitiftir ve bazal benzeri tipe daha yakindir. Luminal B tip, hormon reseptorii pozitif
olan tipler i¢inde kotii prognozlu olan gruptur. Luminal A ve luminal B tipi kanserler
meme Kkanserlerinin yaklagik %’ {inii olusturmaktadir (Brenton ve ark. 2005). Ki 67
degeri yiiksektir. Luminal A’ da ER genleri daha fazla ifade edilirken, Luminal B’ de
proliferatif genlerin ifadesi daha fazladir. Luminal B grubunda ER genlerinin ifade
seviyesi orta diizeydedir. Her ne kadar HER-2 negatif olsa da Ki 67 %14’ den daha
yiiksek ise luminal A’dan ayrilir (Goldhirsch ve ark. 2011). Sagkalim agisindan luminal
A tiimorlerinden daha kétidiir (Cheang ve ark. 2008).

ER ve/veya PR pozitif olan (luminal) tiimorlerde, niiks ve mortalite riski, hormon
reseptor negatif olanlardan daha distktir (Prat ve ark. 2013). Lumina A ve B
timorlerin her ikiside endokrin tedavilerden fayda gorseler bile, luminal A’ nin

prognozu luminal B’ den daha iyidir (Kim ve ark. 2012, Prat ve ark. 2013).
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3-Bazal tip ve/veya Triple Negatif

ER ve PR reseptorleri ve HER-2 negatiftir. Cogunlukla Epidermal growth factor
receptor (EGFR) pozitif bulunur (Cheang ve ark. 2008). Ki-67 boyanmasi iyi, genellikle
biiyiikk ¢apli tiimorlerdir. Erken uzak metastaz yapmaya egilimlidirler. Kemoterapiye
duyarhdirlar, ancak prognozlari kotiidiir (Spitale ve ark. 2009).

Aralarinda bire bir 6rtiisme olmasa da bazen tglii negatif (triple negatif) tiimorler olarak
da adlandirilirlar. Bu isimlendirme ER, PR ve HER2 negatifliginden dolayidir. Uglii
negative meme kanserlerinin %80’ bazal tip Ozellik tasir. Proliferasyon hizlar

yiiksektir (Nielsen ve ark. 2004).

4-HER-2 Pozitif:

HER2-pozitif alt tipte HER-2 gen ifadesi yiiksektir. ER ve PR reseptorler negatiftir.
Ki67 boyanmasi yiiksektir. Lenf bezi tutulumu siklikla gozlenir. Kemoterapiye ve anti
HER-2 tedavilere iyi yanit verirler (Peppercorn ve ark. 2008).

HER2 gen ifade seviyesi luminal B ‘ye gore ¢ok daha fazladir. Agresif tiimorlerdir.
HER2 + meme kanserinde prognoz diger alt tiplere gore daha kotiidiir. Bunun nedeni

proliferasyon hizinin daha yiliksek olmasi ve metastaz potansiyelinin fazla olmasidir

(Tagliabue ve ark. 2003).

5-Normal meme benzeri

Bu grup, tiimor hiicre igerigi az, normal doku komponenti fazla olan 6rnekleri temsil
ediyor gibi goriinmektedir (Perou ve ark 2000).

Meme kanserlerinin % 5-10 unu normal meme-benzeri alt-tip olusturur. Adipoz doku
genlerinin ekspresyonuyla karakterizedir. Normal meme benzeri alttipinin prognozu
liminal alttiplere gore daha kotii, bazal benzeri alttiplere gore ise daha iyidir. Bunlarda
bazal benzeri alttiplerdeki gibi 3’ lii negatiftirler. Ancak, bazal benzeri alttipte oldugu
gibi CK5 ve EGFR genlerini eksprese etmezler. Bazi arastirmacilara gore calismalar
esnasinda tiimor dokusunun adipoz doku ile fazla kontaminasyonu nedeniyle bu grubun

belirlendigini diisiinmektedir (Eroles ve ark. 2012).
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6-Claudin-low

2007 yilinda Claudin-low adli ayr1 bir grup tanimlanmustir. Bu tipte de ti¢lii negatiflik
durumu vardir ancak bunlar farkli olarak meme kanseri kok hiicresi ozelliklerini tasir

(Herschkowitz ve ark. 2007).

Bu alttip; claudin 3, 4, 7 ve e-cadherin gibi transmembran proteinleri ve adezyon
molekiillerinin azlig1 ile karakterizedir; buna karsilik yiiksek oranda mezenkimal ve
meme kok hiicresi benzerligi gosterirler. Cogunun prognozu kétiidiir. ER-, PR-, HER2-
timorlere de benzedigi belirtilmistir. Klaudin diistik alt tip meme kanserlerinin % 5-7°

sini olustururlar (Prat ve ark. 2010).

2.3.2. Hormon Reseptorleri ve HER2/neu (cerbB2) Proteini

Reseptorler tumor hiicre yilizeyinde bulunan protein molekiillerdir. Bir radyo anteni gibi
islev goriirler. Bu molekiiller sinyal aldikca hiicreler aldiklar1 sinyale uygun cevabi
verirler. ER ve PR reseptorleri Ostrojen ve progesteron hormonlarindan bilyliime i¢in
sinyal alir. Yapilan tedavi, hormon iiretiminini durdurmay1 ya da reseptorlere gelen
sinyalleri bloke etmeyi boylelikle kanseri kontrol altina almay1 hedefler.
(http://www.tnbcfoundation.org/State-of-the-Art%20Treatment%20for%20TNBC.pdf).
Meme kanserlerinin gelismesinde hormonlarin ¢ok biiyiik rolii oldugu ve hormonlarin
etkisi olmadan meme kanseri olmayacagi rapor edilmistir. Reseptor pozitif tiimorler
hormonal tedaviye daha iyi cevap verirler ve daha iyi prognoz gosteririler. Niiks ve
metastaz yOniinden reseptor pozitifligin Oneminin olmadigir gosterilmistir. Tiimdrde
Ostrojen reseptorii yani sira progesteron reseptOriiniin de pozitif olmasi hormonal
tedaviye cevabi arrttirmaktadir (Meites ve ark. 1972, Cuzick ve ark. 1986). Hastaligin
olusmasinda Gstrojenler ¢cok 6nemli bir role sahiptir (Meites ve ark.,1972). Buyiizden
meme kanseri kadinlada erkeklere oranla 100 kat daha sik goriilmektedir (Santen ve ark.

2007).

HER?2, epidermal biiylime faktorii reseptor ailesinin 4 iiyesinden bir tanesidir. Bu
ailedeki diger tiyeler EGFR (HER1), HER3 ve HER4’tiir. HER2 reseptdrleri aktif hale
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gelince hiicre i¢indeki sinyal ileti yollarmi aktif hale getirerek hiicrenin degisimine ve
proliferasyonuna neden olurlar (Sorlie ve ark. 2001, 2003). Meme karsinomlarmin %
10-30° unda FISH (fluorescent in situ hybridization) ile saptanan HER-2/neu gen
amplifikasyonu ve immunhistokimyasal yontemle saptanan protein overekspresyonu
vardir. HER-2/neu overekspresyonu kotii prognostik parametredir, lenf nodu metastazi

olan ve hormon reseptorleri negatif tiimdrlerde goriilmektedir (Ilvan 2006).

2.3.3. Meme Kanserinin TNM Sistemine Gore Siniflandirilmasi ve Evrelemesi

1954 yilinda tim kanserler i¢in uygulanabilecek bu evreleme sisteminin prensipleri
gelistirilmeye baslanmis International Union Against Cancer (IUCC) tarafindan
yayinlanmistir (Donegan 1995, Compton ve ark. 2002). The American Joint Committee
on Cancer (AJCC) TNM sistemine gore evreleme olusturulmustur. Bu sistem 2002
yilinda modifiye edilmistir (Engin ve Erisen 2003, Cavusoglu ve ark. 2009).

Fakat Klinik olarak en kullamishi evreleme sistemi “American Joint Committee on
Cancer” (AJCC) ve “International Union for Cancer Control” (UICC) tarafindan birlikte
gelistirilen tiimoér-nod-metastaz (TNM) sistemidir (Compton ve ark. 2002).

Tedavi kararlarinda lenf nodu tutulumu, tiimor boyutu, tiimoérde Gstrojen ve progesteron
reseptorlerinin olup olmamasi, HER2/neu durumu, menapoz durumu ve hastanin genel
durumu dikkate alinmaktadir. Bu nedenle evreleme ¢ok Onem tasimaktadir. Son
donemlerde meme kanserinin tanisinda, evrelendirilmesinde ve tedavisinde elde edilen
gelismeler, hastalarin sagkalimlarinda, 6nemli dlgiide fayda saglanmistir (Rosen 1995,
Hoover 1996).
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Cizelge 2.5. Meme kanserinin TNM sistemi ile siiflandirilmasi (Edge ve ark.
2010)

Primer Tiimoér (T)

TX Primer tiimor degerlendirilemiyor
TO Primer tiimdre ait bulgu yok
Tis  Karsinoma in situ

T1 Tiimoriin en biiylik boyutu < 20mm
T1mik Timoriin en biiyiik boyutu < 1 mm
Tla Timdriin en biiyiik boyutu >1 mm fakat <5 mm
Tlb  Timoriin en biiyiik boyutu > 5 mm fakat < 10 mm
Tlc Timdriin en bilyliik boyutu > 10 mm fakat <20 mm

T2 Timoriin en biylik boyutu > 20 mm fakat < 50 mm
T3 Timoriin en biylik boyutu > 50 mm
T4 Timor herhangi bir boyutta fakat gogiis duvari ve/veya cilt tutulumu

(tilserasyon veya cilt nodiilleri) var
Not: Sadece dermis invazyonu T4 olarak degerlendirilmez
T4a  Gogiis duvarina yayilim var fakat pektoral kas tutulumu yok

T4b  Inflamatuvar kanser 6zelliklerini igermeyen ciltte iilserasyon ve/veya ayni
taraf memede satellit nodiiller ve/veya 6dem (peau d’orange-portakal kabugu
gOriinliimii)

T4c  Hem T4a hem de T4b

T4d  Inflamatuvar karsinom

Bolgesel Lenf Nodlar1 (N)

Nx Bolgesel lenf nodlar1 degerlendirilemiyor (6rnegin dnceden g¢ikarilmis)
NO Boélgesel lenf nodlarinda metastaz yok
N1 Ayni taraf diizey I ve II aksiller lenf nodlarinda hareketli metastatik lenf nodlar1

N2 Aymi taraf diizey I ve II aksiller lenf nodlarinda birbirine yapisik veya fikse lenf
nodlari; veya klinik olarak tespit edilmeyen aksiller lenf nodlarinda metastaz
olmaksizin klinik olarak tespit edilen internal mammaryan lenf nodlarinda
metastaz

N3 Ayni taraf diizey I ve II aksiller lenf nodlarinda metastaz olsun ya da olmasin ayni1
taraf infraklavikuler lenf nodu metastaz1 (Diizey III); veya klinik olarak aksiller
lenf nodu metastazi ile birlikte klinik olarak tespit edilmis ayni taraf internal
mammaryan lenf nodlarinda metastaz; veya aksiller ya da internal mammaryan
lenf nodlarinda metastaz olsun ya da olmasin ayni taraf supraklavikuler lenf
nodlarinda metastaz

Uzak Metastaz(M)

MO  Uzak metastaza ait klinik veya radyolojik bulgu yok

cMO Uzak metastaza ait klinik veya radyolojik bulgu yok, fakat metastaza ait

(i+) semptom ve bulgusu olmayan hastada kanda, kemik iliginde veya bolgesel
olmayan lenf nodlarinda 0,2 mm’den biiyiik olmayan molekiiler veya
mikroskopik olarak saptanmig tiimor hiicreleri

M1  Klinik ve radyolojik olarak tespit edilen uzak metastaz ve/veya histolojik
olarak 0,2 mm’den biiyiik uzak metastaz
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Cizelge 2.6. Meme kanserinde evreleme (Singletary ve ark. 2002)

Evre T N M
Evre 0 Tis NO MO
Evre IA T1 NO MO
Evre IB TO N1mi MO
Tl N1mi MO
Evre 1A TO N1 MO
Tl N1 MO
T2 NO MO
Evre 11B T2 N1 MO
T3 NO MO
Evre 1HIA TO N2 MO
Tl N2 MO
T2 N2 MO
T3 N1 MO
T3 N2 MO
Evre 111B T4 NO MO
T4 N1 MO
T4 N2 MO
Evre IIIC Herhangi bir T N3 MO
Evre IV Herhangi bir T Herhangi bir N M<1/td>

2.3.4. Meme Kanseri Hiicre Hatlar:

1900" lerin  ortalarma  dogru laboratuvarda  hayvansal  hiicre  kiiltiiri
teknikleri uygulanmaya baglanmis fakat 19. yy ortalarina dogru doku kaynaklarindan
ayrilarak stirdiiriilebilir yagsayan hiicre hatlar1 kavrami ortaya konmustur. 1951 yilinda
Baltimore labratuvarinda George Gey tarafindan Ilk kanser hiicre hatt1 olsturulmustur
(Gey ve ark. 1952).

Kanser arastirmalar1 yapmak i¢in meme kanseri hiicre hatlari sik sik tercih edilmektedir.
Bunun yaninda hTERT 6limsiizlestrilmis meme epitelyum hiicre hattida kontrol olarak
kullanilmaktadir (Holliday ve Speirs 2011).

Insan meme kanser hiicre hatlari miikemmel deneysel modelerdir ve hem in vivo hem in
vitro kosullarda doku gibi biyiitiildiiginde, klinik 6nemi olan mMIRNA' larin
arastirilmasinda kullanilabilen yenilenebilir kaynaklardir (Hwang ve Mendell 2006,
Voorhoeve ve ark. 2006, Miller ve ark. 2008, Farazi ve ark. 2011, Ryu ve ark. 2011).
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2.3.4.1. SKBR-3

SKBR-3 hiicre hatt1 ilk olarak 1970 de 43 yasinda beyaz irktan maling meme
adenokarsinomu olan bir kadindan almmistir (Trempe 1976). SKBR-3, HER-2
(Neu/ErbB-2) geninin yiiksek ekspresyonunu gosteren insan meme kanser hiicre
hattidir. Bu hiicreler doku kiiltiirinde epitel morfoloji gosterir ve immun sistemi
baskilanmis farelerde kotii huylu tiimorler olusturma yetisine sahiptirler. Bu hiicre
hattint HER-2 yi hedef alan teroaptik ajanlar1 gdrmek igin ve HER-2 hedefine yonelik
terapiler i¢in direnglilik mekanizmasini gérmek iginklinik Oncesinde kullanilan bir
modeldir (Fogh 1975, Hudziak ve ark. 1997). SKBR-3 meme kanseri hiicre hattinin

morfolojik goriintiisii sekil 2.7.” de gdsterilmistir.

Sekil 2.7. SKBR-3 hiicre hattinin morfolojisi
(https://www.lgcstandards-atcc.org/~/media/Attachments/7/C/7/0/25937.ashx,
2017)

2.3.4.2. MCF-7

Insan meme kanseri modellerinden biri olan MCF-7 hiicre hatt1, 1970 yilinda 69 yasinda
beyaz irk bir kadindan izole edilmistir (Kars ve ark. 2006). MCF-7 hiicre hattinin ismi
1973' de Herbert Soule ve arkadaslar1 tarafidan Detroit’ de kurulan hiicre hatti
enstitiisiine ithafen Michigan Cancer Foundation-7° nin bas harflerinden
gelmektedir. The Michigan Cancer vakfi suan Barbara Ann Karmanos Cancer Institute
olarakta bilinmektedir (Glodek 1990, Levenson ve Jordan 1997).
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Ostrojen bagimli insan meme Kkanser hiicre hattidir. Yani ER+, PR +/-, HER2 — * dir
(Levenson ve Jordan 1997). Bu hiicreler suanki meme kanseri hakkindaki birgok
bilginin kaynagidir. MCF-7 hiicrelerinin karakteristik 6zellikleri sunlardir; invaziv
meme duktal karsinom (siit bezerinde), pleural efiizyon, ER+, PR+/-, Her2/neu protein
overekspresyonu yok, farelerde tiimor olusturabiliyor fakat yalnizca dstrojen ilavesi ile
ve fenotipi liminal epitel hiicre tipindedir (Soule ve ark. 1973, Brandes ve Hermonat
1983, Osborn ve ark. 1987, Bacus ve ark. 1990, Bahia ve ark. 2002, Nugoli ve ark.
2003). MCF-7, biiyiik olglide Ostrojen reseptor luminal epitel hiicre tipindedir. ER
araciligl ile hormon duyarliliginin olmasi sebebiyle hormonal yanit c¢aligmalarinda
cokca kullanilan ideal bir model olarak biiyiik 6neme sahiptir (Levenson ve Jordan
1997). MCF-7 meme kanseri hiicre hattinin morfolojik gorintiisii Sekil 2.8.” de

gosterilmistir.

Sekil 2.8. MCF-7 hiicre hattinin morfolojisi
(https://www.lgcstandards-atcc.org/~/media/Attachments/0/E/E/2/1980.ashx, 2017)

2.3.4.3. HTERT-HMEL (crl-4010)

Insan telomeraz proteini RNA altiinitesinden (insan telomeraz RNA (hTR) (Feng ve
ark. 1995), bir protein bileseni (human telomerase associated protein 1’den (hTEPI)
(Harrington ve ark. 1997), ve katalitik alt tinite HTERT (human telomerase reverse
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transcriptase)’ dan meydana gelir (Nakamura ve ark. 1997, Weinrich veark. 1997, Yang
ve ark. 2001).

hTERT-HME1 normal memeli primer epitelyum hiicelerinden elde edilmistir. Bu
hiicreler bir retroviral pBabepuro+tHTERT vectorii ile enfekte edilmistir ve istikrarli
(6limsiiz) klonlar segilene kadar biiylitme ortaminda kiiltiire edilmistir. \TERT-HME1
hiicreleri bir ¢ok ¢alismada normal kontrol olarak kullanilmaktadir (Nakamura ve ark.
1997, Meyerson ve ark. 1997, Nakayama ve ark. 1998, Simonsson 2003, Yang ve ark.
2007). HTERT, 127-kDa telomeraz aktivitesi ile yakindan iliskili bir proteindir
(Harrington ve ark. 1997).

-~

- : -
Al E F £ -«

Sekil 2.9. CRL-4010 (HTERT-HMEI) hiicre hattinin morfolojisi
(https://www.lgcstandards-atcc.org/~/media/Attachments/5/F/1/1/1935.ashx, 2017)

2.3.4.4. MDA-MB-231

MDA-MB-436 ve MDA-MB-468’ nin aksine, MDA-MB-231 yiiksek derecede
metastatik bir hiicre hattidir (Cailleau ve ark. 1978, Brunner ve ark. 1994, Yang ve ark.
1997). MDA-MB-231 insan meme kanser hiicrelerinin metastasi, iyi karakterize hayvan
modelleri kullanilarak c¢alisilmistir (Sasaki ve ark. 1995, Mbalaviele ve ark. 1996,
Yoneda ve ark. 1997). MDA-MB-231 disi nude farelerde ozellikle kemik metastasi

yaparken, bazende beyin, over, adrenal bezlere metaztasda yapabilmektedir (Yoneda ve
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ark. 1994, Yoneda 1997, 1998). Insan dstrojen-bagimsizmeme kanser hiicreleri olarak

rapor edilmistir ve 3’1i negatif meme kanser hiicre hatlaridir (Cailleau ve ark. 1974).

Sekil 2.10. MDA-MB-231 hiicre hattinin morfolojisi
(https://www.lgcstandards-atcc.org/~/media/Attachments/5/C/3/0/25935.ashx,
2017)

2.3.5. Meme Kanserinde GLUT Genlerinin Onemi

Kanserde hiicrelerin hizlanmis metabolizmalari, artmis glikoz ihtiyaglart ve artmis
glikoz alimlar1 ¢ok 1iyi bilinmektedir. Malign hiicrelerde artmis olan glikoz alim1 GLUT
ailesinin artmis ve kontrolsiiz ifadesi ile gitmektedir (Cao ve ark. 2007). Glikoz
tastyicist (GLUT) ailesi glukozun hiicre igine alimmi saglayan membran trasnport
proteinleridir (Macheda ve ark. 2005, Zhao ve Keating 2007). Hiicrenin yapi ve
fonksiyonuna bir hiicre ¢esidinde birden fazla GLUT alt tipi bulunabilir (Klip ve ark.
1994). Glikoz tasiyicist 1, GLUT ailesinin en ¢ok c¢alisilan ayni zamanda en yaygin
bulunan alt tipidir ve glikoz alimi yoniinden 6nem tagimaktadir. Meme kanserinde
yapilan c¢aligmalarda GLUT-1 varligin ve tiimoriin gelisim asamalarinda ifade
seviyesindeki degisimi gosterilmistir (Zamora-Ledn ve ark. 1996, Laudanski ve ark.
2003, Kuo ve ark. 2006). Sekil 2.11.” de glukoz tasiyici proteinlerin glukoz alimi

gosterilmistir.
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Sekil 2.11. Glukoz tasiyict proteinlerin (GLUT) islevlerinin sematik gosterimi (Hardin
ve ark. 2012)

Glukoz transportu in vitro ¢esitli kanser hiicrelerinde c¢aligilmistir, fakat en yaygin
olarak meme kanseri hiicre hatlarinda calisilmistir. GLUT-1 siirekli olarak kiiltiire
edilmis meme kanseri hiicrelerinde overekspresyon gosterir ve ayrica GLUT-2 ve
GLUT-5" in de tespit edildigide rapor edilmisti. GLUT genlerinin ekspresyon
paternleri farklilik gostermektedir (ZamoraLeon ve ark. 1996, Binder ve ark. 1997,
Grover-McKay ve ark. 1998).

Grover-McKay ve ark. (1998) ti¢ insan meme kanser hiicre hattinin in vitroda invazyon
potansiyelini saptadi ve GLUT-1 protein seviyesinin invazyon potansiyeliyle birlikte
arrtigin1 gosterdi. Bunun yaninda, GLUT-2 ve GLUT-5 protein seviyeleri invazyon

potansyeli ile birlitkte azalmistir.

Artmis tumor glukoz alimi glukoz transporter proteinlerinin over ekpsresyonu
tarafindan kolaylastirilmistir, bu bircok tumor dokusunda gézlenmistr. Yiiksek GLUT-1
ekspresyonu hepatik, pankreatik, meme, Ozofaringal, beyin, renal, akciger, deri,
kolorektal, endometrial, over, ve servikal gibi bircok kanserde tanimlanmistir
(Yamamoto ve ark. 1990, Nishioka ve ark. 1992, Brown ve Wahl 1993, Nagase ve ark.
1995, Baer ve ark. 1997, Ogawa ve ark. 1997, Haber ve ark. 1998, Wang ve ark. 2000,
Cantuaria ve ark. 2001, Rudlowski ve ark. 2003).
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GLUT-1 ekspresyonu morfolojik degisikliler basta olmak tlizere meme epitel hiicre
metabolizmasinda degisikliklere neden olabilmektedir (McDermott ve ark. 1990).
GLUT-1 ekspresyonu bir¢ok tumor 6zelligi ile iliski halindedir. GLUT-1 Ekspresyonun
artmasiyla kanserde de daha yiiksek grad ve poliferatif aktivite goriiliir (Younes ve ark.
1995). Bir ¢ok ¢alismada bu bulgular1 desteklemistir (Ravazoula ve ark. 2003). Akciger
ve over kanserinde, artan GLUT-1 ekpresyonu ayrica daha yiiksek derece ve tumor
farklilagmasi ile iliskilidir (Younes ve ark. 1997, Higashi ve ark. 2000, Cantuaria ve ark.
2001).

GLUT-1 ekspresyonu ayrica hastalarin sagkalimu ile de iliskilidir. Akciger. kolorektal,
over, larigial ve meme kanserlerinde, timorlerdeki GLUT-1 ve GLUT-3’ iin yiiksek
seviyesi sagkalimin azalmasinda onemli bir indikatordiir (Baer ve ark. 1997 Ogawa ve
ark. 1997, Younes ve ark. 1997, Haber ve ark. 1998, Cantuaria ve ark. 2001, Kang ve
ark. 2002). Malign hiicrelerde sadece temel GLUT genlerinin ekspresyonu yoktur,
spesifik dokularda sik bulunmamakla birlikte izoformlarinin da ekspresyonlari olabilir.
ornegn, GLUT-3 proteini akciger, over ve gastrik kanserlerde eksprese olur fakat iliskili
normal dokularda ekspresyonu goriilmez (Younes ve ark. 1997). Fruktoz tasiyicisi
GLUT-5 ekspresyonu da insan meme kanser dokularinda tanimlanmistir, fakat normal

meme dokusunda bulunmamaktadir (Zamora-Leon ve ark. 1996).

Timor tarafindan fazlaca glukoz alimmin arttigini agikayan bir diger miimkiin
olabilecek agiklama, diger bilinmeyen transporterlarin ekspresyonudur. Yapilan birkag
caligma GLUT-1 ekspresyonunu sadece meme kanserlerinin % 50' sinde gostermistir.
Bilinmeyen tasiyicilar muhtemelen GLUT-1 eksprese etmeyen meme kanserlerinde
glukoz alimindan sorumludur (Younes ve ark. 1995, Binder ve ark. 1997, Kang ve ark.
2002). 10 insan meme kanserinde yapilan bir ¢alismada 9 invaziv tiimoérde ve ayrica
invazv olmayan duktal karsinomun komponentlerinde GLUT-12 immun boyanma
gosterdi. Bunlara komsu normal dokularda ise ¢ok az yogun yada hi¢ boyanma

gostermemistir (Rogers ve ark. 2003).

Glut-12 diger kanserlerde glukoz metabolizmasini diizenliyor olabilir. Bir ¢alismada
glukoz transporter ekspresyonuna bakilmigtir ve insan prostat kanserinde GLUT-12

boyanma gostermistir. GLUT-1 benign prostatik neoplazide boyanma gosterirken,
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prostat timorlerinde zayif yada ¢ok silik boyanma gostermistir (Chandler ve ark. 2003).
Son zamanlarda, Rogers ve ark. (2002) GLUT-12 proteininin meme kanseri hiicre hatti
MCF-7’ de eksprese edildigini gostermistir. MCF-7 serum olmayan besiyerinde
blyiitiildiiglinde konfokal immunofloresan mikroskobunda GLUT-12’ nin periniikler

boslukta localize oldugu goriilmiistiir (Rogers ve ark. 2002).

2.3.6. Meme Kanseri ve MikroRNA

Son yillarda yapilan ¢alismalarda mikroRNA’ larin bulunmasi ve hiicrede ¢ok 6nemli
islevler tistlendiklerinin gdsterilmesi bu molekiilleri meme kanseri ve diger kanserlerin
olusumuna ve gelisimine sebep olanlar arasina eklemistir. Son yapilan ¢alismalar ile
meme kanserine sebep olabilecek hedef miRNA’ lar bulunmaya baglanmistir (Romero-
Cordoba ve ark. 2012). Kanser gelisim siirecine mikroRNA' larin katkida bulundugunun
ilk kaniti, Calin ve ark. (2001) tarafindan, Kronik Lenfositik Losemili hastalarda
yaptiklart molekiiler ¢alismayla gosterilmistir. Kanserli ve normal dokular arasindaki
ifade farkliliklarinin belirlenmesi, miRNA' larin kanser gelisimindeki rollerini daha da
gliclendirmistir (Calin ve ark. 2002, Saydam ve ark. 2011). Daha sonraki yillarda kati
organ tiimorleride degisiklige ugramis miRNA seviyeleri farkli kanser tiirlerinde
(meme, lenfoma, beyin, tiroid, akciger, prostat ve hepatoselliiler karsinoma)
bulunmustur (Murakami ve ark. 2006, Le Quesne ve Caldas 2010). Bazt miRNA'lar
"timor stipresor miRNA' lar" (TSmir) olarak islev gormektedirler. Dolayisiyla timor
baskilayict miRNA' larin ekspresyonunun azalmasi onkogenin ekspresyonunun
artmasina ve timor olusumuna sebep olacaktir. Bunun aksine, "onko-mir" olarak ifade
edilen bazt miRNA' larin kanser gelisimini hizlandirdig1 goériilmektedir. Sonu¢ olarak
mikroRNA' lar, onkogen ve tiimor siipresor mRNA' larin her ikisini de hedef olarak
goriip, fonksiyonlarint bu mRNA’ lar {izerinden gosterirler (Cowland ve ark. 2007, Le
Quesne ve Caldas 2010, Saydam ve ark. 2011). NcRNA’ lar ¢ok 6nemli islevlere
sahiptir bu nedenle bu RNA’ larda meydana gelen bozukluklar hastaliklarla direkt
olarak iligkilidir (Voinnet 2009). miRNA’ lar meme kanseri dahil birgok kansere sebep
olmaktadirlar (Visone ve Croce 2009, Pang ve ark. 2009). Meme, akciger ve kolon
kanserlerinin tanisinda, bu hastaliklarla siki iliskili ncRNA’ lar tanmin konmasi
asamasinda yardime1 araglar olarak baslanmistir (Swanton ve Caldas 2009). Michaelve

ark. (2003) yaptiklar1 ¢aligmada, insanlardaki kati1 organ tiimorlerini normal dokular ile
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karsilastirdiklarinda ekspresyon seviyeleri farkli olan miRNA' lar1 rapor ettiler. Daha
sonraki yillarda kati organ tiimorlerinde ifade degisikligine ugramis miRNA
seviyelerifarkli kanser tiirlerinde (meme, lenfoma, beyin, tiroid, akciger, prostat ve
hepatoselliiler karsinoma) bulunmustur (Murakami ve ark. 2006, Le Quesne ve Caldas
2010).

mMiR-29’ iin 3 adet izoformu vardir, timor siipresor Ozellik gosteren mikroRNA' lar
arasindadir (Johnson ve ark. 2005, Lee ve Dutta 2007, Sampson ve ark. 2007).
MikroRNA-143' {inde birgok tumor tiirlinde, fazla biiylimeyi baskiladigi goériilmiistiir.
Bir¢ok kanser tiirtinde miR-143" iin timor siipresor olarak gorev yaptigi rapor edilmistir
(Mott ve ark. 2007, Bruchova ve ark. 2008, Bruchova ve ark. 2008).

Yakin zamanda yapilan ¢aligmalarda, miR-155" in B hiicreli lenfoma, akciger, pankreas,
meme ve Hodgkin lenfoma gibi kanserlerde asir1 ekspresyonu gosterilmistir (lorio ve
ark. 2005, Lin ve ark. 2010, Saydam ve ark. 2011). Mir21' in AML, KLL gibi
hematolojik malignitelerde, birgok kati tiimérde ve bircok kanser tiirlerinde
yiiksekseviyede eksprese oldugu goriilmiistiir (Calin ve ark. 2005, Garzon ve ark. 2008).
MiR-17-92 gen kiimesi iiyelerinin ¢ok ¢esitli solid organ tiimérlerinde, hematolojik
malignansilerde ve birgok kanser tiirlerinde yiiksek seviyede ekspresyonu gézlenmistir.
Yiiksek seviyesi, proliferasyonu artirip, apoptoz inhibisyonunu saglayarak ve timor
anjiyogenezini tetikleyerekkanser gelisimine katkida bulunmaktadir (He ve ark. 2005,
Mendell 2008).

Mir-22 kansere 6zgii birgok miRNA icinde en ¢ok bilinen tumor supressor miRNA’
lardan biridir ve ekspresyonu genelde meme kanserinde diisiiktiir (Meng ve ark. 2007,
Zhu ve ark. 2007, Frankel ve ark. 2008, Qi ve ark.2013). Sinirli sayida meme kanseri
orneklerinden yapilan son c¢aligmalar gostermistir ki, mir-22 ekspresyonu ERBB2-
positif meme kanserinde ERBB2-negatif meme kanserine gore daha diistiktiir ve mir-22
ekspresyonu ER+ and PR+ tiimorlerde ER— and PR— timorlere gore daha yiiksektir.
Fakat mir-22' nin ekspresyon durumu bazal tip ve triple negatif meme kanserlerinde
bilinmemektedir (Mattie ve ark. 2006).

Son galigmalar, mir-21’ in meme kanseri hastalarinin serumlarinda ekspresyonunun

yiiksek oldugunu bulmustur (Wang ve ark. 2010, Asaga ve ark. 2011).
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Mir-155 sikga meme tumor dokularinda upregiiledir (Kong ve ark. 2010).

Mir-10b meme kanseri hiicrelerinde invazyon ve migrasyona oOnemli bir katki
yapmaktadir. (Moriarty ve ark. 2010, Haque ve ark. 2011). Let-7° nin yiiksek
ekspresyonu meme kanseri gelisiminin gecikmesinde etklidir yani tiimor baskilayici

olarak gorev yapmaktadir (Yu ve ark. 2007).

Mir-205 insan meme kanseri tiimor dokularinda down regiilasyon gosterir (Gregory ve
ark. 2008, Radojicic ve ark. 2011). In vitro yapilan deneylerde, mir-205’ in meme
kanser hiicrelerindeki ektopik ekspresyonu ve HER-3 ve VEGF-A’ y1 hedefleyerek
hiicre prolifeayonunu baskiladigini gozenmistir (Wu ve ark.2009; Wang ve ark. 2013).

Tavazoie ve arkadaslart mir-335” in meme kanseri migrasyonunu ve invasyonunu

baskiladigini rapor etmislerdir (Tavazoie ve ark. 2008).

mIRNA' lar i¢in en iyi anlayis 6zellikle meme kanseri tedavisi i¢in kullanilabileceginin
diistiniilmesidir. MikroRNA’ larin klinik yaklasimlara uygulanmalari, 6zellikle onlarin
potansiyel bir diagnostik, prognostik ve terapotik markir olmalarini miimkiin kilmigtir
(lorio ve ark. 2005, lorio ve Croce, 2009, Andorfer ve ark. 2011, Melo ve Esteller
2011).

2.3.7. Mir-22, Mir-103 ve Mir-107° nin Meme Kanserinde Hedefledigi Diisiiniilen
GLUT-1 ve GLUT-3 ile Uyusum Dizlieri

Meme kanserinde ve diger birgok kanserde etkiili oldugru bilinen GLUT-1 ve GLUT-3’
i hedef aldig1 diisiiniilen miRNA” lar targetscan vertabani araciligi ile bulunmustur.
Targetscan veritabanina gére mir-22, mir-103a-3p ve mir-107° nin GLUT-1 ve GLUT-
3’ i hedefledigi diigiiniilmektedir. Sekilde mir-22-3p, mir-103 ve mir-107’ nin GLUT-1
ve GLUT-3 ile tahmini hedef bolgeleri ve uyusum dizileri Sekil 2.12. ve Sekil 2.13.” de
gosterilmistir.

Predicted consequential pairing of target region (top)
and miRNA (bottom)

Position 62-68 of SLC2A1 3' UTR 5' .. .UCUCUCAGGAGCACAGGCAGCUG. ..
RN
hsa-miR-22-3p 3 UGUCAAGAAGUUGACCGUCGAR

Tmer-
m8

Sekil 2.12. Mir-22-3p’ nin tahmin hedefi ve uyusum dizileri
(http://www.targetscan.org/cgibin/targetscan/vert_71/view_gene.cgi?rs=ENST000
00426263.3&taxid=9606&members=miR-130-3p/301-3p/454
3p&showcnc=0&shownc=0&showncfl=&showncf2=&subset=1#miR-22-3p, 2017)
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Predicted consequential pairing of target region (top)
and miRNA (bottom)

Position 96-102 of SLC2A3 3' UTR 5° . . . CCAGGACGCUUCUGAAUGCUGCU. . . Zmer-
hsa-miR-103a-3p 3" AGUAUCGGGACAUGU!IA(‘SQA(L(LA it
Position 96-102 of SLC2A3 3' UTR 5” .. . CCAGGACGCUUCUGAAUGCUGCU. . . Zmer-
hsa-miR-107 3 ACUAUCGGGACAUGU!IA(‘Il}lA(lj(gA i

Sekil 2.13. Mir-103a-3p ve mir-107’ nin tahmin hedefleri ve uyusum dizileri
(http://www.targetscan.org/cgibin/targetscan/vert_71/view_gene.cgi?rs=ENST000
00075120.7 &taxid=9606&members=miR-130-3p/301-3p/454-
3p&showcnc=0&shownc=0&shownc_nc=&showncfl=&showncf2=&subset=1#mi
R-103-3p/107, 2017)

2.3.8. Meme Kanseri Tedavi Stratejileri

Gen mikroarrey teknolojileri ve deneysel teknolojilerin hizli gelisimiyle birlikte, hizla
artan ve umut verici bir¢ok ¢alisma microRNA’ larin meme kanseri patogenezi ve
ilerlemesine katkida bulundugunu ispat etmistir. Gergekten de, bir¢ok kanser tipinde
anormal miRNA ekspresyon paternleri; tiimor evreleri, lenf nodu metastazi, azalan
sagkalim, hastaligin neticesi ve kendine 6zgii terapilere yanit ile yakin iliski i¢indedir.
MiRNA profillemesi meme kanserinin erken evrede teshisinde ve tedavinin gidisatinin
belirlenmesinde ¢ok dnemli bir belirtes olmustur (Shenouda ve Alahari 2009).

Meme kanserinde mRNA ve miRNA ekspresyon profilleme ¢aligmalar1 bize prognoz ve
miRNA arasinda iliski hakkinda daha ¢ok bilgi vermistir. Herseyden once, bu
mikroRNA' larin potansiyel bir diagnostik ve prognostik ajan olabilecegini gostermistir
(Buffa ve ark. 2011). Dahasi, meme kanseri hastalarinda saglikli hastalara nazaran
ozellikle daha diisiik ekspresyon gosteren birkag miRNA tanimlanmigtir (Cookson ve
ark. 2012; Cuk ve ark. 2013).

Blenkiron ve ark. (2007) miRNA ve genomik degisimler ile ilgili insan meme
kanserlerinde analizler yapmistir. Onlar prognozda belirli miRNA' lar1 tanimlamak i¢in
farkli meme kansri molekiiler alt tiplerini (Luminal A, Luminal B, basal-like, HER2+,
andnormal-like) kullanmislardir. Cok geg¢meden, Farazi ve ark. (2011) meme
timorlerinde miRNA sekanlamasini derin bir seklde yapmay1 basardilar ve diger timor
alttiplerine gore bariz bir sekilde tgli negatif meme kanserlerinde miRNA-17-92

kiimesinin yiiksek seviyeye sahip oldugunu gostermislerdir. Ilging bir sekilde, yiiksek
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ekspresyon seviyeleri gosteren bazi miRNA’ larin, ameliyat sonrasindaki hastalarda
ameliyat oncesindeki hastalara gore seviyeleri diismiistiir. Bu bulgularin hepsi, serumda
sirkiilasyon iginde bulunan miRNA’ larin meme kanserinde bir diagnostic ajan olarak
hizmet edecegini desteklemektedir (Wang ve ark. 2010, Cuk ve ark. 2013, Ng ve ark.
2013). MiRNA’ lar hem hedef hem ara¢ olarak kullanilarak, mikroRNA bazli

tedavilerin miimkiin olacag diistiniilmektedir.
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3. MATERYAL VE YONTEM
3.1. Hiicre Kiiltiir Asamasi

Bu ¢alismada, SKBR-3, MCF-7, MDA-MB-231 meme kanseri hiicre hatlar1 ve kontrol
olarak HTERT-HME1 normal meme epitel hiicre hatt1 kullanilmistir.

MCF-7, MDA-MB-231, ve HTERT-HMEL1 i¢in DMEM (Dulbecco's Modified Eagle
Medium), SKBR-3 i¢in ise RPMI (Roswell Park Memorial Institute medium)
besiyerleri kullanilmistir. Besiyerleri igerisine 1s1 ile inaktiflestirilmis fetal sigir serum,
% 10 FBS (fetal bovine serum) ve 50 U/ml penisilin/streptomisin eklenmistir ve % 5
CO2’ li ortamda 37 °C’ de kiiltiire edilmistir. Karbondioksitli inkiibatorde tutulan
hiicrelerin medyumlar1 haftada iki defa degistirilmistir. Tiim hiicreler 25 cm? kiiltiir
flasklarinda medium i¢inde % 70-90 olunca pasajlanarak 75° lik flasklara alinmistir.
Cogalmasi duran yada yavaslayan flasklar var ise I-glutamin eklenmistir. Hiicreler
yaklasik % 70-90 lik bir yogunluga ulastiklarinda pasajlama islemi yapilmigtir. Saf
kiiltiir elde edilene kadar pasajlama islemi devam ettirilmistir. Yeterli pasajlama islemi
yapidiktan sonra (yaklasik 3-4 pasajdan sonra) hiicreler konfluent oldugunda, hiicrelerin
tizerindeki mevcut besiyeri uzaklastirildiktan sonra , hiicreler 5 ml HBSS soliisyonu
ile yikanmig ve 3-5 ml tripsin-EDTA soliisyonu eklenerek hiicreler kaldirilmistir.
Tripsinin etkisiylehiicreler kalkmaya baslayinca, hiicrelerin tizerine bir miktar besiyeri

eklenerek her biri 50 ml’ lik falkon tiiplere izolasyon yapilmak {izere alinmistir.

3.2. Hiicrelerden RNA izolasyonu

RNA izolasyonu ig¢in Qiagen Miscript RNeasy mini kit (Hilden, Almanya)
kullanilmistir. Bu kit hiicredeki miRNA’ larda dahil tiim RNA’ lar1 izole etmektedir.
Kiiltiir asamasindan sonra 50 ml’ lik falkona alinan hiicre sivisi iyice homozenize
edildikten sonra bir kismi (yaklasik Y4’1) ile kiiltiir agamasi1 devam ettirilmistir, kalani
ise izolasyon i¢in kullanilmak tizere 1,5 ml’ lik ependorf tiipe konulmustur. Tiipler +4
°C’ de 3000 rpm’ de 3 dk santrifiij edilmistir ve hiicreler ¢oktiiriilmiistiir. Daha sonra
supernatant atilarak tizerlerine 700 pul Qiazol eklenmistir .Tipler 5 dk oda sicakliginda
inkiibasyona birakilmistir. Daha sonra tizerlerin 140 pl kloroform eklenmistir. 15’er sn
vorteks yapildiktan sonra 2-3 dk oda sicakliginda inkiibasyona birakilmistir. Daha sonra

+4 °C’ de 12.000 rpm de 15 dk santrifiij edilmistir. Santrifiijden sonra 3 faz olutugu
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goriilmiistiir ve olusan 3 fazdan, iist faz yeni bir tiipe transfer edilmistir. Uzerlerine
%100’ liik etanolden (1,5 kat1 kadar) yaklasik 525 ul eklenmistir. Iyice pipetaj yapilip
homojenize edildikten sonra bu karisimdan 700 pl alinip filtreli tiiplere aktarilmistir.
12.000 rpm’ de 15 sn satrifiij edilmistir. RNAaz mini kolon, altindaki toplama tiipii
atilmis ve yeni bir toplama tiipiine aktarilmistir. Uzerine 700 pl RWT buffer konarak 15
sn 12.000 rpm’ de santrifiij edilmistir. Tekrar altindaki toplama tiipii atilmistir ve
RNAaz mini kolon yeni bir toplama tiipiine aktarilarak tizerine 500 pul RPE buffer
eklenmistir ve 15 sn 12.00 rpm’ de santrifiij edilmistir. Tekrar toplama tiipii
degistirilerek ve tekrar 500 ul RPE buffer eklenerek 2 dk 12.000 rpm’ de santrifiij
edilmistir. Toplama tiipti degistirilip ve 14.000 rpm’ de 1 dk bos olarak ¢evrilmistir.
Daha sonra RNAaz mini kolonlar 1,5 ml’ lik ependroflara aktarilmistir ve filtrelerin tam
ortasina denk gelecek sekilde 30-50 pul RNAaz free water konularak 1 dk oda
sicakliginda inkiibasyona birakilmistir. inkiibasyondan sonra 1 dk 14.000 rpm’ de
santrifiij edilmistir. Elde edilen RNA’ lar saklanmak iizere -80 buzdolabina
kaldirilmastir.

3.3. MiRNA’ lardan cDNA Elde Edilmesi

MicroRNA’ lardan ¢cDNA (kalip, complementary DNA) sentezi i¢in Qiagen miScript
Reverse Transcription (RT) II Kit (Hilden, Almanya) kullanilmistir. Cizelge 3.1.¢ deki
miktarlara gore, rnek sayis1 kadar RT-PCR miksi soguk blok tizerinde hazirlanmistir.
RNA ornekleri -80° den ¢ikartilarak ¢ozdiiriilmiistir. RT-PCR miksi 19° ar ul pcr
tiiplerine dagitilmistir. Uzerlerine konsantrasyonlar1 ortalama 500 ng olan RNA
orneklerinden 1° er pl eklenmistir. Kisa bir vorteks ve santrifiij yapildiktan sonra tiipler
per chazina konularak ve Cizelge 3.2.” deki per protokoliine gore cDNA sentezi
baglatilmigtir.  Sonrasinda c¢DNA’ lar spektrofotometre cihazinda  oOlgiilerek
konsantrasyonlart 10 mikrolitrede 500 ng olacak sekilde ayarlanmistir ve hepsinin

konsantrayonu esitlenmistir.
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Cizelge 3.1. MiRNA icin RT-PCR bilesenleri ve miktarlar

Bilesenler Bilesen Miktarlari
miScript HiSpec Buffe 5x 4 ul

miScript Nucleic Mix 2 ul

RNase free water 11 pl
miScript Reverse Transcriptase 2 ul

Template RNA 1 ul

Cizelge 3.2. MIRNA RT-PCR tepkime kosullar

Sicakhik(°C) Siire
37°C 60dk
95 °C 5dk

3.4. MRNA’ lardan cDNA Elde Edilmesi

MRNA’ lardan ¢DNA’ larin (kalip, complementary DNA) sentezi igin Qiagen
QuanTitect Reverse Transcription (RT) Kit (Hilden, Almanya) kullanilmistir. Cizelge
3.3." deki miktarlara gore, ornek sayisi kadar RT miksi soguk blok {izerinde
hazirlanmigtir. RNA o6rnekleri -80° den cikartilip ¢ozdiiriilmiistir. RNA 6rnekleri
olgiilerek ve hepsi 500 ng’ a esitlenmistir. Kitin uygun gérdiigii protokol dogrultusunda
iki asamali bir per protokolii izlenmistir. ik per igin 13” er ul miks tiiplere dagitilmistir

ve tizerlerine 500 ng konsantrasyonda olan RNA 6rneklerinden 1’er ul konulmustur.
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Cizelge 3.3. MRNA i¢in RT-PCR bilesenleri ve miktarlari

Bilesenler Bilesen Miktarlari
gDNA Wipeout Buffer 7x 2 ul

RNase free water 11 pl
Template RNA 1wl

Total Hacim 14 ul

Cizelge 3.4. MRNA RT-PCR tepkime kosullar

Sicaklik(°C ) Siire

42 °C dk 2dk

Daha sonra ikinci per i¢in hazirlanan miksden tiiplere 6’ sar pl dagtilmistir ve lizerlerine
14 pl olan ilk per iiriinii eklenerek ve RT-PCR reaksiyonu tepkime kosullarna goe
baslatilmistir. cDNA” lar spektrofotometre cihazinda 6l¢iilmiis ve konsantrasyonlar1 500

ng olacak sekilde esitlenmistir.

Cizelge 3.5. MRNA i¢in RT-PCR bilesenleri ve miktarlari

Bilesenler Bilesen Miktarlari
Quantiscript Reverse Transcriptase 1ul
Quantiscript RT Buffer 5x 4 ul

RT Primer Mix 1ul
Template RNA(1. Per iiriinii) 14 pl

Total Hacim 20 pl
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Cizelge 3.6. MRNA RT-PCR tepkime kosullar1

Sicakhik(°C) Siire
42 °C 15dk
95°C 3dk

3.5. MiRNA” lar icin qRT-PCR

MiRNA’ lardan sentez edilen cDNA’ lardan gRT-PCR igin, Qiagen miScript SYBR
Green PCR Kit (Hilden, Almanya) kullanilmistir. Ayrica 3 miRNA i¢in 3 farkli Qiagen
Primer Assay sentez ettirilip kullanimigtir. Her bir hiicre hattindaki mirna seti igin ii¢
biyolojik ve iki teknik tekrar yapilmistir. Bunlarin yaninda kontrol i¢in Qiagen Primer
Assay RNU6B (U6) gen primeri kullanilmigtir. gRT-PCR miksi Cizelge 3.7.” deki
miktarlara gore reaksiyon sayisi kadar soguk blok iizerinde hazirlanmistir ve 11,25 er
ul 0.2’ lik tiiplere dagitilmistir. Uzerlerine 1,25’ er ul, konsantrasyonlar1 esitlenen
cDNA” lar eklenmistir. Asagida Cizelge 3.8.” deki tepkime kosullarina gére mir-22-3p,
mir-103a-3p, mir-107 ve kontrol olarak kullanilan RNU6B (U6) housekeeping
genlerinin ifade seviyelerine bakilmistir. Bunun i¢in qRT-PCR Rotor-Gene Q (Qiagen)

cthazi kullanilmstir.

Cizelge 3.7. MiRNA icin qRT-PCR bilesenleri ve miktarlar

Bilesenler Bilesen Miktarlar
QuantiTect SYB Green PCR Master Mix 2x 10 pl
miScript Universal Primer 10x 2 ul
miScript Primer Assay 10x 2 ul
RNase free water 4 ul
Template cDNA 2 ul
Total hacim 20 ul
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Cizelge 3.8. MIRNA gRT-PCR tepkime kosullari

Sicakhik(°C) Siire
95 °C 15dk
94 °C 15sn
40 dongii
55°C 30sn
70 °C 30sn

Cizelge 3.9. QRT-PCR’da kullanilan miRNA primerleri ve dizileri

Mir-22-3p
5'- ACACTCCAGCTGGGAAGCTGCCAGTTGAAG -3'F
5'- GGTGTCGTGGAGTCGGCAA -3'R

Mir-103a-3p
5-CGAGCAGCAUUGUACAGGGCTATGA-3'F
5-GTGCAGGGTCCGAGGT-3'R

Mir107
5'-CGAGCAGCAUUGUACAGGGCTATCA-3'F
5-GTGCAGGGTCCGAGGT-3'R

RNUG6
5'-CTCGCTTCGGCAGCACA-3'F
5-AACGCTTCACGAATTTGCGT-3'R

3.6. MRNA’ lar i¢in qRT-PCR

MRNA’ lardan sentez edilen cDNA’ lardan gRT-PCR i¢in, Qiagen SYBR Green PCR
Kit (Hilden, Almanya) kullanilmigtir. Ayrica 2 mRNA i¢in 2 farkli Qiagen Primer
Assay kullanilmistir. Ayica kontrol gen olarak da Qiagen Primer Assay GAPDH
housekeeping gen primeri kullanilmistir. Her bir hiicre hattindaki gen seti igin g
biyolojik ve iki teknik tekrar yapilmistir. QRT-PCR miksi Cizelge 3.10” daki miktarlara
gore reaksiyon miktart kadar soguk blok iizerinde hazirlanmis ve 49° ar pl 0.2° lik
tiiplere dagitilmistir. Uzerlerine 1° er pl daha 6ncede sentez edilen konsantrayonlar
500’ e esitlenmis cDNA’lar eklenmistir. Asagida Cizelge 3.11° deki tepkime kosullarina
gore SLCAL(GLUT1), SLCA3(GLUT3) ve kontrol olarak GAPDH housekeeping
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genlerinin ifade seviyelerine bakilmistir. Bunun i¢in qRT-PCR Rotor-Gene Q (Qiagen)

cihaz1 kullanilmistir.

Cizelge 3.10. MRNA i¢in qRT-PCR bilesenleri ve miktarlari

Bilesenler Bilesen Miktarlari
QuantiTect SYBR Green PCR Master Mix 2x 25 ul

RNase free water 19 ul
QuantiTect Primer assay 5ul
Template cDNA 1ul
Total Hacim 50 pl

Cizelge 3.11. MRNA gRT-PCR tepkime kosullar1

Sicaklik(°C) Siire

95 °C 15dk

94 °C 15sn

55°C 30sn 40dongii
72°C 30sn

Cizelge 3.12. QRT-PCR’da kullanilan mRNA primerleri ve dizileri

SLC2A1
5-TATGTGGAGCAACTGTGT-3'F
5-TGAAGTAGGTGAAGATGAAGA-3'R
SLC2A3
5'-TTCGTCTCTAGCCTGCACTG -3'F

5'- ACACAACTTCTCCGGGTGAC -3'R
GAPDH

5'- TGCACCACCAACTGCTTAGC -3'F
5'- GGCATGGACTGTGGTCATGAG -3'R
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4. BULGULAR
4.1. Mir-22-3p, mir-103a-3p ve mir-107’ nin ifade Seviyelerinin Sonuclar

Bu ¢alismada oncelikle, meme kanseri hiicre hatlar1 (MCF-7, SKBR-3, MDA-MB-231)
ve kontrol olarak normal epitelyum (HTERT-HMEL) hiicre hatti1 kullanilarak mir-22-
3p, mir-103a-3p ve mirl07 genlerinin farkli meme kanseri hiicre hatlarindaki ifade
seviyeleri karsilastirllmak istenmistir. Mir-22-3p, mir-103a-3p ve mirl07 ifade
seviyelerine gRT-PCR (kantitatif real-time pcr) yontemi ile bakilmistir. MiRNA’ lar
icin qRT-PCR analiz sonucu Sekil 4.1. ve Sekil 4.2.” de gosterilmistir. MCF-7, SKBR-
3, MDA-MB-231) ve (HTERT-HME]1) hiicre hatlarinda mir-22, mir-103 ve mir107’ nin
g-RT-PCR anailzinden elde edilen Ct degerleri almarak 244¢T yontemi ile ifade
seviyeleri hesaplanmig, U6 geni ile normalize edilmistir. HTERT-HMEL hiicre hatt1 ile
karsilastirilarak kat degisimleri (fold change) hesaplanmistir. HTERT-HMEI! hiicre hatti
kontrol grubu oldugu icin 2447 degeri 1 olarak kabul edilmistir. Sirasiyla miRNA’ larm

ifade seviyelerinin sonuglar1 asagidaki gibidir;

Mir22’ nin ifade seviyesi meme kanseri hiicre hattt olan MCF-7" de normal epitelyum
hiicre hattina gore 1,6+0,36 kat azalmistir. SKBR-3” de normal epitelyum hiicre hattina
gore 2+0,11 kat azalmistir. MDA-MB-231" de normal epitelyum hiicre hattina gore ise
540,21 kat azalmstir.

Mir-103’ nin ifade seviyesi meme kanseri hiicre hattt olan MCF-7’ de normal epitelyum
hiicre hattina gore degisim yoktur (+0,44). SKBR-3’ de normal epitelyum hiicre hattina
gore 1,75+0,08 kat azalmigtir. MDA-MB-231" de normal epitelyum hiicre hattina gore
ise 20+0,03 kat azalmustir.

Mir-107’ nin ifade seviyesi meme kanseri hiicre hatt1 olan MCF-7" de normal epitelyum
hiicre hattina gore 1,7+0,45 kat artmistir. SKBR-3” de normal epitelyum hiicre hattina
gore hemen hi¢ degismemistir (£0,39). MDA-MB-231" de normal epitelyum hiicre
hattina goére ise 1,1+0,59 kat azalmistir. Mir-22-3p, mir-103-3p ve mir-107’ nin
ekspresyon seviyelerini gosteren siitun grafikleri de Sekil 4.3, Sekil 4.4. ve Sekil 4.5.”

de gosterilmistir.
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Sekil 4.1. Mir-22-3p, mir-103a-3p, mir-107 ve U6’nin MCF-7 ve SKBR-3 hiicre
hatlarinda q-RT-PCR gen ifadesi analiz sonuglari
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Sekil 4.2. Mir-22-3p, mir-103a-3p, mir-107 ve U6’nin MDA-MB-231 ve CRL-4010
hiicre hatlarinda q-RT-PCR gen ifadesi analiz sonuglari
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Sekil 4.3. Mir-22-3p ifade seviyesinin MCF-7, SKBR-3 ve MDA-MB-231 meme
kanseri hiicre hatlarinin normal hiicre hattina (CRL-4010) gore degisimi
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Sekil 4.4. Mir-103a-3p ifade seviyesinin MCF-7, SKBR-3 ve MDA-MB-231 meme
kanseri hiicre hatlarmin normal hiicre hattina (CRL-4010) gore degisimi
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Sekil 4.5. Mir-107 ifade seviyesinin MCF-7, SKBR-3 ve MDA-MB-231 meme kanseri
hiicre hatlarinin normal hiicre hattina (CRL-4010) gore degisimi

4.2. GLUT-1 ve GLUT-3 iin ifade Seviyelerinin Sonuglar

Bu ¢alismada mir-22, mir-103, mir-107” nin ve GLUT genlerinin meme kanserindeki
etkileri aragtirllmak istenmistir. Bu miRNA’ larin tahmini hedefleri olabilecek GLUT
genleri “’www.targetscan.com’’ veri tabani kullanilarak GLUT-1 ve GLUT-3 olarak
bulunmustur. GLUT-1 ve GLUT-3 genlerinin ifade seviyeleri gqRT-PCR Rotor-Gene Q
(Qiagen) cihaz1 kullanilarak, g-RT-PCR yontemi ile bakilmistir. Kontrol gen olarak
GAPDH housekeeping geni kullanilmistir. QRT-PCR anailzinden elde edilen Ct
degerleri alinarak 22°CT yontemi ile ifade seviyeleri hesaplanmis, GAPDH geni ile
normalize edilmistir. HTERT-HMEL hiicre hatti ile karsilastirilarak kat degisimleri
(fold change) hesaplanmistir. HTERT-HMEI! hiicre hatti kontrol grubu oldugu igin 2°
AACT degeri 1 olarak kabul edilmistir. MRNA’ lar i¢in qRT-PCR analiz sonucu Sekil
4.6. ve Sekil 4.7.” de gosterilmistir. Burada yine MCF-7, SKBR-3, MDA-MB-231 hiicre
hatlari, HTERT-HMEL1 normal meme epitelyum hiicre hatti ile karsilastirilarak normal
hiicrelere gore kanserli hiicrelerin  GLUT-1 ve GLUT-3 genlerindeki ifade
seviyelerindeki degisimlere bakilmistir. Sirasiyla mRNA’ larin ifade seviyelerinin

sonuclar1 asagidaki gibidir.

GLUT-1’ in ifade seviyesi meme kanseri hiicre hattt olan MCF-7" de normal epitelyum

hiicre hattina gore 1,7+1,06 kat artmistir. SKBR-3’ de normal epitelyum hiicre hattina
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gore 3,3+0,1 kat azalmigtir. MDA-MB-231" de normal epitelyum hiicre hattina gore ise
3,0+0,97 kat artmistir. GLUT-3’ nin ifade seviyesi meme kanseri hiicre hattt olan MCF-
7’ de normal epitelyum hiicre hattina gore 10+0,02 kat azalmistir. SKBR-3’ de normal
epitelyum hiicre hattina gére 43+0,006 kat azalmistir. MDA-MB-231" de normal
epitelyum hiicre hattina gore ise 5,5+5,7 kat artmigtir. GLUT-1 ve GLUT-3" iin
ekspresyon seviyelerini gosteren siitun grafikleri de Sekil 4.8 ve Sekil 4.9’ da

gosterilmistir.
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Sekil 4.6. GLUT-1, GLUT-3 ve GAPDH’ in MCF-7 ve SKBR-3 hiicre hatlarinda q-RT-
PCR gen ifadesi analiz sonuglar
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Sekil 4.7. GLUT-1, GLUT-3 ve GAPDH’in MDA-MB-231 ve CRL-4010 hiicre
hatlarinda g-RT-PCR gen ifadesi analiz sonuglar1
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Sekil 4.8. GLUT-1 ifade seviyesinin MCF-7, SKBR-3 ve MDA-MB-231 meme kanseri
hiicre hatlarinin normal hiicre hattina (CRL-4010) gore degisimi
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Sekil 4.9. GLUT-3 ifade seviyesinin MCF-7, SKBR-3 ve MDA-MB-231 meme kanseri
hiicre hatlarinin normal hiicre hattina (CRL-4010) gore degisimi
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4.3. Hiicre Hatlar1 Molekiiler Ozellikleri ile GLUT Genleri ifade Seviyelerinin
Karsilastirilmasi

MCF-7 meme kanseri hiicre hatti molekiiler 6zellikleri bakimindan Ostrojen reseptor
pozitif ve bazen de progesteron reseptor pozitif dzellik gosterirken HER2 ekspresyonu
bakimindan negatiftir. MCF-7 hiicre hattinda, GLUT-1 ekspresyonu 1,7+1,06 kat
artmis, GLUT-3 ekspresyonu ise 100,02 kat azalmistir. SKBR-3 meme kanseri hiicre
hatt1 molekiiler 6zellikleri bakimindan Ostrojen reseptor negatif ve progesteron reseptor
negative Ozellik gosterirken HER2 ekspresyonu bakimindan pozitiftir. GLUT-1
ekspresyonu 3,3+0,1  kat azalirken, GLUT-3 ekspresyonu 43+0,006 kat azalmistir.
MDA-MB-231 meme kanseri hiicre hatti molekiiler 6zellikleri bakimindan &strojen
reseptor, progesterone reseptor ve HER2 ekspresyonu bakimindan negatiftir. GLUT-1
ekspresyonu 3,0+0,97 kat artarken, GLUT-3 ekspresyonu ise 5,5+5,7 kat artmustir.
GLUT1 ve GLUT-3 genlerinin ekspresyon seviyelerinin hiicre hatlar1 arasinda

karsilastirilmast Sekil 4.10° da gosterilmistir.

GLUT-1, GLUT-3

N W R o

ifadedeki kat degisimi
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SKBR-3 MCF-7 MDA-MB-231
Eksen Basligi

mGLUT-1 GLUT-3

Sekil 4.10. GLUT-1 ve GLLUT-3 ifade seviyelerinin MCF-7, SKBR-3 ve MDA-MB-
231 meme kanseri hiicre hatlarinda kendi aralarinda karsilastirilmast
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4.4. Hiicre Hatlar1 Molekiiler Ozellikleri ile miRNA Genleri ifade Seviyelerinin
Karsilastirilmasi

MCF-7 meme kanseri hiicre hattinda mir-22 1,64+0,36 kat azalmistir, mir-103 degisim
yoktur (£0,44), mir-107 1,7+0,45 kat artmistir

SKBR-3 meme kanseri hiicre hattinda, mir-22 2+0,11 kat azalmistir, mir-103 1,75+0,08
kat azalmistir, mir-107 gore hemen hi¢ degismemistir (+0,39).

MDA-MB-231 meme kanseri hiicre hattinda, mir-22 5+0,21 kat azalmistir, mir-103
20+0,03 kat azalmistir, mir-107 1,1+0,59 kat azalmastir.

Mir-22-3p, mir-103a-3p ve mir-107 genlerinin ekspresyon seviyelerinin hiicre hatlari

arasinda karsilagtirilmasi Sekil 4.11° da gosterilmistir.

mir-22-3p, mir-103a-3p, mir-107

2,5

SKBR-3 MCF-7 MDA-MB-231

N

ifadedeki kat degisimi

(]

Eksen Basligi

W mir-22-3p mir-103a-3p ® mir-107

Sekil 4.11. Mir-22-3p, mir-103a-3p ve mir-107 ifade seviyelerinin MCF-7, SKBR-3 ve
MDA-MB-231 meme kanseri hiicre hatlarinda kendi aralarinda karsilastirilmasi

4.5. MiRNA’ lar ve Hedef Genleri ifade Seviyelerinin Karsilastirilmasi

Targetscan veri tabanina gore mir-22-3p’ nin tahmini hedef geni SLC2Al1 (GLUT1),
mir-103a-3p ve mir-107" nin tahmini hedef geniise SLC2A3 (GLUT3) olarak
bulunmustur. Bu nedenle bu miRNA’ lar ve bu genler birbirleri ile karsilastiriimak
istenmistir. MiRNA”’ lar ve hedef mRNA’ larinin ifade seviyelerinin birbirleri ile ve

farkli hiicre hatlarinda karsilastirilmasi Sekil 4.12. ve Sekil 4.13.” de gosterilmistir.
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ifadedeki kat degisimi
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SKBR-3 MCF-7 MDA-MB-231

mGLUT-1 mir-22-3p

Sekil 4.12. Mir-22-3p, ifade seviyesinin meme kanseri hiicre hatlarinda GLUT-1" in
ifade seviyesi le karsilastirilmasi

GLUT-3, mir-103a-3p, mir-107

ifadedeki kat degisimi
w

e ﬂi Ilﬁ

SKBR-3 MCF-7 MDA-MB-231

B GLUT-3 mir-103a-3p E mir-107

Sekil 4.13. Mir-103a-3p ve mir-107° nin ifade seviyelerinin meme kanseri hiicre
hatlarinda GLUT-3’ iin ifade seviyesi le karsilastirilmast
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5. TARTISMA VE SONUC

Kanser, d6liimle sonuglanabilen, genetik bir hastaliktir. Meme kanseri kadinlarda en sik
rastlanan kanser tipidir ve 6liim ile sonuglanan kanserlerin basinda gelmektedir. Meme
tiimorleri; morfolojik, klinik, hormon reseptor diizeyi ve tedaviye yanitlarina gore farkl
Ozellikleri olan, heterojen tiimorlerdir. Meme kanseri goriilme sikligi, iilkeden iilkeye
degismekle birlikte, diinyada kadinlarda ortaya ¢ikan kanserlerin % 32’ sini ve kansere
bagli oliimlerin % 18’ ini meme kanseri olusturmaktadir (Darendeliler ve Agaoglu
2003). Ulkemizde tiim kanserlerin % 24.1° ini meme kanserinin olusturdugu
sOylenmektedir. Meme kanseri siklig1r fazla olmasma ragmen sag kalimi yiiksek bir
kanser tiirtidiir. Bu nedenle erken teshisi 6nem tagimaktadir (http:// www. saglik.gov.tr,
2017).

Erken evrede meme kanseri teshisi igin biyobelirtecler 6nem tasimaktadir (Knight ve
ark. 1977, Sekar ve ark. 2013). Meme kanserinde bu amaglarla yapilan birgok miRNA
calismasi yer almaktadir (Chen ve ark. 2012, Slaby ve ark. 2012, Redova ve ark. 2012,
Tahiri ve ark. 2014). Kanser olusumunda kodlama yapan gen bdlgelerinin yanisira
kodlama yapmayan gen boélgeleride son zamanlarda en ¢ok calisilan konulardan birisi
olmustur. Kodlama yapmayan RNA’ lar i¢inde en c¢ok calisilan1 ve Onem tasiyani
mikroRNA’ lardir (Calin ve Croce 2006). ncRNA’ larin kompleks canlilarda ¢ok
onemli bir genetik diizenleyici olduklarint gosteren ¢alismalarin ve buluslarin artisiyla
beraber bu RNA’ larin hastaliklarin biyobelirteci olarak kullanilabilecegi fikri oldukga
onem kazanmistir. miRNA’ larin ekspresyon seviyelerindeki degisimler farklh

timorlerde ve karsinomalarda ayirici tani olarak kullanilmaktadir (Lu ve ark. 2005).

MikroRNA’ lar tim kanser tiirler i¢ci Onem tagimaktadir. Kanserin tanimlanmasi,
ilerleyis ve tedavi stratejilerinin belirlenmesinde mikroRNA’ lardan yararlanilmasi
diistiniilmektedir. Erken teshisin zor oldugu kolon kanseri ve diger kanser tiirlerinde ise,
hastanin tiikiiriik, serum, plazma ve doku 6rneklerinden ¢ikarilacak miRNA profillerinin
erken teshisde kolaylik saglayacagi diisiiniilmektedir (Cortez ve Calin 2009). MiRNA'
larin sadece erken tani baglaminda biyobelirte¢ olarak degil, kanserin tedavisindede
kullanilabilecekleri diisiiniilmektedir (Gonzalez-Alegre 2007). MiRNA’ larin gen

ekspresyonundaki onemli rolii, kanser i¢in yeni bir umut olmustur. MiRNA’ larin
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onkogenleri susturma, metastazi Onleme, metastazi tetikleme, kemoterapiye dayaniklilik

kazandirma gibi rolleri vardir (lorio ve ark. 2005).

Kanserde miRNA’ nin ifadesinin az olmasi timdr baskilayici olarak islev gorebildigini
onkogen veya hiicre farklilagmasini ya da apoptozu kontrol eden genleri diizenleyerek
kanseri engelleyebilecegini diislindiirmiistiir. Kanserde miRNA’ nin gereginden fazla
eksprese olmasi, onkogen olarak islev gosterdigini ve apoptozu kontrol eden genleri ya
da tiimor baskilayic1 genleri baskilama seklinde diizenleyerek kanser gelismesinde ¢ok
onemli bir etken olarak islev gordiigiinii ve bu bilgilerin tedavide kullanilabilecegini
gostermistir (Wiemer 2007). Birgok farkli hastaligin patogenezinde miRNA' larin rol
oynadi@i gosterilmistir (Ruvkun 2001). Bu amag ile Kanser gelisiminde onkojen ve
timor baskilayici genler gibi davrandiklar1 deneysel c¢aligmalarla gosterilmistir

(Lotterman ve ark. 2008).

Meme kanserinin glukoz alimi normal hiicrelere gore ¢ok yiiksek diizeydedir. Glukoz
galaktoz ve fukroz bir¢ok hiicre i¢in temel enerji kaynagini olusturmaktadir. Bu
molekiiller hiicre icine girmek igin tastyicilara ihtiya¢ duyarlar. iste kanser gelisiminde
kalitsal ve ailesel olusum disinda katkida bulunan gen veya genetik mekanizmalardan
biride GLUT gen ailesidir (Gould ve Holman 1993). Glukoz transporterlar enerjiye
thtiyag duymadan plazma membranindan hiicre igine glukoz tasirlar. Doku
dagilimlarina ve glukoza olan affiitelerine gore farklilik gosterirler (Olson ve Pessin
1996, Ito ve ark. 2002). Glukoz metabolizmasinin arttigi insan malignitelerinin, normal
hiicrelere gore GLUT-1 diizeylerini daha yiiksek seviyede ifade ettigine dair kanitlar
vardir. Ozellikle, insan GLUT-1 malign hiicrelerde ve meme, pankreas, serviks,
endometriyum, akciger, mezotelyum, kolon, mesane, tiroid, kemik, yumusak dokular ve
ag1z boslugunu igeren gesitli tiimorlerde asir1 eksprese edilir (Chang ve ark. 2000, Wang
ve ark. 2006, Grover-McKay ve ark. 1998, Ashton-Sager ve ark. 2006, Kato ve ark.
2007, Wincewicz ve ark. 2007, Yasuda ve ark. 2005, Tateishi ve ark. 2006). Ozellikle,
GLUT-1 ekspresyonu artmig malign potansiyel, invazivlik ve kotii prognoz ile
iliskilendirilmistir (Kunkel ve ark. 20071to ve ark. 1998, Sakashita ve ark. 2001).
GLUT-3 de insan malign dokusunda eksprese edilir, ancak bildirilen sonuglar arasinda

tutarsizliklar vardir (Brown ve Vahl 1993, Markert ve ark. 2001).
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Meme kanserinde tedaviye yanitta en Onemli basamak ve belirteg kanserin molekiiler
ozelligidir. Heterojen bir yapiya ve molekiiler profile sahiptir. Meme kanseri
gelisiminde belirgin bir yolak veya histolojik gosterge belirlenmemistir (Stingl ve
Caldas 2007).

Yeni tant konulan meme tiimorlerinde Ostrojen reseptor (ER), progestron reseptdr (PR)
ve human epidermal growth factor receptor 2 (HER-2) gen ekspresyon 6zelligi rutinde
kullanilan 6nemli belirteglerdir. Son yillarda ileri molekiiler teknolojik yontemlerin
uygulanmasi ile meme tiimdrlerinin siniflandirilmas: gen ekspresyon profiline gore
yapilmaktadir (Bauer ve ark. 2007). Gen mikrodizin analizlerine gore; meme Kanseri
ostrojen reseptorii ER-pozitif ve ER-negatif olmak {izere iki temel alttipe ayrilmaktadir.
Meme kanserlerinin yaklasik % 75’ i ER velveya PR pozitifligi gosterir. ER-pozitif
tiimorler tipik olarak liiminal epitel hiicrelere 6zgii genleri eksprese ederler. Bu nedenle,
bu alt-grup “Liiminal” olarak adlandirilmigtir. Liiminal grup kendi arasinda Liiminal A
ve Liiminal B seklinde iki alt gruba daha ayrilir (Valentin ve ark. 2012).

Endojen kaynakli Ostrojen fazlaliginin kanser gelisiminde anlamli bir rol oynadigi
distintilmektedir (Wittliff 1984). Meme displazilerinin nedeninin over aktivitesi ile
iligkili olabilecegi diisiiniilmektedir. Giiniimiizde en ¢ok kabul edilen goriis, dstrojenin,
ozellikle ostrodiol fraksiyonunun artisi veya progesteron seviyesinin disisi ile
Ostrojen-progesteron arasindaki dengenin progesteron aleyhine bozulmasidir. Bu

nedenlede hormon reseptér dzellikleri Snem tasimaktadir (Unal 1995).

Yapilan bu ¢alismada, mir-22, mir-103a, mir-107’ nin ifade seviyeleri ve targetscan
veritaban1 kullanilarak hedefledigi diislinlilen kanserli hiicrelerde glukoz alimini
saglayan GLUT-1 ve GLUT-3 genlerinin ifade seviyelerine qRT-PCR yontemi ile farkli
meme kanseri hiicre hatlarinda normal epitelyum hiicre hatt1 ile karsilastirmali olarak
bakilmistir. Farkli meme kanseri hiicre hatlarindaki ifade seviyeleri, farkli molekiiler alt
tip Ozelliklerininde etkisi aragtirllmistir. Sonuglar analiz edilip karsilastirmali olarak

yorumlanmustir.

Mir-22 ile ilgili yapilan bazi ¢aligmalara gore, meme kanser Orneklerinde mir-22

ekspresyonunun HER2+ de HER2- e kiyasla daha diisiik, ER+ ve PR+ meme kanseri
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orneklerinde ER- ve PR- meme kanseri 6rneklerine gore ekspresyonunun daha yiiksek
oldugu gosterilmistir (Mattie ve ark. 2006). Genel olarak mir-22’ nin meme kanserinde
downregiilasyon gosterdigi bulunmustur (Zhang ve ark. 2010). Yapilan bir ¢alismada,
Mir-22 Ostrojen reseptoriin regiilatorii olarak tespit edilmistir ve ER-pozitif insan meme
kanseri hiicrelerinde down regiilasyon gosterdigi tespit edilmistir (Xiong ve ark. 2010).
Yakin tarihli bir ¢alismada ayrica, miR-22" nin GLUT-1"' i hedefleyerek bir tiimor
baskilayici olarak hareket ettigini ve meme kanseri hastalarinin TNM evresi, uzak
metastaz ve sagkalim ile dogrudan iliskili oldugunu gostermektedir (Pandey ve ark.
2015).

Ayrica, bazi c¢aligmalara gore mir-22° nin yiiksek ekspresyonu meme kanser
hiicrelerinin invasyonunu, metastasini ve proliferasyonunu baskilar (Kong ve ark.
2014). Mir-22 tiimor supresor olarak fonksiyon gosterebilmektedir (Xiong ve ark.
2010). Mir-22' nin ER' yi diizenledigi ve ER + hiicre hatlarinda miR-22 ekspresyonunun
azaldig1 bilinmektedir. Bagka bir ¢alismada MDA-MB-231 metastatik hiicre hattindaki
miR-22 inhibisyonunun, hiicrenin gégiinde ve invazyonda azalmaya neden oldugunu,
bunun aksine MCF-7 hiicre hattindaki asir1 ekspresyonu ise hiicre gog¢iiniin ve

invazyonun artmasina neden olmustur (Koufaris ve ark. 2016).

Bizim sonuglarimizda; mir-22 ekspresyonu, 3 hiicre hattindada azalig gdstermistir. En
fazla azalisi MDA-MB-231 hiicre hattinda (5+0,21 Kkat), sonra SKBR-3 hiicre hattinda
(2+0,11 kat), en az azalis1 ise MCF-7" de gostermistir (1,6+0,36 kat). Fakat bu anlaml
bir azalis degildir. Bu Sonuglar 1s18inda mir-22 digerlerine gore daha agresif hiicre
hattinda, daha fazla azalig gostermistir. Buda mir-22” nin yiiksek ekspresyonunun timor
supressor olarak islev gorebilecegini diistindiirebilmektedir ki yapilan bir ¢ok calismada
bu yonde sonuglar vermstir. Mir-22° nin daha disiik ekspresyonlarinda agresiflik,
invazyon potansiyeli ve metastatik 6zelliklerin artiyor olmasi muhtemeldir. Molekiiler
Ozellikler ile karsilastirilacak olursa, bazi ¢alismalar da ER+ hatlarda mir-22° nin
ekspresyonunun azaldigini kanitlamistir. Bizim ¢alismamizda da ER+ hiicre hatt1 olan
MCF-7" de mir-22’ nin ekspresyonunda azalis gozlenmistir fakat bu ¢ok anlamli bir
azalis degildir. Buna karsilik, hormon reseptér ve HER2 yoniinden negatif hiicre
hattinda (MDA-MB-231) digerlerine gore daha fazla bir azalis gézlenmistir.
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Meme kanseri vakalarindan alinmis doku 6rnekleriyle yapilan bazi ¢alismalarda, miR-
103/107 ve DICER’ 1 ekspresyon seviyelerinin ters iligkili olduklar1 gosterilmistir. Bu
bulgular sunu ima eder, mir-103/107 birden fazla gene etki ederek hala tanimlanmamis
ve metastasla iliskili diger mRNA molekiillerinin fonsiyonlarini diizenliyor olabilir.
Aragtirmacilar  ayrica, invazyon potansiyeli artmig olan in vitro meme
karsinomhiicrelerinde Mir-103/107° nin overekspresyonunu kesfettiler. Yapilan
calismalara gore; insan meme kanserinde miR-103/107’ nin overekspresyonu metastaz
ve kotii sonuca sebep olmaktadir. Mir-103/107° nin inhibisyonu malign hiicrelerin
invazyon, gd¢ ve metatasina engel olur (Martello ve ark. 2010).

Serumda bulunan mir-103 potansiyel tanisal bir marker olarak meme kanserinde
kullanilabilir ve hastalarin prognostik 6zellikleri hakkinda faydali bilgiler verebilir

(Wang ve ark. 2012).

Bir ¢alisamada mir-107’ nin meme kanseri olan hastalarin malign dokularinda yiiksek

ekspresyon gosterdigi ifade edilmistir (Chen ve ark. 2011).

Bizim g¢alismamizda, mir-103a-3p ekspresyonu 3 hiicre hattinda da normal epitelyum
hiicre hattina gore azalig gostermistir. En fazla azalist MDA-MB-231 hiicre hatttinda
gostermistir (20+0,03 kat). En az azalis ise MCF-7 (1,1+0,03 kat) ve SKBR-3
(1,75+0,08 kat) hiicre hatlarinda gdstermistir. Fakat bu hiicre hatlarindaki azalis anlamli
degildir. Bizim c¢aligmamizda digerlerine gore daha agresif olan hiicre hattinda (MDA-
MB-231) digerlerine gore yiiksek bir farkla mir-103a-3p geninde azalis s6z konusudur.
Bu nedenle mir-103a-3p, mir-22’ nin tersine timor suppresor olarak degil onkomir
olarak gorev yapiyor olabilir. Bazi ¢alismalar bunun aksine mir-103a-3p’ nin yiiksek
ifadesnin invazyon ve metastaz ile iliskili oldugunu sdylemektedir. DICER’ 1n direk
hedefi oldugu diistiniilmketedir. DICER’ 1 (tumor supresor gen) baskilayarak hiicre
hareketliligini ve kotii pronozu arttirrmaktadir. Fakat bizim ¢alismamizda daha agresif
ve invaziv hiicre hattinda daha azagresif olan hiicre hatlarina gore 20 kata yakin daha az
eksprese edildigi sonucuna ulagilmistir. Bunun nedeni; DICER mir-103a-3p tarafindan
degilde farkli miRNA’ lar tarafindan da baskilaniyor olabilir bu nedenle invazyon
kapasitesi yiiksek hiicre hattinda mir-103a-3p” ninde ekspresyonunu baskilayacak

cevresel yada organizma iginde gerceklesen bilinmeyen etkiler olmus olabilir. Ayrica
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molekiiler 0Ozelliklere bakildiginda hormon reseptéor ve HER2- hiicre hattinda
digerlerine gore anlamli bir azalis gézlenmistir. ER+ ve PR+’ de ise ekspresyonda daha
az bir azalis gérmemiz bunlar1 hedefleyebilecegini diisiindiirebilir. Buradan yola
cikilarak, mirl03a-3p’ nin ekspresyonu arttirilarak yada azalttilarak bunlar1 hedefleyip

hedeflemedigine dair caligsmalar yapilabilir.

Mir107 ise 3 hiicre hattindada anlamli bir artis yada azalis géstermemistir. MDA-MB-
231’ de ve SKBR-3’ de degismezken MCF-7 de 1,7+0,45 katlik bir artig gostermistir.
Neredeyse higbir hiicre hattinda, mir-107’ nin ekspresyonunda anlamli bir degisim
yoktur. Mir107” de mir-103 gibi yapilan bazi ¢alismalarda metastaz ve kotii sonugla
iligkili bulunmustur ve meme kanserinde overekspresonunu gosteren calismalar
mevcuttur. Fakat bizim ¢alismamizda anlamli bir artis yada azalis gozlenmemistir.
Molekiiler 6zellikleri kendi iglerinde kiyaslayacak olursak sadece ER+ hiicre hattinda
arttigin1 gormekteyiz. Sadece MCF-7’ de bir artis s6z konusudur. Buda mir-107’ nin ER

reseptorli hedef aliyormu sorusunu akla getirebilir.

Malign hiicrelerin glukoz alimindaki artisin glukoz transport proteinlerinin artmis
ekspresyonu ile iliskili oldugu bilinmektedir. Ozellikle GLUT-1 ve GLUT-3 temel
tastyicilardir (Macheda ve ark. 2005, Joost ve Thorens 2001, Joost ve ark. 2002). in
vitro olarak, meme kanseri hiicre hatlarinda GLUT ekspresyon paternleri ¢ok kapsamli
bir sekilde incelenmistir. Bu ailenin en sik ¢alisilan ve yaygin alt tiplerinden biri olan
GLUT-1, ozellikle hiicrenin bazal glikoz ihtiyaci yoniinden énem tagimaktadir. Malign
hiicrelerin hizli metabolizmalar1 sonucu glikoz ihtiyaglar: artmaktadir. Erken evre meme
kanserinde GLUT-1 ekspresyonunun prognostik énemi iyi bilinmemektedir (Ravazoula
ve ark. 2003, Mueckler ve ark. 1994, Laudanski ve ark. 2003, Cao ve ark. 2007). Kang
ve ark. (2002) GLUT-1" in ekspresyonunun dstrojen ve progesteron reseptér durumuyla
anlamli sekilde korele oldugunu gosterdi. Fakat bazi ¢alismalar bunun aksini
gostermistir. GLUT-1 ekspresyonun boyle bir korelasyon gostermedigi, ancak Ostrojen
ve progesteron reseptor pozitif kanserlerde GLUT-3 ekspresyonunun reseptor negatif
karsinomlara gore anlamli olarak daha yiiksek oranda oldugu rapor edilmistir. Ayrica,
GLUT-1' in ekspresyonunun, endometriyal ve meme karsinom hiicreleri tarafindan

glikoz alimini sagladigr ve bunun yaninda GLUT-3’ {inde glukoz alimima katkida
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bulundugu sonucuna varilmistir. Bu sonuglar 1s1¢inda GLUT-1 ve GLUT-3 endometrial

ve meme tiimorlerinin farklilasmasinda 6nemli biyobelirteg olabilirler (Krzeslak ve ark.

2012).

Grover-McKay ve ark. (1998) hiicre yilizeyindeki GLUT-1 ekspresyonunun MCF-7,
MDA-MB-435 ve MDA-MB-231 insan meme kanser hiicre hatlarmin invaziv kabiliyeti
ile iligkili oldugunu gostermistir. Zamora-Leon ve ark (1996), meme kanseri hiicre
hatlar1 MCF-7 ve MDA-468" in glukoz tasiyicist GLUT-1' 1 eksprese ettigini
gostermistir.

Kang ve ark. (2002) GLUT-1 ekspresyonunun negatif ER, negatif PR, yiiksek niikleer
derece ve kotii sagkalim ile korele oldugunu buldular. Ovarian hormonlar, 6zellikle de
ostrojen, GLUT regiilasyonunda etkili gibi goziikmektedir (Medina ve Owen 2002).
GLUT-1 seviyesinin yiikselmesi, beyin, meme, kafa, boyun, mesane, bdobrek,
kolorektal, akciger ve yumurtalik gibi hemen hemen tiim kanser tiirlerinde gosterilmistir
(Macheda ve ark. 2005). GLUT-1 ekspresyonu artmis habis potansiyel, invazivlik ve
kot prognoz ile iliskilendirilmistir (Haber ve ark 1998, Sakashita ve ark. 2001, Kalir ve
ark. 2002). Bu agidan bakilacak olursa kanserin erken teshisinde GLUT-1 seviyeleri
belirleyici gorev gorebilir. Kanser daha ileri evreye gelmeden GLUT seviyesi ile
kanserin evresi ve prognozu hakkinda bilgi edinilebilir ve erken teshis ile tedavi ve sag

kalim oranlar arttirilabilir.

Meme kanserlerinde GLUT-1 ve GLUT-3 protein ekspresyonu calismalar1 degisken
sonuglar vermistir. Baz1 immunohistokimyasal ¢alismalar, meme tiimdrlerinin yaklasik
%50' sinde GLUT-1 ekspresyonu ve sadece %25' inde GLUT-3 ekspresyonu tespit
etmistir (Younes ve ark. 1995, Kang ve ark. 2002, Schmidt ve ark. 2010).

SLC2A3 (GLUT-3) asir1 ekspresyonu, oral dil karsinomasinda tiimér boyutu, patolojik
evre ile korelasyon gostermistir (Estilo ve ark. 2009). Immiinohistokimyasal olarak
degerlendirilen GLUT-3 protein ekspresyonu, kiigiik olmayan akciger karsinomasinda,
oral skuamoz hiicreli karsinomada ve laringal karsinomda kotii prognozun bir
gostergesidir. Bu kanserlerde GLUT-3 yine prognostik bir marker olarak gorev gorebilir
(Ayala ve ark. 2010, Baer ve ark. 2002).
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Bunun yan1 sira, GLUT-3 mRNA veya protein ifadeleri, tiroid ve over kanserlerinde
klinikopatolojik parametrelerle korelasyon gostermemistir (Matsuzu ve ark. 2004,
Rudlowski ve ark. 2004, Tsukioka ve ark. 2007).

Bazi ¢alismalar meme kanserinde GLUT-3 ekspresyon varligini géstermis bazilari ise
gdsterememistir. Bu konu hala netlik kazanmis gibi gdziikmemektedir. Ornegin;
Younes ve ark. (1997) meme kanserinde GLUT-3 ekspresyonunu ¢alismalarinda ortaya
koyamamustir. Fakat bunun aksine Godoy ve ark. (2006) GLUT3' iin sadece Invaziv
duktal karsinom olan 33 vakanin 3' iinde cok az bir sekilde eksprese edildigini
gostermistir ve 12 normal dokuda GLUT-3 ekspresyonuna rastmamislardir (Godoy ve
ark. 2006). Bununla birlikte baz1 ¢alismalarda, meme karsinomlarinda goreceli olarak
GLUT-3 mRNA seviyesi GLUT-1' den ¢ok daha diisiik bulunmustur. Daha yiiksek
GLUT-3 ekspresyonu, meme kanserlerinin kotii histolojik derecesi ile anlamli derecede
iligkili bulunmustur (Godoy ve ark. 2006). Yapilan bir ¢alismadada meme kanseri
vakalarmin % 40' nda GLUT-3 mMRNA ekspresyonunun mevcut oldugu gosterilmistir
(Krzeslak ve ark. 2012).

Yaptigimiz ¢alismada, mir-22, mir-103 ve mir-107° nin hedefledigi disiiniilen ve
glukoz alimi ile iligkili olan GLUT-1 ve GLUT-3 genlerininde bu meme kanseri hiicre
hatlarinda ekspresyonlarma bakilmistir. Mir-22' nin hedefledigi diisiiniilen GLUT-1
geninin ekspresyonu 3 hiicre hattindada artis gostermistir. GLUT-1 geni, MCF-7 hiicre
hattinda anlamli bir artig gostermezken (1,7+1,06 kat), SKBR-3 (3,3£0,1 kat) azalmis
ve MDA-MB-231 (3,0+0,97 kat) hiicre hatlarinda anlamli artis gostermistir. Bu
sonuglara istinaden GLUT-1" in agresiflik ve kotii prognozla liskili olabiecegi
diigiiniilmektedir. Ciinkiit MCF-7 ve SKBR-3’e gore daha agresif olan MDA-MB-231
hiicre hatlarinda GLUT-1 ekspresyonunda anlamli bir artis gézlenmistir. Bunun yaninda
mir-22 ile ters bir korelasyon gézlenmistir. Mir-22 en fazla azalist MDA-MB-231" de
(50,21 Kkat) gosteririken GLUT-1 en faza artis1 (3,0+0,97 kat) MDA-MB-231 de
gostermistir. Mir-22 SKBR-3 de 2+0,11 kat azalig gosteririken GLUT-1 SKBR-3’ de
3,3+0,1 Katlik bir azalis gostermistir. Mir-22 MCF-7’ de 1,6+0,36 lik anlamli olmayan
bir azalis gosterirken GLUT-1 MCF-7" de 1,7+1,06 lik anlamli olmayan bir artis

gostemistir. Sonug olarak digerlerine gore daha agresif olan hiicre hattinda (MDA-MB-
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231), mir-22 ekspresyonunda en fazla azalisi, GLUT-1 ekspresyonunun ise digerlerine
gore en fazla artis1 gormekteyiz. GLUT-1 seviyesi bu hiicre hatlari arasinda en agresif
olan MDA-MB-231 de artis gosterdiginden dolayi, yine agresiflik ve kotii pronozla
iliskili oldugunu goriilmektedir. Mirl103a ve mirl07' nin hedefledigi distiniilen GLUT-3
geninin ekspresyonu ise normal epitelyum hiicre hattina gére MCF-7 hiicre hattinda
10£0,02 katlik, SKBR-3 hiicre hattinda 43+0,006 katlik bir azalis gostermistir. MDA-
MB-231 hiicre hattinda ise 5,5+5,7 kata yakin bir artig géstermistir.

Bu sonuglar 1s1ginda, GLUT-3" i hedefledigi diisiiniilen mirl03’ tin MCF-7 hiicre
hattinda anlamli bir degisim goriilmemistir (+0,44). Fakat ayn1 hiicre hattinda GLUT-3
ekspresyonu 10+0,02 katlik anlamli bir azalis gostermisitir. Mir-103 seviyesi yine
MCF-7 hiicre hattinda oldugu gibi SKBR-3 hiicre hattinda da anlamli olmayan
(1,7540,08 kat) bir azals sergilemistir. Fakat GLUT-3 seviyesi ayn1 hiicre hattinda ¢ok
biiyiik bir farkla 43+0,006 katlik bir azalig gostermistir. Bu hiicre hatlarinda mir-103” {in
GLUT-3’li hedefliyor olabilecegi sonucuna varilmamaktadir. Mir-103 ekspresyon
seiviyesi MDA-MB-231 hiicre hattinda 20+0,03 kat azalirken GLUT-3 ekspresyonu
ayni hiicre hattinda 5,5+5,7 katlik artig gostermistir. MDA-MB-231 hiicre hattinda mir-
103 ile GLUT-3 arasinda ters bi korelasyon gozlenmektedir. GLUT-3 seviyesi de
GLUT-1 gibi bu hiicre hatlar1 arasinda yine en agresif olan MDA-MB-231 de artis
gostermistir ve bu sonu¢ GLUT-3" {inde yine agresiflik ve kotii pronozla iliskili
oldugunu gostermektedir. Bizim c¢aligmamizda kullandigimiz hiicre hatlarinda
baktigimiz miRNA’ larda genel olarak azalis yada anlamli olmayan ekspresyon
degisimleri gozlenmis, GLUT-1 ve GLUT-3’ de ise yalnizca MDA-MB-231 hiicre
hatttinda anlamli artis gézlenmistir. Diger hiicre hatlarinda ise anlaml sekilde azalis
gostermiglerdir. Fakat bu tiim sonuglar gen ifadesindeki artis yada azalis1 verip protein
hakkinda bilgi vermedigi i¢in net birsey sOylemek zordur. Bunlar sadece tahmini
yorumlar olup, ileride yapilacak c¢alismalarda protein seviyelerinede bakilarak

karsilagtirmali olarak daha net yorumlar yapmak miimkiindiir.
Bu c¢alisma, 3 hiicre hattinda mir-22-3p, mir-103a-3p, mir-107 genlerinin eskpresyon

seviyelerine ve bu miRNA’ larin targetscan veri tabanina gore hedefleyebilecegi tahmin

edilen ve kanser hiicrelerinde fazla glukoz aliminda 6nemli rol oynayan GLUT-1 ve
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GLUT-3 genlerinin farkli molekiier alt tiplere sahip meme kanser hiicre hatlarinda
birlikte bakildig1 bir ¢alismadir. Burada farkli 3 parametre birbiri ile karsilastirilmali
olarak incelenmistir. Ileriki calismalarda mir-22-3p, mir-103a-3p ve mir-107" nin
tahmini hedeflerinin protein seviyeleride oSlgiilebilir. Mir-22, mir-103 ve mir-107’ nin
mimic yada antigomirleri hiicre hatlarina verilerek bu GLUT’ lardaki degisimlere de
bakilabilir. Bunun yani sira tahmini hedef genlerdeki miRNA’ larin uyusum dizi
bolgelerinde mutasyonlar olusturarak gercekten tahmin hedefi olup olmadiklarida

arastirilabilir.

Bu ve onceki ¢alismalar da gostermektedir ki hiicre hatlarinda yapilan ¢alismalarda
GLUT genlerinin ekspresyonunu hedef miRNA’lar etkileyebildigi gibi baska faktorlerin
de etkilemesi s6z konusu olabilir. Hiicre hatlarindaki pasajlamalar sirasinda
olusabilecek herhangi bir mutasyon olasiligi da gboz Oniine alinacak olursa benzer
calismanin in vivo kosullarda da tekrarlanarak bir ileri seviyeye tasinmasi

hedeflenmektedir.
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