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OZET

Meme kanserinde etkili olan molekiiler mekanizmalarinin tarifi i¢in son yillarda yogun calismalar
yapilmaktadir. Bununla birlikte bugiine kadar, bu hastalik i¢in bir¢ok tedavi stratejisi gelistirilmistir. Ancak ne
yazik ki bu tedaviler, hastalarda farkli yanitlarin ve/veya adjuvan tedavi resistansi gelisiminin olusumuna neden
olmustur. miRNAlarin gen ekspresyonunun regiilatorleri olarak gorev yaptiklarinin belirlenmesinden sonra hem
potansiyel terapotik hedef haline gelmis hem de aday diagnostik ve prognostik indikator olarak
degerlendirilmistir. Sonugta meme kanseri gen ekspresyon isaretlerine dayanan alt tiplendirmesine benzer olarak
miRNA isaretlerinin de tiimérlerin  smiflandirilmasinda  biyomarker ve prognostik indikatdr olarak
kullanilmasinin yakin gelekte miimkiin olacagi ve bu sekilde bireysel rasyonel tedavilerin saglanabilecegi
gosterilmistir. Ayrica miRNA ekspresyon modellemelerinin yapilmasi, bu alt tiplerin altinda yatan molekiiler
temelleri de agiklayabilir ve hedeflenen tedavi modellerinin gelistirilmesine katkida bulunabilecegi
diigiiniilmektedir (30). Bu derlemede miRNAlarin genel etki mekanizmalari ve meme kanserindeki etki
mekanizmalari tartisilacaktir.

ABSTRACT

In recent years studies are accelerated in determining the possible molecular mechanisms of breast cancer in
addition to the development of many treatment strategies. However these treatment strategies cause different
curative responses and/or development of adjuvant therapy resistance in breast cancer patients. On the other
hand, with more recent studies declaring the roles of miRNAs as the regulators of gene expression miRNAS
became new potential therapeutic targets and thus evaluated as candidate diagnostic and prognostic indicators of
breast cancer. Eventually it was expected that in near future miRNAs have parts in both tumor classification and
efficient treatment strategies as novel biomarkers and prognostic indicators as well as in the classification of
breast cancer according to tumor gene expression markers. In addition it was thought that creating of miRNA
expression models could explain the molecular basis of the subtypes and also could contribute to the
development of targeted treatment models. Thus the biological roles of miRNAs in several diseases and
effective mechanisms in breast cancers will be discussed in this review.
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Giris

RNA interference (RNAI) sistemi canli hiicrelerde hangi
genlerin aktif oldugunu ve bu genlerin nasil etkin olduklarini
kontrol eden bir sistemdir. RNAi’nin 3 tipi vardir : endojen
kaynakli micro RNA (miRNA/miR), eksojen olarak small
interfering RNA (siRNA), ve esey hiicrelerindeki piwi-
interacting RNA (piRNA). Yaklagik olarak 21-23 nikleotid
uzunluktaki bu tek zincirli kiigik RNAlarm post-
transkripsiyonel gen regiilasyonunda énemli gérevleri vardir :
genlerin direk Tirlinleri olan RNA’lara baglanarak bu
RNAlarmn aktivitelerini azaltabilirler (mRNA translasyonunu
engelleyebilir) ya da arttirabilirler. RNAi'ler kodlamayan
RNA'lardandir  (non-coding RNA), vyani DNA'dan
transkripsiyonu yapilan ama proteine ¢evirisi yapilmayan
genler tarafindan  kodlanirlar(1,a,b,c,1a,1b,1c). RNAi
parazitik genlere karsi hiicreleri korumada 6nemli bir role
sahip olmakla birlikte bitylime ve gelisme (1), proliferasyon,
hiicre dongusti (2), kromozom organizasyonu (3) ve
tiimorigenez (2) lizerinde de dnemli rol oynamaktadir.

mikroRNAlar : 20-21 niikleotid uzunluktaki miRNAlar
posttranskripsiyonel seviyede gen ekspresyonunu kontrol
eden RNA regiilatorleridir. Insanlarda yaklasik 706 adet
miRNA (2) tespit edilmis olup genomun %30’unu kontrol
etmektedir. Bununla beraber miRBase veritabaninda farkli
organizmalara ait yani, her biri farkli genomik organizasyona
ve farkli biyogenetik mekanizmaya sahip, 5000°den fazla
miRNA girisi yapilmistir.

miRNAlarm arastirildig: ilk caligmalar C.elegans’ta yapilmis
olup, bu calismalarda gelisim ile iliskili bulunan ilk
mikroRNA geni olan lin-4’tin kesfi saglanmustir (4,5).
Nitekim bundan sonraki ¢aligmalarda miRNAlarin gelisim
sirasinda  embriyogenezde, diferansiyasyonda, gelisim
zamanlamasinda, organogenezde, biiylime kontroliinde,
proliferasyonda, programlanmis hiicre o6liimiinde, immun
yanit ve lenfosit fonksiyonunda rol oynadiklarim (6-9),
dolayisiyla da kok hiicre, embriyo, beyin, kalp, karaciger gibi
tim hayvan dokularinin normal gelisiminden
olduklar1 bildirilmistir (10) Ornegin miR-155’in immun yanit
ve lenfosit fonksiyonunda rol oynadigi;; miR-14
delesyonunun TAG ve DAG diizeylerini arttirdigi (7); miR-
17-5p ve miR-20’nin insanlarda elongasyon faktéri E2F1
ekspresyonunun regiilasyonuna katilarak proliferasyonu
diizenledigi gosterilmistir (8). Bununla birlikte, miRNA
ekspresyonunun doku spesifik ve/veya gelisim evrelerine
spesifik paternlere sahip oldugunu géstermistir; 6rnegin, miR-
1 kalp, miR-122 karaciger, miR-124a beyinde bulunur
(1,10,11). Son ¢alismalarda ise mMIRNA ekspresyon
profillerinin  kanser gibi birgok hastalikta degisiklik
gosterdigi bildirilmistir (1,10).

sorumlu

miRNA’larin nasil etki gosterdiginin arastirildigi molekiiler
temelli ¢alismalar, cogu miRNA geninin biiyiikliigii yiizlerce
niikleotidden onlarca kilobaza kadar degisen stem-loop
yapisinda primer miRNA (pri-miRNA) olusturmak iizere
RNA polimeraz II (Pol II) tarafindan transkribe edilerek
miRNA biyogenezini baglattigini géstermistir (12,13). Ancak
Alu-tekrar bolgeleri olan bazt miRNAlar, RNA polimeraz III
tarafindan transkribe edilmektedir (14). mRNAlar gibi Pol-II
ile transkribe olan pri-miRNA transkriptlerinin de splicing
mekanizmasina sahip poliadenillenmis poli-A kuyrugu ve bir
bashigi, 5’-cap yapisi vardir. Son zamanlarda yapilan
calismalarda ¢ogu memeli miRNAlarinin intronlarda yer
aldig1 ve miRNA iglenmesinin splicingden 6nce gergeklestigi
gosterilmisgtir ~ (10).  Pri-miRNA,  nukleus iginde,
mikroprocessor adi verilen bir multiprotein kompleksi
tarafindan 70-90 b¢ lik fragmentlere bdllnerek, hairpin
yapida precursor miRNA (pre-miRNA)’y1 meydana getirir.
Mikroprocessor kompleksinin merkezinde Drosha adi verilen
RNaz IIT kesim enzimi ve DGCRS8/Pahsa adi verilen, gift
zincirli RNAlar1 baglayan protein domeni yer alir. Nukleus
icinde olugan pre-miRNA’lar exportin 5 tarafindan taninarak
Ran-GTP-bagimli bir mekanizma ile sitoplazmaya tasinir
Dicer ile 21-23 bg’lik miRNA’lar elde edilir (1,10,15).
Sitoplazmaya tasinan pre-miRNA, Dicer ad1 verilen diger bir
RNaz Il enzimiyle, ~22-nt
miRNA:miRNA%* dupleksini olusturmak iizere kesilir. Bu
dubleks insan hiicrelerinde dsRBD proteini,
TRBP/Loquacious, ile etkilesir (10,15). insan hiicrelerinde
TRBP, Argonaute proteini olan Ago2 (ve muhtemelen diger
Ago proteinleri de) ve ardindan Dicer ile bir araya gelerek
trimerik bir ribonukleoprotein kompleksi olan RISC (RNA-
induced silencing complex/ RISC) olusumunu baslatir.
Rolatif olarak baz eslesmesinde daha diisiik stabilitesi olan
miRNA* zinciri degrade edilir. Aktif olan miRNA'lar ise
RISC kompleksine entegre olduktan sonra kendi tamamlayici
MRNA hedefine yonlenir. Bu yonlenme baz eslesmesi
etkilesimine dayanir. miRNA ile tam eslesme ya da kismi
komplementerlik, ya hedef mRNA’nin argonaute proteinleri
tarafindan kesilerek degrade edilmesine ya da translasyonel
baskilanmaya neden olur. Bir miRNA bir veya daha ¢ok
mRNA'ya tamamlayicidir (komplemanterdir) (10,15,16).
Yakin zamanda yapilan daha derin dizileme ¢aligmalar

uzunlugunda  matiir

miRNA’nin miRNA*’ya ortalama oraninin ~100:1 oldugunu
ancak her iki zincirin de fonksiyonel oldugu durumlarda bu
oranin daha da disik oldugunu gostermektedir (15,17).
Bununla birlikte diger bazi ¢alismalarda bazi miRNA’larin,
heterokromatik miRNAlar, DNA ile etkilesime girerek
transkripsiyonel represyon yaptig1 bildirilmistir (6).
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Sekil 1. miRNA biyogenezi (10). Hayvanlarda miRNA
cekirdekte oncelikle pri-miRNA olarak eksprese edilir. Pri-
MRNA RNaz-3, Drosha, tarafindan 70-90 b¢ lik fragmentlere
bolinerek, pre-mRNA’lar elde edilir. Pre-mRNA’lar exportin
5’ten sitoplazmaya ¢ikar ve Dicer ile 21-23 bg’lik miRNA’lar

elde edilir. miRNA’lar, dsRNA molekilleri ile aym
mekanizmayla komplementer mRNA molekiillerinin yikimini
saglar (18).

miRNA ve Hastahk

miRNA &karyotik hiicrelerin normal islevinde yer aldig1 gibi,
bir¢ok hastalikla da iligkilidir. Kanser, néroloji, kardiyoloji,
viroloji gibi bir¢ok alanda bu konudaki g¢alismalar hizla
devam etmekte olup, elde edilen sonuglarla tedavi stratejileri
gelistirilmeye ¢aligilmaktadir (19-21). Dominant olarak
aktarilan norodejeneratif hastaliklara 6rnek olarak Huntington
hastalig1 ve Alzheimer verilebilir. Bu hastaliklar spesifik bir
gene dolayistyla da o genin {iriiniine baglidir. Bu nedenlen bu
genin Urinini  RNAI ile sessizlestirildiginde, bu tiir
hastaliklarin biiyiik dl¢lide tedavi edilecegi diistiniilmektedir
(22). Hepatit C virisii gliniimiizde diinya poptlasyonunun
yaklasik %3 linii enfekte etmis ve tip diinyasinin tedavisi igin
tizerinde biiyiik bir hizla ¢alismaya devam ettigi 6nemli bir
virtistiir (10). Fare hepatositleri tizerinde yapilan bir in-vivo
arastirmada, anti-HCB  siRNA’larin  direk  olarak
HCVsekansina ait gen {irlinlinii sessizlestirdigi goriilmiistiir

(23). Bu RNAi mekanizmasi i¢in biiyilk bir adim olarak
kabul edilmekle birlikte ayrica AIDS

tedavisi i¢in de  bir  basarili  sonu¢  olarak
degerlendirilmektedir. Eksojen ve endojen kaynakli olarak
sentezlenmis olan siRNA’larin, HIV replikasyonu, T
lenfositler ve hematopoetik kok hiicrelerinin trettigi
makrofajlar gibi bir¢ok hicrede inhibisyona yol actig
goriilmiistiir (10). Cagin hastalig1 olarak bilinen kansere karsi
da bircok c¢alisma yapilmigtir. Kanserli dokuda miRNA
mekanizmasinin baskilandigr goriilmiistiir. Clinkii miRNA
antiapoptotik gen olan Bcl-2’yi  hedef alip, onu
sessizlestirebilmekte ve kanserli dokunun proliferasyonunu
Onleyebilmektedir (24).

miRNA ve Kalp Hastalhig

miRNA fonksiyonunun kalpteki global roliinlin anlasilmasi
icin yapilan deneylerde fare kalbindeki miRNAlarin
olgulagsmasi engellenmis ve deney sonucunda miRNAlarin
kalp gelisiminde onemli bir rol oynadigi gorilmiistiir.
Bununla birlikte insanlarda yapilan miRNA ekspresyon
profili ¢aligmalariyla hastaliga sahip kalpte spesifik miRNA
ekspresyon diizeylerinin degistigi gosterilmis ve dolayisiyla
miRNAlarin  kardiyomiyopatilerdeki  katkilarina  dikkat
¢ekilmistir. Ayrica, belli miRNA'lar {izerinde yapilan
arastirmalar kalp gelisimi sirasinda miRNA'larin farkli rolleri
de oldugunu gostermistir (19).

miRNA ve kanser

Yapilan caligmalarla miRNAlar ile bazi kanser tipleri
arasinda iligkiler bulunmugtur. Calin ve ark. miRNA’larin
bliylik ¢ogunlugunun kanserle iligkili genomik bdlgelerde
yerlesmis  (25) oldugunu Lu ve ark. miRNA
ekspresyonlarinin kanser hiicrelerinde ve iligkili normal doku
hiicrelerinde  farkliklar ~ gosterdigini  (26)  bildirmistir.
Giiniimiizde elde edilen ¢alisma sonuglart da neredeyse tim
kanserlerde miRNA’larin anormal ekspresyonlarina isaret
etmektedir: 6rnegin, B hiicre kronik lenfositik 16semide miR-
15a ve mMIiR-16-1 silinmigtir (27). Bununla birlikte insan
akciger kanserlerinde let-7 downregulasyonunun oldugu
tespit edilmis olup let-7’nin yiiksek ekspresyon seviyelerinin
akciger kanserini inhibe ettigi bildirilmistir (25,28,29,30).

Tablo 1. insan malignant tiimdrlerindeki miRNA ekspresyon profilindeki degisiklikler (30).

Doku/Timoér | Artmus Ekspresyon Azalmig Ekspresyon

Tipi

Meme miR21,miR29b2 miR125b,miR145,miR10b,miR155 miR17-
5p,miR27b

Ovaryum miR141,miR200(a-c),miR221 Let-7f, miR140,miR145,miR199a, miR424

Endometrium

miR103,miR107,miR185,miR205,miR210,miR449

miR99b,miR152,miR193,miR204,miR221,let-
7i,miR181(a-c)

Glioblasyoma | miR221,miR21 miR181(a-C)

Lenfoma miR155,miR17-92cluster;,miR10a mirl5a

Kolorektal miR20a,miR24-1,miR29b-2,miR31 miR143,miR145,let-7

Tiroid miR221,miR222,miR146,miR181b,miR197,miR346

Hepatoseliler | miR18,miR224 miR199a,miR195,miR200a, miR-125
Testikiler miR372,miR373,miR221,miR376a, miR301

Pankreatik miR21,miR24-2,miR100, miR103-1,miR107,miR125b1 | miR375

Prostat let7d,miR195,miR203 miR128a

Gastrik miR-223,miR21,miR-1032 miR-218-2

Akciger miR17-92cluster,miR17-5p let-7 ailesi
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Meme Kanseri ve miRNAlar

Liu ve ark. 2004 yilinda meme kanseri olan insan ve
farelerde, mikrogip teknoloji kullanarak miRNA gen
ekspresyonlarmi profillemisler ve meme kanserinde, normal
dokuyla karsilastirildiginda, anormal miRNA ekspresyonunu
varligin1 bildirmiglerdir (2 ,31,32). Calin ve ark. her bir
dokunun spesifik bir miRNA gen ekspresyonu oldugunu
bildirmiglerdir (25). Buna karsilik Jiang et al. (33) ise
insanlarda yaygin olarak goriilen ve besi meme kanseri
(MDA231, T47D, SKBR3, MDA 361, and MCF-7) olmak
Uzere 32 kanser hicre-hattindaki 222 miRNAlar1 incelemis
ve meme ile prostat kanser hiicre hatlarmin birlikte
kiimelenmeye egiliminde olmasimin farkli dokularda benzer
mMiRNA ekspresyon profilinin oldugunu bildirmistir. Shen et
al. (34) genetik varyasyonlar igin ailesel meme ca hikayesi
olan 42 hastanin DNA 0Ornegini incelemis ve 17 miRNA
geninin meme timor dokusunda  yiiksek veya diisiik
ekspreyon seviyelerini gostererek BRCA1/2, ATM, PTEN,
and CHEK2 gibi meme kanserindeki 6nemli genleri regiile
ettigini bildirmistir (32).

Meme kanseri, genetik olarak hem locus hem de allel
icerigine gore yiiksek derecede heterojendir. Simdiye kadar
ailesel meme kanseri vakalarinin kabaca %350si herhangi bir
bilinen kanser geni ile agiklanamamistir. Bu tip bir
heterojenite “yaygin hastalik, multiple nadir allel” (“common
disease, multiple rare alleles”) modeli olarak tanimlanmistir.
Calin et al. (25) bilinen insan matiir miRNAlarinin yarisinin
kanserle iliskili genomik bdlgede veya fragil bolgelerde
lokasyon gostermesinin  kanserde rol oynabilecegini
bildirmistir. Bu polisistron kiimesine o6rnek olarak
13g31kromozomunun c13 veya f25 locusundaki miR17-92
verilebilir. Bu locusun meme kanseri dahil bircok kanser
tipinde heterozigozite kaybina neden oldugu bilinmektedir.
Meme kanseri gelisiminde rol oynayan ve kanser hiicrelerinin
malign dzellik seviyelerinden sorumlu olan diger miRNAlar
(miR-196 and miR-10a) homeobox kiumelerinde lokalizedir
(25,30).

Meme ca’daki MIRNA ekspresyon c¢aligmalari, hastalik
taksonomisi ve prognostik arag gelistirilmesi agisindan
miRNAlarm 6nemini ve potansiyel kullanim alanini ortaya
koymustur. Hiicre dongiisii, proliferasyonu ve tiimorigenezin
miRNAlar tarafindan kontrol edildigi gosterilmis ve hicre
dongiisiinii kontrol eden siklinler, siklin bagimli kinazlar
(CDK), siklin bagimli kinaz inhibitdrleri (CDKI),
retinablastoma (Rb) gibi proteinlerdeki artis ve/veya anormal
miRNA ekspresyonunun meme kanseri patogenezinde sik sik
gozlendigi bildirilmistir. Ornegin, siklin D1, hiicre siklusunun
Gl fazindan DNA seztez fazina geg¢mesini kontrol eder ve
meme kanserinde %50’den fazla bir oranda ekspresyon artisi
tespit edilmistir ve bu durum in vivo ve in vitro da kanser
hiicre proliferasyonunun hiz limitleyici faktori olarak gorev

yapmaktadir. Siklin E hiicre siklusunu diizenleyen diger bir
regllator proteindir ve meme kanserinde %10’dan fazla bir
oranda ekspresyon artist vardir. Meme CA’nin erken
sathasinda da prognoz igin iyi bir belirte¢ olmakla birlikte
timor agresivitesinin belirlenmesinde 6nemlidir. miRNA’lar;
E2F, Rb, siklinler, CDKlar ve CDKI larla etkilesime girerek
hiicre boliinmesi ve siklus ilerleyisini kontrol ederler (2).
Bununla birlikte meme Kkanserinde eksprese olan mi-
RNAlardan bazilarmm tumoér sipresorler olarak gorev
yaparken diger bazilarinin onkogenik o6zellik gosterdigi
yapilan profilleme c¢aligmalariyla ortaya cikarimustir.
Dolayistyla tiimor olusumu ya tiimdr stipresdor miRNA’larin
rediiksiyonu veya delesyonuyla ya da onkogenik miRNAlarin
amplifikasyonu veya over-ekspresyonuyla gerceklesebilir.
Ayrica tiimOr metastazi ise prometastatik miRNAlarin artmis
ekspresyonuyla  ve/veya  anti-metastatik ~miRNAlarin
downregiilasyonuyla gerceklesebilmektedir (35).

HUCRE SIKLUSUNUN ILERLEMESINDE ROL
OYNAYAN miRNAlar : Hiicre siklusunun ilerleyisini hiicre
siklus proteinlerini hedef alarak kontrol eden 5 grup vardir;

miR-15a/16 kiimesi, miR-17/20 kimesi, miR-221/222
kiimesi, let-7 ailesi, miR34 ailesi (2).
cokase (L cokz £ pRb WY
sikiin b1 4P siklin E @ E2Fler mR-34 4 p53
%  Konmol Mokralarr 817 Mye
miR-17/20 +— EZRer
Gl:l miR-15M186 Sikdin D1
' Vi A0
". miR-15/18
e miRk-34 +— p53
" WA
Gz 5 miR-221/222
a A Myc
miR-17/20 <+ R

o Sikdin b1
miR-34 +— p53

Sekil 2. miRNA-hiicre dongiisii ag.. miR-34 ailesi hicre
dongiisiinde E2F, siklin D1 ve siklin E ve siklin E ekspresyonlarini
bakilayarak yer almaktadir. miRNA-34’Gin  direk olarak
transkripsiyonel hedefi p53’tiir. miR-17/20 kimesi transkripsiyonel
olarak myc, E2Fler ve siklin D1 tarafindan regiile edilir. miR-15/16
hiicre dongiisiinii siklin D1,E ve CDK4/6 inhibisyonu saglayarak
regile eder (2).

mMiR-15a/16 kumesi : Kronik lenfositik 16semi hastalarinin
yaklasik %70’inde miR-15a/16 kiimesi delesyona ugramistir
ve/veya down regulasyon s6z konusudur ve bu durum hipofiz
adenomlarinda, mide kanser cell-line’larinda  da
gorilmektedir. miR-15a/16 kumesi; siklin D1, E1, D3 ve
CDK6 dogrultusunda hiicre siklusunu G1 fazinda tutar
(2,36,37).
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mMiR-17/20 kumesi : 1kb’lik genomik bdlgede 6 olgun
miRNA’y1 kodlayan miR-17/20 kiimesi, insan B hicre
hatlarinda ve meme kanser hiicre hatlarinda birgok hiicre
siklus proteinini (E2F, c-myc, Rb ve siklin D1 Gibi)
hedefleyerek tiimor gelisimini engellemektedir. Hiicre
siklusunun G1 fazinda c-myc ve siklin D1 tetiklenerek
E2F1’in Rb ile bagh kalmasina dolayisiyla inaktivasyonuna
neden olmaktadir. miR-17/20 kiimesi G1/ S gecisinde yer
almaktadir. Onceki ¢alismalar miR-17/20 kiimesinin E2F’nin
resiprokal  aktivasyonunun, c-myc tarafindan  E2F
translasyonunun engellenmesi suretiyle azalttigini
bildirmigtir. Bir Rb ailesi tiyesi olan Rbl2 de miR-17-5p’nin
hedefidir. miRNAlarin  direk olarak siklin  D1’in
inhibisyonunu saglayarak etkili oldugunu bildiren ilk
calismalar, meme kanseri hiicre hatlarinda miR17/20’nin
siklin  D1’in  3’'UTR bolgesini hedef alarak, hiicre
dongiisiiniin durmasina ve proliferasyonun baskilanmasina
neden oldugunu gostermistir. Meme hatlarinda, miR-17-5p,
ayrica Ostrojen reseptor-o. (ER-a) koaktivabri AIBL’i de
inhibe etmektedir. Sonu¢ olarak yapilan tiim bu caligmalar
miR-17/20 kiimesinin, hiicre siklus ilerlemesini saglayan
genleri etkileyerek tiimor baskilayici olarak rol oynadigini
diistindtirmektedir (Sekil 2 A-D). Memeli bezlerinin aksine
akciger kanseri ve lenfomalardaki bu miRNA kiimesindeki
ekspresyon artigt hiicre bilylimesini arttirmaktadir. Bu da
miR17/20 fonksiyonunun hiicre tipine bagli oldugunu
gostermektedir (2,32,38,39).

A mik-17/20 B

mik-17/20

c mik-17/20 D mik-17/20

\."; \/

po3 Hedefi, /

Sekil 3. miR-hedefleri. A: transkripsiyonel olarak E2F tarafindan
uyartlan  miR-17/20  kimesi  translasyonel olarak E2F
ekspresyonunu represe edemektedir. B: AML1 transkripsiyonel
olarak miR-17/20 kiimesinin ekspresyonunu inhibe ederken miR-
17/20 de AML1 translasyonunu engelemektedir. C: Myc, miR-
17/20 kimesini uyarmakta; miR-17/20 de myc ekspresyonunu
inhibe etmektedir. D: Cyclin D1, miR-17/20 ekspresyonunu
uyarmakta; miR-17/20 translasyonel olarak siklin D1
ekspresyonunu inhibe etmektedir. E: OCT4, miR-145
ekspresyonunu inhibe etmekte; miR-145 de OCT4’yi 3’UTR
bolgesine baglanarak inhibe etmektedir. F: p53, transkripsiyonel
olarak miR-34 ailesinin ekspresyonunu uyarmakta ve miR-34 de
ters olarak p53 yolundaki genleri hedeflemektedir (2).

miR-221/222 : CDK inhibitorlerini (CDKI) hedefleyerek
hicre siklusunu kontrol ederler. miR-221/222’nin ektopik
ekspresyonu CDK2’yi aktive ederek GI1/S gegisini
kolaylastirir ve timor biyiimesini p27“"* ve p57%2’nin
negatif regiilasyonunu saglayarak arttirir. Bu hem MCF-7
hatlarinda hem de Her2/neu-pozitif primer insan meme
kanseri dokularinda gosterilmistir. Ayrica artmis miR-
221/222 ekspresyonunun meme kanserinde TAMOXIFEN
resistansiyla iligkili oldugu gosterilmistir (2,40,41).

let-7 : Bu aile, C. elegans’da hiicre siklusundan ¢ikis siiresini
ve terminal diferensiyasyonu kontrol eder. Akciger ve meme
kanserini de igine alan ¢esitli kanser tiplerinde let-7 ailesi
iyelerinin miktar1 azalmustir. Akciger kanseri hiicre
hatlarindaki let-7 overekspresyonu hiicre siklus ilerleyisini
baskilar ve hiicre boliinmesi azalir. Timor gelisimini kontrol
eden let-7 mekanizmasi Ras, HMGA2 ve kaspaz genlerini
hedef alarak etki eder. Ayrica siklin D1, D3, A, CDK441,
CCNA2, CDC25A, CDK®6, CDK 8 gibi birgcok énemli hiicre
siklus kontrol geni de let-7 tarafindan baskilanir (2,35).
miR-34 : Bu aile (miR-34a, miR-34b ve miR-34c) p53 timor
siipresor agimnin 6nemli bir pargasidir. DNA hasar1 ve
onkogenik stres, p53’l aktive eder. p53, mir-34a ve mir34b/c
promotoriine  baglanarak  bunlarin  ekspresyonlarini
translasyonel seviyede indiikler (Sekil 2F). miR-34 ailesinin
ektopik ekspresyonu  hiicre dongiisiiniin  durmasini ve
apoptozu siklin D1, siklin E2, E2Fler ve CDK4/6
downregiilasyonunu  uyararak tetikler. Civik agarda,
miR34b/c’nin agir1 ekspresyonu hiicre proliferasyonunu ve
koloni olusumunu engeller. Ayrica iki farkli miRNA, miR-
192 ve miR-215 de p53 aginda yer almaktadir. Bu iki

miRNA’nin upregiilasyonu, karsinogenezi, p21<"* birikimi
yoluyla baskilar (2,35,42).
MEME KANSERINDEKI TUMOR SUPRESOR

miRNAlar, onkogenleri baskilayarak tiimorigenezi inhibe
edebilirler. ErbB ailesi organizma gelismesinde, hiicre
proliferasyonunda ve insan epitelyal malignitelerinin
siirvisinde énemli bir role sahiptir. Insan meme CA’larinda
ErbB2 amplifikasyonu ve/veya asiri ekspresyonu orant
yaklasik %20 ile %30 arasindadir. miR25 meme kanser
hiicrelerinde ErbB2’yi hedef alir. SKBR3 hiicrelerindeki
miR125a ve miR125b asir1 ekspresyonu ErbB2 protein
seviyesini yaklasik %40-%65 oraninda azaltirken ErbB3
seviyesini yaklasik %60-80 oraninda azaltir. miR125a veya
miR-125b asir1 ekspresyonu yapan SKBR3 hiicrelerindeki
bliylime, migrasyon ve invazyon kapasiteleri bozulmustur

(2,32,35).

Insan miR-17/20 kiimesinin genomik lokasyonu kromozom
13g31°dedir ve meme kanseri dahil ¢esitli kanserlerde
heterozigosite kaybiyla iligkilidir. miR-17/20 kimesi siklin
D1 miktarmi azaltir, MCF-7 hiicre proliferasyonunu baskilar,
GI1/S gecisini engeller. Meme kanser hiicre hatlarindaki
azalmis miR-17/20 ekspresyonu ters olarak yiksek siklin D1
miktariyla iligkilidir. Insan meme kanser drneklerindeki miR-
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17/20  ekspresyon azalisi normal meme dokusuyla
karsilastirildiginda yiiksek siklin D1 miktartyla iliskilidir.
Hedeflenen gen delesyonu gostermistir ki miR-17/20 kiimesi
olmayan fareler dogumdan kisa bir siire sonra 6lmektedir bu
nedenle memeli tumdérigenezinde miR-17/20 fonksiyonunun
belirlenmesi igin gen delesyon caligmalari ve doku spesifik
transgenik teknikler gereklidir (2,43).

ER-a’ya baglanan dstrojen meme CA gelisiminde dnemlidir.
Primer meme kanserinde ER-a yaklasik %75 oraninda asirt
eksprese edilmektedir. miR-206’nin ekspresyonunun ER-a
agonistleri tarafindan giiglii bir sekilde inhibe edildigi
bildirilmistir ve ER-a-negatif MB-MDA-231 hicrelerinde
ER-a-pozitif MCF-7 hiicrelerine goére daha yiiksek diizeyde
mMiR-206 seviyeleri vardir. miR-206 overekspresyonu MCF-7
hicrelerinde ER-a seviyelerini azaltir ve bu da ER-a ile miR-
206 arasinda bir otoregiilator feedback dongiistiniin oldugunu
gosterir. Insan ER-a-pozitif meme kanser dokularinda miR-
206 ekspresyon oraninda diisme vardir. Insan meme CA’da
miR-206 ekspresyonu ile ER-o protein seviyeleri ters
orantilidir. Buna ilaveten, mir-145’in hedefi RTK olup meme
tiimoér gelisimini engeller. miR-205 Her3 reseptoruni
hedefler ve dolayisiyla Her aracili proliferatif sinyalizasyon
engellenir (2,44).

MiR-27b: Sitokrom P450, butin domenlerde bulunan
hemoproteinlerin biiyiik ve farkli bir iiyesidir. CYP450ler ilag
metabolizmasinda, biyoaktivasyonda rol oynayan temel
enzimleri igerir ve viicuttaki ilag metabolizmasinin
~%75’inden sorumludur. CYP1BI1, kanserle iligkili 6nemli
bir molekul olup prokarsinogenfgrle 17 -estradiol’l
katalistler. CYP1B1’in ayrica meme kanseri dahil c¢esitli
insan kanserlerinde overeksprese oldugu bildirilmistir.
Biyoinformatik analizler, CYP1B1 mRNA’sinda miR-27b
Sekansi ile neredeyse milkkemmel bir uyum oldugunu
gostermistir. Ayrica meme tiimor dokusu ve normal doku
analizleri, timor dokusunda miR-27b ve CYP1B1 ekspresyon
diizeyleri arasinda ters iliski oldugunu gostermistir. Cogu
meme ca hastasinda azalamis miR-27b ekspresyon diizeyi ve
artmis CYP1B1 ekspresyon diizeyi vardir (2,32).

Mir-125a ve miR-125b: HER2 (ERBB2) geni, tirozin
kinazlarin epidermal biiylime faktor reseptor ailesinin bir
iiyesini kodlar. Bu proteinin kendisine ait bir ligand baglama
domeni yoktur ve bundan dolayr biiylime faktori
baglayamaz. Ancak, bu ailenin ligandla baglanabilen diger
bir iiyesiyle sikica baglanarak bir heterodimer olustur ve bu
sekilde hem ligand baglama aktivitesini stabilize eder hem de
mitojenle aktive olan protein kinaz (MAPK), fosfatidil
inositol-3 kinaz gibi kinaz aracili downstream sinyal
yollarinin artmasma neden olur. Bu genin amplifikasyonu
velveya overekspresyonu meme tlimérlerini de icine alan
bircok  kanser tiriinde  bildirilmigtir  (35). HER2
amplifikasyonu ve/veya overekspresyonu olan meme kanseri
hastalarinda miR-125a ve miR-125b’nin 6nemli derecede
downregiile oldugu gosterilmistir (32,35). Bu iki miRNAda

potansiyel timor sUpresorlerdendir ve biyoinformatik
aragtirmalar, miR-125a ve miR-125b igin hedef seed-
sekanslarin HER2 ve HER3’iin 3’UTR bolgesinde oldugunu
gostermistir  (35). SKBR3 (ErbB2(HER2)-bagimli insan
meme kanseri hiicre hatt1) hiicrelerindeki miR-125a ve miR-
125b  overekspresyonunun, HER2 ile HER3’ln
transkript(mRNA) ve protein seviyelerini baskilayarak, diisiik
p-ERK1/2 ve p-AKT diizeyleriyle iligkili anchorage-bagimli
blyliimede, hiicre motilitesinde ve invasiv kapasitede
azalmaya yol agtig1 gosterilmistir (32,35). Bununla birlikte bu
etki transforme olmamis HER2-bagimsiz meme kanseri
hiicrelerinde (MCF10A) de gorilmektedir (35).

miR-200 ailesi : Invazyon ve metastaz malign timor
ilerlemesinin gostergelerindendir. Glinimizde anormal EMT
aktivasyonunun bir¢ok kanser tlirlinde malign olusumlara
neden oldugu goriisii kabul edilmektedir. EMT; SNAIL ailesi
ile ZFH ailesine ait transkripsiyon faktorlerini icine alan
EMT-indiikleyici transkripsiyonel represorler tarafindan
aktive edilmektedir. Bu proteinler E-cadherini kodlayan
genler  gibi  epitelyal  genlerin  transkripsiyonunu
engellemektedir. Yakin zamanlarda bir ZFH ailesi iiyesi olan
ZEB1’in meme kanseri dahil insan kanserlerinde en nemli
EMT aktivatorii oldugu gosterilmis olup fare ksenograft
modellerinde ise ZEB1’in metastazi ilerlettigi gosterilmistir.
miR-200 ailesine ait miRNAlar EMT tetikleyicileri olan
ZEB1 ve ZEB2 ckspresyonlarin1 baskilayarak epitelyal
fenotipe katkida bulunurlar. Bunun diginda miR-200
ekspresyonunun AKT?2 tarafindan azaltildig1 bildirilmis olup
¢ogu durumda meme kanseri metaztazinin Akt-miR-200-E-
cadherin yollarinin kontroliinde oldugu ileri siiriilmiistiir.
flging olarak bir calismada fare meme kanser hiicre hatlarinda
miR-200  ekspresyonunun  beklenmedik  bir  gsekilde
makroskopik metastazi  gelistirdigi  gosterilmistir. Bu
sonuclara dayanarak arastiricilar, bazi tlimorler igin
metastatik bolgelerdeki timor kolonizasyonunun
mezenkimal-epidermal gecisi ile gelistigini ve ayrica
timoriin epitelyal dogasinin  metastatik sonucu
gostermedigini ileri stirmiisleridir. Bu ¢alisma miR-200
ailesinin metastaz gelisimiyle direk iliskili oldugunu ve
miR-200  seviyesindeki  degisimlerin  timoérigenezin
gelisimiyle iliskili oldugunu gosteren ilk ¢alismadir. Ornegin,
normal over dokuyla karsilastirildiginda insan over
kanserlerinde miR-200 ailesinin  upregililasyonu  s6z
konusudur. Bunun da Gtesinde miR-200  ailesinin
overekspresyonu Onemli Olglide diisiik hayatta kalimla
korelasyon gdstermektedir. miR-200a ekspresyonunun
6nemli 6l¢iide olmadig1 hastalarla karsilastirildiginda yiiksek
miR-200a eksperesyonuna sahip over timorlu hastalarda
yaklagik %50 civarinda ortalama hayatta kalim oram
gosterilmistir. Bunun da Otesinde miR-200 kimesini
kodlayan kromozom 1’deki bdlgenin birgok epitelyal, over,
meme kanserleri ve melanoma vakasinda amplifiye oldugu
gosterilmistir. Kanser kok hiicresi ile normal kok hiicrenin
kendi kendilerini yenilemesinin kontrolinde 3 miRNA
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kiimesinin(miR-200c-141, miR-200b-200a-429 and miR-
183-96-182) roliiyle ilgili olarak yeni bir c¢aligmada
yapilmistir. Bu miRNAlar; insan meme kanser kok
hiicrelerinde, normal insan ve fare meme kok/progenitér
hiicrelerinde, embriyonel karsinom hiicrelerinde oldugu gibi
downregiiledir.  Aragtiricilar  BMI1  (kendi  kendine
yenilenmeyi saglayan bir gen)’nin 06zellikle bu miRNAlar
tarafindan inhibe edildigini bildirmislerdir ve embriyonel
karsinom hicrelerindeki miR-200c’nin ektopik
overekspresyonunun biylime gerilemesine ve ndoronal
diferansiyasyona neden oldugunu ve in vivo da meme kanser
kok hiicrelerinin tlimdrigenisitesini baskiladigim
gostermiglerdir. Biitiin bu ¢alismalar dogrultusunda miR-200
ailesinin timor ilerlemesi ve metastazinin regiilasyonunda
6nemli rolleri oldugu kabul edilmektedir (35,45,46).

MiR-200c: DeltaEF1  (E-cadherin’in  transkripsiyonel
represorudir), meme kanserinde epitelyal plastisiteyi regile
eder. E-cadherin down-regiilasyonu epitelyal-mezenkimal
doniisimiinde  ¢ok onemlidir. DeltaEF1, miR-200c igin
potansiyel bir hedeftir. MDA-MB-231’deki (Gstrojen
reseptor-negatif hiicre hattindaki) anormal/ektopik miR-200c
ekspresyonunun E-cadherin ekspresyonunu etkileyerek hiicre
morfolojisini degistirdigi bildirilmistir (32).

MiR-206: Fonksiyonel ¢alismalar ~ miR-206 hedefinin
insanlarda  Ostrojen  reseptori-o.  (ER-0)  ofdmu
gostermektedir. miR-206, ER-o. mRNA ve protein

seviyelerinde azalmaya neden olmaktadir. miR-206’nin ER-
o mRNA’mi1 susturmasi, 3’UTR bolgesindeki 2 sekans
spesifik bolgesiyle olmaktadir (32). Yapilan ¢aligmalar miR-
206’nin ESR1-mRNA’nin ekspresyonunu, ESR1’in 3° UTR
bolgesindeki 2 baglanma  domenini  engelleyerek
gergeklestirdigini  ortaya  koymustur. Ayrica  sonraki
caligmalar miR-206 ekspresyonunun feed-back loop varligina
bagli olarak d&ERagonistleri (ERB agonistleri veya

progesteron tarafindan degil) tarafindan siki bir sekilde
baskilandigini  gostermistir. (35). Kondo et al. (44) de
calismasinda ERa - pozitif insan meme kanser dokusunda
miR-206 ekspresyonunun azaldigi gosterilmis ve miR-
206’nin, ER-B veya E-cadherin gibi baska genlerle
etkilesmedigini bildirmistir. MiR-206’nin ekspresyon diizeyi
meme kanser dokularinda ER-a ile ters ilgkili olup bu iligki
ER-B mRNAisda yoktur (32). Bir diger caligmada
insanlarda, ERo-pozitif meme kanserli dokularda, ESR1
ekspresyonunu baskilayarak MCF7 meme ca hcrelerinin
biytmesini engelleyen miR-206 ekspresyonunun azaldigi
bildirilmistir. miR-206’ya ek olarak arastiricilar meme
kanserli olgularda ESR1 mRNA’sin1 direk olarak hedefleyen
diger miRNAlar1 da bildirmislerdir: miR-18a, miR-18b, miR-
193b ve miR-302c. Bunun da otesinde miR-18a, miR-18b,
miR-193b, miR-206 ve miR-302c’nin hiicre siklus arrestini
arttirdig1, Ostrojenle indiiklenen proliferasyonu engelledigi
gosterilmigstir. ERa ekspresyonunun disregilasyonunun ¢ogu
insan meme kanser vakalarinda ayirict  6zellik

gostermesinden dolayr bu ¢aligmalar meme kanser
patolojisine neden olan molekiiler olaylar1 agiklama da
oldukca 6nemlidir. miR-206’nin meme kanserindeki tiimor
baskilayici rolii; metastatik meme kanser hiicrelerinde
parental hiicrelerle karsilastirildiginda miR-206, miR-335 ve
MiR-126’nin etkin downregiilasyonunun ortaya konmasiyla
dogrulanmistir.  Bu  miRNA’larn  ekspresyonlarinin
dizeltilmesi ise invazif kapasitelerinde azalmaya neden
olmaktadir.  Aragtiricilar  miR-335 igin 4 hedef
tamimlamuslardir : PTPRN2, MERTK, TNC ve SOX4. Bunlar
arasinda bir ekstraselliiler matriks bilesenini kodlayan TNC
ve tlimorigenezde yer alan bir transkripsiyon faktoriini
kodlayan SOX4; metastazla iligkili fonksiyonel hedefler
olarak  bildirilmistir. Metastatik  hiicrelerde  miR-206
ekspresyonunun dizeltilmesi proliferasyon veya apoptoza
hassasiyeti etkilememekte ancak hicresel morfolojiyi
degistirmektedir ki bu muhtemelen hiicre motilitesinde
azalmaya neden olarak metastatik hiicrelerin migrasyonunu
sinirlandirmaktadir. Bu bulgular meme kanseri terapisinde
MiR-206’nin aday gen olacagimi diigiindiirmektedir (35)

miR-17-5p: miR-91 olarak da bilinen miR-17-5p, kromozom
13q31 da yerlesik oliup bu genomik bolge meme kanseri
dahil g¢esitli kanser tiplerinde heterozigosite kaybina
ugramigtir. mMiR-17-5p, hem ER-a hem de E2F’nin
transkripsiyonel aktivitesini arttiran bir steroid reseptor ko-
aktivatoriid olan AIB1 (amplified in breast cancer 1) geninin
mRNA’sina komplementerdir. Dolayisiyla AIB1, miR-17-
5p’nin  dogrudan hedefidir. miR-17-5p, AIB1 mRNA
translasyonunu baskilayarak E2F1 ve IsRfonksiyonlami
engeller. MiR-17-5p-aracili AIB1 down-regulasyonu ayrica
Ostrojen reseptor aracili ve dstrojen reseptdr bagimsiz meme
ca hucrelerinin proliferasyonunda gerilemeye de neden olur
(2,30,32,35). Yakin zamanlarda insan kanserlerinin yaklagik
%50sinde overekspresyon gosteren siklin D1 geninin
(CCND1) meme kanseri hiicrelerinde de miR17-5p’nin direk
hedefi oldugu gosterilmistir. miR-17-5p; meme kanser
hiicrelerinin proliferasyonunu, siklin D1 proteininin sentezini
baskilayarak engellemektedir ve bu etki siklin-D1’i olmayan
meme kanser hiicrelerinde  CCND1 siRNA tarafindan
ortadan kaldirilmaktadir. Bu ¢aligma ayrica siklin D’in miR-
17-5p ekspresyonunu indikleyerek kendi ekspresyonu negatif
feedback ile smirlandirdigr bir regiilatéor mekanizmay1
tanimlamaktadir (35).

let-7 ailesi : let-7 ¢ogu insan kanser tiirlerinde ¢ok az
eksprese edilmektedir ya da delesyona ugramistir. Hem
hematolojik maliniteler hem de solid tumaérlerden elde edilen
bilgiler dogrultusunda her birinin tiimor inisiasyonunda rol
oynayan mindr bir hiicre popiilayonundan olustugu
bildirilmistir. Bu tiimér baglatict hiicreler (T-ICler) timor kdk
hicrelerin ~ dzelliklerine sahip olup asimetrik hiicre
bdlinmesine ve kendi kendine yenilenme 6zelligine sahiptir.
T-ICler tiimorde daha ¢ok differasnsiye olmus hiicreler y1gin1
arasinda sadece mindr bir fraksiyon olustururlar. Kanser kok
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hiicre hipotezine dayanarak, T-ICler inisiasyon, progresyon,
metastaz ve tedavi direncinden sorumludur. Meme T-ICleri
(BT-ICleri)  hiicre  suspansiyonlarinan ~ CD44+CD24-
purifikasyonu ve bunlarin siralamadaki azligina gore ya da
kendi kendine replike olan hicrelerin  (mammospheres)
kiiresel bigimli yiginlarinin purifikasyonuyla elde edilirler.
Meme kanser hiicre hatlarinda yapilan bir ¢alismada kendi
kendine yenilenen ve farklilasmis hiicrelerdeki miRNA
ekspresyonlart karsilastirilmis ve let-7 ekspresyonunun BT-
IClerde ¢ok fazla miktarda azaldig1 ve farklisalma ile arttig1
gosterilmistir. BT-IClere let-7 uygulamasi bunlarmn in vivo
proliferatif kapasitesitelerinin, mammosphere olusturma
kapasitelerinin, timor formasyon ve metastaz kapasitelrinin
azalmasma neden olmustur. Aksine let-7 knock-downu in
vitro da non-T-IClerde kendi kendine yenilenmeyi
arttirmistir. let-7’nin bilinen onkogenik hedefleri arasinda H-
RAS ve HMGA2 bulunmaktadir ve bunlar let-7
overekspresyonuyla downregiile edilmektedir. BT-IC ile
zenginlestirilmis bir hiicre hattinda HMGA2 knock-downu
farklilasmayr  arttinnp  kendi  kendine  yenilenmeyi
etkilemezken H-RAS susturulmasi kendi kendine yenilenmeyi
azaltmis ancak farklilagma iizerine etki gostermemistir. Bu
sonuglar let-7’nin birgok BT-IC kok hiicre benzeri 6zelligi
regiile ettigini ve let7’nin terdpatik RNA kullanarak timaor
kok hiicresine saldiran tek gii¢ oldugunu géstermektedir. let-7
miRNAsmin timdre sunumu, hiicresel diferansiyasyonun
indiiklenmesinden dolay1 potansiyel olarak kok hiicreleri
azalmaktadir. Yeni yapilan bir ¢alismada, RKIP (Raf kinase
inhibitory protein) proteinini let-7 ve meme kanser metastazi
ile iligkilendirmistir. RKIP (PEBP1 olarak da bilinir) MAPK,
G protein iliskili reseptor kinaz-2 ve NF-kB sinyal yollarni
inhibe etmektedir. Arastiricilar fare modellerinde RKIP’1in
meme kanser hiicrelerinin metastatik invazyonunu inhibe
ettigini ve meme kanser hiicre intravazyonunu ile kemik
metastazini  represe  ettigini  bildirmislerdir. MAPK
inhibisyonu MYC tarafindan LIN28 transkripsiyonunu
azaltmaktadir ve let-7 biyogenez inhibitori olan LIN28’in
downregiilasyonu  meme  kanser  hicrelerinde  let-7
ekspresyonunu arttirmaktadir. Bunun sonucunda da SNAIL
gibi proinvaziv ve prometastatik genleri aktive eden,
kromatin-remodelleme proteini olan HMGA2 ekspresyonu
azalmaktadir. Sonug olarak RKIP; MAPK, MYC, LIN28, let-
7 kaskadlart ve HMGA2 gibi let-7’nin downstream hedef
proteinleri yoluyla invazyon ve metastazi represe etmektedir
(2,35,47-49).

miR-34a : miR-34a bir¢ok kanser tiirinde downreguiledir ve
p53 tarafindan transkripsiyonel olarak regiile edilmektedir.
Normal epitelyal hiicre hatlar1 ve HER-2+ hiicre hatlarimin
karsilastirildigir bir ¢aliysmada miR-34a seviyelerinin; Gcll

miR-31: miR-31’in prometastatik genlerin ekspresyonlarini
inhibe ederek bir cok kademede metastazi engelledigi
bildirilmistir. miR-31 normal meme hicrelerinde eksprese
olmaktadir ancak tiimoriin metastatik sathasina bagli olarak
miktar1 degismektedir. miR-31 miktar1 non-metastatik meme
kanser hiice hatlarinda kismen azalmistir ve metastatik fare
ve insan meme kanser hiicre hatlarinda neredeyse tespit
edilememektedir. Arastiricilar miR-31’in metastatik meme
kanser hiicre hatlarina uygulanmasinin in vitro da metastazla
ilgili fonksiyonlarn ( motilite, invazyon ve anoikis
resistans1); in vivo da metastazin baskilanmsina neden
oldugunu gostermiglerdir. Ayrica her ne kadar miR-31’i
overeksprese eden meme kanser hicreleri daha bilyuk ve
proliferativ tiimorler olustursa da bu tiimérler ¢ok iyi kapsiile
edildiklerinden daha az invaziftirler ve bundan dolay1 da
miR31, metastazi, metastazin  erken  safhalarinda
engellemektedir. miR31 overeksprese eden hicrelerin
dogrudan dolagima injeksiyonun hiicrelerin hayatta kalimlari
ile akcigerlerde sekonder tiimdr olusumunu engellemesi miR-
31’in  metastazi  birgok  kedemede engelledigini
diigiindiirmektedir. Aksine, in vivo da miR-31 inhibisyonu
invazif yetene§i arttirmakta ve metastazi ilerletmektedir.
miR-31’in  foksiyonel olarak anti-metastatik etkisini
uyguladigr iliskili mRNA hedeflerini belirlemek i¢in
arastiricilar, miRNA-hedef tahmin algoritmalari, TargetScan
ve PicTar tarafindan belirlenmis miR-31’in kabul edilmis
olan hedefleri icin gen-ontoloji analizleri yapmiglar. Bu
yaklagimla, insan meme kanser hiicrelerinde miR-31 igin 6
hedef oldugunu onaylamslardir: frizzled3 (Fzd3), integrin a-
5 (ITGA5), miyozin fosataz-Rho-interacting protein (M-RIP),
matriks metallopeptidaz 16 (MMP16), radiksin (RDX) ve ras
homologu olan gen ailesinin {iyesi A (ras homolog gene
family member A) (RhoA). ilging olarak arastiricilar,
metastatik meme kanser hiicrelerinde bu genlerden 3’uniin:
ITGA5, RDX and RhoA re-eksprese olarak miR-31’e atfedilen
motilite defektlerini ortadan kaldirdigini, bozulmus olan
invazyon ve diren¢ defektlerini tersine ¢evirdigini
gostermigler ve dolayisiyla bu 3 genin miR-31 i¢in 6nemli
fonksiyonel hedefler olduklarmni ileri siirmiiglerdir. Sonug
olarak buttin bu bulgular miR-31’in meme kanseri igin etkin
bir teropatik hedef olabilecegini géstermektedir ¢linkii miR-
31 antimetastatik etkisini bircok prometastatik geni
hedefleyerek gostermektedir (35,50).

MEME CA’DAKI ONKOGENIK miRNAlar :

miR-27a : miR-27a meme kanserinde onkomiR olarak
bildirilmis olup transkripsiyonel ko-faktér olan ZBTB10
genini regile eder. miR-27a’nin potansiyel hedefi olan bu
¢inko parmak ZBTB10 geni, hicre siklusunun GO-G1’den S
fazina geg¢isini saglayan ve bir transkripsiyon faktorii oldugu
diigiiniilen onkogen spesifik proteinlerin (Sp) kabul edilen
represoridir.  MDA-MB-231  hicrelerindeki  miR-27a
inaktivasyonu ZBTB10 ekspresyonunu arttirdigt ve Sp
genlerinin miktarini azalttigi bildirilmistiir. Bununla birlikte

negatif ve mezenkimal meme kanser hiicre hatlarinda azaldigi ~ MiR-27a,  MDA-MB-231  hticrelerinde, ~cdc2/siklin B
bildirilmistir.  Arastiricilar  meme  kanserinin  bu alt  inhibitord  olan  Myt-1  ekspresyonunu  baskilayarak
tiplerindeki  p53  mutasyonlarmin diisik  miR-34a cdc2/siklin B aktivitesini arttirir ve meme kanser hiicrelerini
ekspresyonuna katkida bulundugunu ileri siirmiislerdir. proliferasyona tes_vik eder (2232)‘. Tt."d.a viye yonelik yapll_an
(2,35,42) caligmalarda ise histon deasetilaz inhibitdri olan LAQ824 ile
s proapoptotik doz kullanilarak yapilan tedavi sonrasinda
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SKBR3 hiicre hatlarinda miR-27a’nin  downregiilasyonu
bildirilmistir (32).

miR-10b : miR-10b, insan kanser hiicrelerinde potansiyel
metastatik etkisi olan ilk miRNA olarak bulunmustur. Cogu
meme tlimoriinde overeksprese olan miR-155’in aksine miR-
10b sadece metastatik kanser hucrelerinde yiksek oranda
eksprese olmaktadir ve in vitro da hiicre migrasyonu ile
invazyonunu ilerlettigi in vivo da timér invazyonu ve
metastazin1 baglattigi bildirilmistir. miR-10b ekspresyonu
transkripsiyon faktorii olan Twist tarafindan tetiklenir ve
ardindan miR-10b diger bir transkripsiyon faktorii olan
homeobox D10 (HOXD10) translasyonunu inhibe eder. Bu
inhibisyon ise kanser hiicre migrasyonu ve invazyonunu
tetikleyen bir prometastatik gen olan RHOC (ras homologue
gene family member C) ekspresyonunun indiiksiyonunu da
iceren birgok hiicresel degisimlere neden olan yolaklari
calistirir (35).

miR-21: miR-21 de meme kanseri dahil g¢ogu tiimorde
overeksperese durumdadir. Meme tiimdrlerinde normal
meme dokulartyla karsilastirildiginda  oldukga yiiksek
seviyede upregiile olmaktadir ve onkogenik fonksiyon
gostemektedir. Hicre kiltlrlerinde miR-21"in onkogenik
roliinii aragtiran ¢aligmalar fare ksenograftlarinda da yapilmig
olup miR-21 knock down’unun hiicre blyumesini
engelleyerek meme  timoér  gelisimini  baskiladig:
bildirilmistir. MCF-7 hicrelerinde timér slpresoér olan
tropomiyosin 1 (TMP1) miR-21’in hedeflerinden biridir.
TPMI, aktin filament baglama proteinlerine dahil olan bir
tropomiysin izoformudur. Meme kanseri dokularindan
kokenlenen epitel hucrelerinde ekspresyonu yoktur. TPM1
downregiilasyonu, baglanma yerinden bagimsiz (anchorage-
independent reorganization) mikrofilament
reorganizasyonunu ve baglanma yerinden bagimsiz biiyiimeyi
(anchorage-independent  growth) arttirir  (32). miR-21
hedeflerine daha genis bir ¢erceveden bakildiginda birgok
p53 ile regiile edilen mRNAlarin (FAM3c, ACTA2, APAFI,
BTG2, FAS, CDKN1A (p21), PDCD4 ve SESN1 gibi ) da
oldugu goriiliir ki bu da akla miR-21 ile p53 tumor slipresor
yolagi arasinda fonksiyonel bir bag olabilecegini getirir
(2,32,35). miR-21’in tiimor siipresdr gen programli hiicre
o6lumind  down-reglile  etmesi de miR-21’in  hiicre
proliferasyonundaki etkisini ortaya koyar (35). Yapilan
famakolojik  ¢aligmalarda da  arastiricilar, MCF-7
hicrelerindeki miR-21 antagonizasyonunun apoptoza neden
oldugunu ve bunun da anti-miR-21 ile transfekte edilen
hicreler ile bu hiicrelerden kdkenlenen timorlerdeki diistiik
Bcl-2 protein ekspresyonu ile iligkili oldugunu gostermisler
ve Bcl-2‘nin dolayli olrak miR-21 hedefi olabilecegini ileri
siirmiiglerdir. miR-21’in diger 6énemli bir hedefi ise fosfataz
ve tensin homologu tiimor stipresér gen olan PTEN’dir.
Ayrica Maspin de miR-21’in direk hedefidir. Bu 3 genin
metastatik meme kanser hiicre hatlarinda invazif kapasitedeki
diismelerden sorumlu oldugu gosterilmistir. Sonug olarak
mir-21 onkogenik bir miRNA’dir ve sadece timor
gelisiminde degil ayrica invazyon ile tUmOr metastazinda
bircok anti-metastatik geni hedefleyerek 6nemli rol
oynamaktadir (35).

miR-155: miR-155, meme kanseri dahil ¢ogu insan
malignitelerinde overeksprese durumdadir. Farelerde normal
meme bezi epitelyum (NMuMGQG) hiicrelerinde yapilan bir
calisgmada miR-155in  TGF-B/Smad4 yoldg ile upregiile
edildigi ve TGF-p ile uyarlan EMT ve hiicre invazyonuna
aracilik ettigi bildirilmistir. Mekanizmada miR-155"in hiicre
adezyonu, motilitesi, polaritesi gibi bir¢ok hiicresel olaylari
regiile eden ve ayrica hiicre baglanti olusumunda ve
stabilizasyonunda 6nemli bir arac1 olan RhoA ekspresyonunu
dogrudan  inhibe ettigi = gosterilmigtir.Daha  sonraki
calismalarla da arastirmacilar, invazif tiimorlerde (non-
invazif kanser dokularinda degil) miR-155’in oldukca
yuksek oranda eksprese edildigini gostererek, insan primer
meme karsinomlarinda miR-155’in kanser invazivitesiyle
iligkili oldugunu bildirmislerdir (35,51,52).

miR-373/520c ailesi: Metastatik olmayan meme kanser hiicre
(MCF-7) hatlarinda miR-373/520c ailesinin prometastatik
0Ozellikte oldugu gosterilmistir. In vivo ve in vitro da yapilan
diger ¢aligmalar da miR-373 ve miR-520c’nin kanser hiicre
migrasyonu ve invazyonunu ilerletti§ini gOstermistir.
Mekanizma c¢aligmalari, bazi kanser hiicre hatlarinin
migrasyon icin miR373’e gereksinim duydugunu ve bu
hiicrelerin migrator fenotipe, metastaz represérii olan CD44
ekspresyonunu inhibe ederek gectigini bildirilmistir (35).

MEME KANSERINDEKI METASTATIK miRNAlar :
Metastaz herhangi bir kanser tiiriiniin ilerleyisinde son ve
fatal basamak olup karmasik bir siire¢ olarak ifade
edilmektedir, ¢iinkii primer solid timoér hiicreleri komsu
hiicreleri istila ederek sekonder tiimore gelisirler (Sekil 3 A
ve B) (2,32). Tiimér hiicre intravazyonu, dolagimda bulunusu,
uzak organlara ekstravazyonu, anjiyogenez ve Sinirsiz
blyimesi metastatik slrecin igindedir. Bu streclerdeki
molekdler ihtiyaglar ise doku spesifik olabilmektedir. Meme
karsinomlarinda daha ¢ok kemik ya da akciger metaztazi
s6zkonusudur (32).
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Sekil 4. Meme kanseri metastazinin miRNAlar tarafindan
regiilasyonu. A: Meme kanseri metastazindaki inhibitor
miRNAlar. B: Metastazdaki indiikleyici miRNAlar (2)
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miRNA ve meme Ca metaztaz iliskisi son yillarda ortaya
cikarilmistir.  Meme kanser hicreleri, blyumeye ve
cogalmaya devam edebilecekleri  viicudun herhangi bir
yerine yayilma potansiyeline sahiptir. Metastaz siipresor gen
olan CD44 ekspresyonu meme Kkanser progresyonundan
metastatik fenotipe kadar olan siire¢ boyunca azalir. miR-373
ve miR-520c, insan meme kanser hilicre migrasyonunu ve
invazyonunu in vitro ve in vivo da CD44 ekspresyonunu
baskilamak suretiyle miR-21, meme Kkanser
invazyonunu ve metastazini, birgok tiimor/metastaz siipresor
geni hedefleyerek ilerletir. Hem primer insan meme
epitelyum hicreleri hem de MCF-10A hicreleri ile
kargilastirildiginda, meme kanser hiicrelerinde miR-10b’nin
belirgin bir sekilde upregiilasyonu s6z konusudur (2). Ma et
al. (53) meme Ca metastatik hicrelerinde, miR-10b’nin,
metastatik olmayan hiicrelere gore daha fazla eksprese
edildigini gostermistir. Metastatik olmayan hiicrelerdeki
miRNA-10b overekspresyonu gugli bir invazyon ve
metastazi tesvik ederken hiicre proliferasyonuna etki etmez
(32). miR-10b, HOXD10 genini hedefleyerek (homeobox
D10’u sifreleyen mRNA’yr da engelleyerek) cok iyi
karakterize edilmis olan pro-metastatik gen olan RHOC’un
ekspresyonunu arttirarak in vitroda hiicre migrasyonunu
kolaylastirdigi ve in vivoda meme kanser invazyonunu
baglattigi gosterilmistir (2,32). miR-10b, in vitro da Twist
(sapma) epitelyal mezenkimal ge¢igini (EMT) ve meme
timor metaztazimi ilerletir ve miR-10b direk olarak
transkripsiyonel agidan Twist ile regiile edildigi bildirilmistir
(2). Bu sonuglar Gee et al. (54) tarafindan 92 nodal metaztazi
olan ve 127 nod-negatif olan primer meme kanseri teshisi
konmus hastalarda tekrar aragtirilmis ve miR-10b seviyeleri
ile metastaz ya da prognoz arasinda istatistiksel olarak
anlamli bir ikigki gozlenmedigi bildirilmistir (32). Aksine,
miR-335, miR-206 ve miR-126 insan meme kanser
metaztazinin siipresor miRNAlart olarak tanimlanmustir.
miR-335 veya miR-206 overekspresyonu akciger metastatik
LM2 hiicreleri ile kemik metastatik BoM1 hiicrelerinin
migrasyonlarini azaltir. insan meme tiiméorlerindeki miR-335
ve miR-126 ekspresyonu metastatik niiks ile ters iligkilidir
(2). Tavazoie et al. (55) miR- 335, miR-126 ve miR-206’nin
metastatik loci’de down-regiile oldugunu gdstermistir. miR-
335 ve miR-126 ozellikle metastaz yapmayan dongii ile zayif
bir iligki gostermektedir (32). Metastatik hiicrelerde 6 protein
kodlayan  genin  miR-335  tarafindan  baskilandig
gosterilmistir. Bu protein hedefleri arasindaki transkripsiyon
faktorlerinden tenascic C ve progenitdr hicre gelimesini ve
migrasyonunu regiile ettigi bilinen transkripsiyon faktori
SOX4’tin susturulmasi in vitro ve in vivo da metastatik
potansiyeli azaltmaktadir. Bu sonuglar; miR-335 kaybinin
metaztazda kritik effektor olarak rol oynadigina isaret
etmektedir. Benzer sekilde let-7 ailesi, kdk hicre benzeri
ozelliklere sahip olan ve potansiyel olarak meme timori
olusumunu baglatan hiicrelerde, g¢ogunlukla sabit olarak

uyarir.

down-regiile edilen miRNAlardandir. let-7 ailesi Uyeleri H-
RAS ve HMGAZ2 gibi birden fazla hedefi susturabilmektedir
(32). miR-200 ailesi ve miR-205 tiimor metaztazinda 6nemli
bir erken evre olarak kabul edilen EMT’yi regule ederler.
Mezenkimal fenotipteki invazif meme kanseri hiicre
hatlarinda, bu miRNAlarin ekspresyonlar1 azalir. diisiik
ekspresyonu, TGF-B aracii EMT’yi oOnler. Aksine bu
miRNAlarin mezenkimal hiicrelerde asirt ekspresyonlari
mezenkimalden epitelyal doniigiimiinii baglatir. miR-200
ailesi EMT indiiksiyonu ve tiimor metastazinda rol alan
ZEB1 ve SIP1’i represe eder. ZEB1-miR200 ailesi feed-
forward dongiisii EMT’yi stabilize edebilir ve dolayisiyla
kanser hiicre invazyonunu ilerletebilir. miRNAlarin metastazi
regiile ettigiyle ilgili kiltiir hiicrelerinde yapilan bu
bulgulardan dolayi transgenik ve knockout farelerde yapilan
ve yapilacak olan in vivo miRNA ¢aligmalar1 olduk¢a dnem
arz etmektedir (2,32).

Sonu¢ olarak miRNAlarin gerek hiicre siklusu
regiilasyonundaki 6nemi, gerek onkogenik, timdr stipresér ya
da metastatik Ozellik gostermesi meme kanseri teshis ve
tedavisindeki onemini ortaya koymaktadir. Gergekten de son
yillarda yapilan ¢aligmalarda
ozellikle de miRNAilarin dominant olarak aktarilan
norodejeneratif hastaliklar, otoimmun rahatsizliklar, kanser
ve viral enfeksiyonlarin gelisiminde 6nemli rol oynadiklari
g6z oniinde bulundurulugunda, RNA mekanizmalarinin agiga
cikartilmasinin ve terapotik kullaniminin teshis ve tedavideki
onemi giin gectikce giiclenmektedir. Dolayisiyla miRNAlarin
bu hastaliklarin tedavilerinde kullanilmaya baslanmasinin
yeni bir ¢i18ir agacagl beklenmekte olup gelistirilecek olan
terapotik yaklagimlarin gerek hastalar gerekse klinisyenler
i¢cin umut vaad edici oldugu disiiniilmektedir (1,24).
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