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Enstitli tarafindan onaylanan lisansiistii tezimin/raporumun tamamini veya herhangi bir kismini, basili
(kaglt) ve elektronik formatta arsivleme ve asag1da verilen kosullarla kullanima agma iznini Hacettepe
Universitesine verdigimi bildiririm. Bu izinle Universiteye verilen kullanim haklar1 disindaki tiim fikri
miilkiyet haklarim bende kalacak, tezimin tamaminin ya da bir boliimiiniin gelecekteki ¢aligmalarda
(makale, Kkitap, lisans ve patent vb.) kullanim haklar1 bana ait olacaktir.

Tezin kendi orijinal ¢aligmam oldugunu, bagkalarinin haklarimi ihlal etmedigimi ve tezimin tek yetkili
sahibi oldugumu beyan ve taahhiit ederim. Tezimde yer alan telif hakki bulunan ve sahiplerinden yazili
izin alinarak kullanilmasi zorunlu metinlerin yazili izin alinarak kullandigimi ve istenildiginde
suretlerini Universiteye teslim etmeyi taahhiit ederim.

Yiiksekogretim Kurulu tarafindan yayimlanan “Lisansiistii Tezlerin Elektronik Ortamda Toplanmast,
Diizenlenmesi ve Erigime A¢ilmasina lliskin Yonerge” kapsaminda tezim asagida belirtilen kosullar
haricince YOK Ulusal Tez Merkezi / H. U. Kiitiiphaneleri A¢ik Erisim Sisteminde erisime acilir.

O Enstitii / Fakiilte yonetim kurulu karari ile tezimin erisime acilmasi
mezuniyet tarihimden itibaren 2 yil ertelenmistir. @

0 Enstitii / Fakiilte yonetim kurulunun gerekgeli karari ile tezimin erisime
acilmas1 mezuniyet tarihimden itibaren . . . ay ertelenmistir. @

0 Tezimle ilgili gizlilik karar1 verilmistir.
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Y“Lisansiistii Tezlerin Elektronik Ortamda Toplanmast, Diizenlenmesi ve Erisime A¢ilmasina Iligkin Yonerge”

(1)  Madde 6. 1. Lisansiistii tezle ilgili patent basvurusu yapilmasi veya patent alma stirecinin devam etmesi
durumunda, tez danismaninin énerisi ve enstitii anabilim dalimin uygun goriisii iizerine enstitii veya fakiilte
yonetim kurulu iki yil siire ile tezin erigime agilmasinin ertelenmesine karar verebilir.

(2)  Madde 6. 2. Yeni teknik, materyal ve metotlarin kullanildigi, heniiz makaleye doniismemis veya patent gibi
yontemlerle korunmamis ve internetten paylasiimast durumunda 3. salislara veya kurumlara haksiz kazang
imkant olusturabilecek bilgi ve bulgulari iceren tezler hakkinda tez danismaninin énerisi ve enstitii anabilim
dalinin uygun goriisii iizerine enstitii Veya fakiilte yonetim kurulunun gerekgeli karart ile alti ayr agsmamak iizere
tezin erigime agilmasi engellenebilir.

(3) Madde 7. 1. Ulusal ¢ikarlar: veya giivenligi ilgilendiren, emniyet, istihbarat, savunma ve giivenlik, saglik
vb. konulara iliskin lisansiistii tezlerle ilgili gizlilik karari, tezin yapildigt kurum tarafindan verilir *. Kurum ve
kuruluslarla yapilan isbirligi protokolii ¢er¢evesinde hazirlanan lisansiistii tezlere iliskin gizlilik karart ise, ilgili
kurum ve kurulusun onerisi ile enstitii veya fakiiltenin uygun goriisii iizerine iiniversite yonetim kurulu
tarafindan verilir. Gizlilik karari verilen tezler Yiiksekogretim Kuruluna bildirilir.

* Tez danismaninin onerisi ve enstitii anabilim dalvmin uygun goriisii iizerine enstitii veya fakiilte yonetim
kurulu tarafindan karar verilir.
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OZET

Narin Simsek, C., Pankreas Kanseri Hiicre Hattinda TFAM Ekspresyon
Diizeyinin Hiicre Fonksiyonlar1 Uzerine Etkisi, Hacettepe Universitesi Saghk
Bilimleri Enstitiisii, Tiimor Biyolojisi ve Immiinolojisi Programu Yiiksek Lisans
Tezi, Ankara, 2022. Pankreas kanseri agresif, kotli prognoz ile seyreden
malignitelerdendir. Erken tanis1 ve tiimore 6zgii tedavinin uygulanmasi pankreas
kanseri tiimorlerinde olduk¢a Onemlidir. Tam1 ve tedavide bu nedenle yeni
biyobelirteglere gereksinim duyulmaktadir. Protein kodlamayan RNA’lar olarak da
bilinen mikro RNA’lar (miRNA), kanser biyobelirtecleri olarak hedeflenen endojen
RNA’lardir. Mitokondriyal Transkripsiyon Faktor A (TFAM), mitokondriyal
DNA’nin (mtDNA) niikleotitlerinin paketlenmesinde rol alan baglayici saperondur ve
mtDNA replikasyonu ve transkripsiyonu igin gereklidir. TFAM geninin birgok
timorde asir1 eksprese edildigi ve onkogen karakter gosterdigi bilinmektedir. Bu
caligmada, tiimor baskilayict olarak gorev yapan miR-200a-3p ile hedef genlerinden
biri olan TFAM arasindaki iliski gen ekspresyonu diizeyinde incelenmis ve TFAM’1n
hiicre proliferasyonu ve apoptozis iizerine olan etkisi arastirilmistir. Caligmamizda,
miR-200a-3p gen ekspresyonun diisiik diizeyde oldugu Panc-1 ve Miapaca-2 pankreas
kanseri hiicre hatlarinda saptandi ve miR-200a-3p gen ekspresyonu mimik miR-200a-
3p transfeksiyonu ile arttirildi. miR-200a-3p gen ekspresyonunun artmasiyla pankreas
kanseri hiicre hatlarinda yiiksek diizeyde eksprese edilen TFAM gen ekspresyonunun
azaldig1 gosterildi. Panc-1 hiicre hattinda, TFAM’in azalmas: ile birlikte hiicre
canliliginda ve proliferasyonda azalma, ge¢ apoptozis ve hiicre nekrozunda ise artig
tespit edildi. Sonug olarak Panc-1 hiicre hattinda miR-200a-3p gen ekspresyonunun
artigt ile hiicre canliligr arasinda negatif, ge¢ apoptoz arasinda ise pozitif korelasyon
oldugu ilk kez bu galisma ile gosterilmis oldu. Elde edilen bu bulgular, pankreas
kanserinde miR-200a-3p ekspresyonunun mimik veya inhibitér uygulamasi sonucu
modiilasyonu ile hedef genlerinden biri olan ve kotii prognoz ile iligkili TFAM i
transkripsiyonel diizeyde diizenlendigini ve miR-200a-3p’nin bir hedef biyobelirte¢
olabilecegini gostermistir.

Anahtar Kelimeler: Pankreas kanseri, mikro RNA, miR-200a-3p, TFAM

Destekleyen kurum: Hacettepe Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Koordinasyon Birimi Proje
No: TYL-2021-19185
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ABSTRACT

Narin Simsek, C., The effect of TFAM Expression Levels on Cell Functions in
Pancreatic Cancer Cell Line, Hacettepe University Graduate School of Health
Sciences, Tumor Biology and Immunology Program Master Thesis, Ankara,
2022. Pancreatic cancer is an aggressive malignancy with a poor prognosis. Early
diagnosis and application of tumor-specific treatment are very important in pancreatic
cancer. Therefore, new biomarkers are needed in the diagnosis and treatment of
tumors. Micro RNAs (miRNAs), also known as non-protein-coding RNAs, are
endogenous RNAs targeted as cancer biomarkers. miRNAs cause low specificity
binding of the target gene to messenger RNAs (mMRNA), mRNA degradation and
translational inhibition, and play important roles in the control of gene expression. In
this study, the relationship between miR-200a-3p, which acts as a tumor suppressor,
and one of its target genes, Mitochondrial Transcription Factor A (TFAM), was
examined at the gene expression level. TFAM is considered a binding chaperone in
packaging nucleotides of mitochondrial DNA (mtDNA) and is required for mtDNA
replication and transcription. It is known that the TFAM gene is overexpressed in many
tumors and shows oncogene character. In our study, miR-200a-3p gene expression was
increased by mimic transfection in Panc-1 and Miapaca-2 pancreatic cancer cell lines
with low miR-200a-3p gene expression levels. It was shown that TFAM gene
expression, which is highly expressed in pancreatic cancer cell lines, decreased with
the increase of miR-200a-3p gene expression. It was found that there was a negative
correlation between increased miR-200a-3p gene expression and cell viability and a
positive correlation between late apoptosis. As a result of mimic miR-200a-3p
transfection, its proliferation in the Panc-1 cell line was found to be decreased. These
findings showed that TFAM, which is one of its target genes and associated with poor
prognosis, is regulated at the transcriptional levels by modulation of miR-200a-3p
expression in pancreatic cancer as a result of mimic or inhibitor application and miR-
200a-3p can be a target biomarker.

Keywords: Pancreatic cancer, micro-RNA, miR-200a-3p, TFAM

This study was supported by Hacettepe University Scientific Research Projects Coordination Unit.
(SRC Project No:TYL-2021-19185)
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Panc-1 hiicre hattinda transfeksiyon deneylerinden 48, 72 ve 96 saat
sonra yapilan hiicre proliferasyon analizlerinin temsili akim sitometri
histogramlari.

A ve B grafikleri Panc-1 ve Miapaca-2 hiicre hatlarinda transfeksiyondan
48 saat sonra yapilan hiicre proliferasyon analizlerini gostermektedir
(strastyla) C-

A ve B grafikleri Panc-1 ve Miapaca-2 hiicre hatlarinda transfeksiyondan
72 saat sonra yapilan hiicre proliferasyon analizlerini gostermektedir
(strastyla).

A ve B grafikleri Panc-1 ve Miapaca-2 hiicre hatlarinda transfeksiyondan
96 saat sonra hiicre proliferasyon analizlerini gostermektedir (sirasiyla).

A-B. Panc-1 ve Miapaca-2 hiicre hatlarinda transfeksiyondan 24 saat
sonra canlt hiicre yiizdeleri (n=3).

A-B. Panc-1 ve Miapaca-2 hiicre hatlarinda transfeksiyondan 24 saat
sonra erken apoptoz goriilen hiicre yiizdeleri (n=3).

A-B. Panc-1 ve Miapaca-2 hiicre hatlarinda transfeksiyondan 24 saat
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A-B. Panc-1 ve Miapaca-2 hiicre hatlarinda transfeksiyondan 24 saat
sonra nekrotik hiicre yiizdeleri (n=3).

Transfeksiyon deneylerinden 48 saat sonra yapilan canlilik ve apoptoz
analizlerinin temsili akim sitometri histogramlari.

A ve B grafikleri Panc-1 ve Miapaca-2 hiicre hatlarinda transfeksiyondan
48 saat sonra yapilan canli hiicre analizlerini (sirasiyla), C- grafigi Panc-
1 hiicre hattinda, miR-200a-3p ekspresyonu ile canli hiicre yiizdeleri
arasinda yapilan korelasyon analizini ( 222" -% Canli Hiicre)
gostermektedir.

A ve B grafikleri, Panc-1 ve Miapaca-2 hiicre hatlarinda
transfeksiyondan 48 saat sonra erken apoptoz analizlerini (sirasiyla), C-
grafigi Panc-1 hiicre hattinda, miR-200a-3p ekspresyonu ile erken
apoptoz hiicre yiizdeleri arasinda yapilan korelasyon analizini ( 2744¢" -
% Erken Apoptoz Hiicre) gostermektedir.

A ve B grafikleri Panc-1 ve Miapaca-2 hiicre hatlarinda transfeksiyondan
48 saat sonra ge¢ apoptoz analizlerini (sirasiyla), C- grafigi Panc-1 hiicre
hattinda, miR-200a-3p ekspresyonu ile ge¢ apoptoz hiicre ylizdeleri
arasinda yapilan korelasyon analizini (24" -%Ge¢ Apoptoz Hiicre)
gostermektedir.

A ve B grafikleri, Panc-1 ve Miapaca-2 hiicre hatlarinda
transfeksiyondan 48 saat sonra nekrotik hiicre analizlerini (sirasiyla), C-
grafigi Panc-1 hiicre hattinda, miR-200a-3p ekspresyonu ile nekrotik
hiicre yiizdeleri arasinda yapilan korelasyon analizini ( 222" -%
Nektotik Hiicre) gostermektedir.

Panc-1 hiicre hattinda yapilan korelasyon analizlerinin 6zeti
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1. GIRIS

Pankreas endokrin ve ekzokrin foksiyonlar1 olan bir organdir. Viicutta glikoz,
lipit ve protein metabolizmasin1 diizenleyen insiilin ve glukagon hormonlarini
sentezlemektedir. Pankreas tiimorleri iki alt grup altinda incelenir. Non-endokrin
timorler, benign ve malign olmak iizere ikiye ayrilmaktadir. Benign non-endokrin
tiimdrler; adenoma, kistadenoma, lipoma, fibroma, hemanjioma, lenfanjioma, néroma
olarak simiflandirilmaktadir. Malign tiimorler ise, duktal adenokarsinoma,
kistadenokarsinoma ve diger (sarkomalar, metastatik v. s) farkli histolojik gruplara

ayrilir.

Pankreas kanseri gelisiminde en 6nemli ¢evresel faktorler sigara kullanimi,
belirli kimyasallara maruziyet olmakla birlikte, obezite ya da diyabet gibi hastaliklar
risk faktorleri arasinda bulunmaktadir. Bu faktorler degistirilebilir faktorler olarak da
bilinmektedir (1,2). Pankreas kanseri, erkeklerde nispeten daha yaygin goriilen,
genellikle 65 yasindan sonra ortaya ¢ikan, agresif ilerleyen dliimciil malign kanserler
arasindadir. Semptom gostermeden gelisen kanser tiirleri arasinda birinci sirada yer
alir. Ileri yaslarda goriilen diyabetes mellitus, pankreas kanserinin ilk sinyallerini
verebilmektedir. Ailede kanser Oykiisii olan bireylerde pankreas kanseri olma
thtimalini arttirmaktadir. Bunlara ek olarak yas, kilo, sigara kullanimi, alkol tiiketimi
gibi etkenler de pankreas kanserinin risk faktorleri arasindadir. Pankreas kanseri,
asemptomatik seyrettigi icin genellikle ileri evrede ve primer organdan sekonder
organlara metastaz yaptiginda teshis edilir. Bu nedenle pankreas kanserinin erken
tanist oldukc¢a Onemlidir. Pankreas kanserinin erken tanist ve tedavisi i¢in yeni
biyobelirteglere ihtiyag duyulmaktadir. MikroRNA’larin (miRNA) biyobelirteg olarak

kullanilmas ile ilgili aragtirmalar yapilmaktadir.

Bir¢ok kanser malignitesinde miRNA’larin anormal ifadesi goriilmektedir (3).
miRNA’lar, 19-24 niikleotit uzunlugunda, genom iizerinde protein kodlayan intron
veya ekzon bolgeleri ve protein kodlamayan bdlgelerdeki RNA genlerinden
transkripsiyonu saglanan, fakat proteine translasyonu gergeklesmeyen, fonksiyonel
RNA molekiilleridir (4,5) ve gen ekspresyonunun diizenlenmesinde rol alirlar. Pri-
miRNA olarak adlandirilan primer transkriptler islenerek, 6nce pre-miRNA adli kisa

sap-ilmik yapilarina, sonra da fonksiyonel miRNA’ya doniistirler. miRNA’lar, aktif



RISC kompleksine (RNA-induced silencing complex) entegre olduktan sonra,
argonaute proteinleri yardimiyla mRNA’nin yikimina veya protein translasyonunun
baskilanmasina neden olurlar. miRNA’lar, hiicre proliferasyonu ya da apoptoz gibi
karsinogenez i¢in Onemli biyolojik siireclerde etkin rol oynamaktadirlar.
Hedefledikleri mRNA’nin molekiiler yolaklardaki 6zelliklerine gore tiimor baskilayici
ya da onkojenik oOzellik kazanirlar. Timor baskilayici 6zellik gosteren miRNA
ekspresyonlarin azalmasiyla, hedeflerindeki onkogen ekspresyonlar1 artar boylece

tiimor gelismeye baglar.

mMiR-200 ailesi tyeleride tiimor baskilayici fonksiyon gostermektedirler.
Kromozom yerlesimlerine gére miR-200 ailesi iki kiimeye ayrilmaktadir. Bu
kiimeler, miR-200a, miR-200b ve miR-429 kromozom 1p36 iizerinde yer alan miR-
200ba / 429 kiimesi, miR-200c ve miR-141 12p13 kromozomunda yer alan 200c / 141
kiimesi olarak adlandirilir. miR-200 ailesi &zellikle epitel dokularda daha fazla
eksprese olurlar. miR-200 ailesinin iiyeleri tiimdrigenezde ekspresyonlarinin azaldigi
ve metastazin ilk basamagi olan Epitel Mezenkimal Gegisi (EMT) inhibe ettigi
bilinmektedir (6).

Bu tez calismasinda miR-200a-3p ile hedef genlerinden olan Mitokondriyal
Transkripsiyon Faktor A (TFAM) arasindaki iliski arastirilmistir. Mitokondriyal DNA
(mtDNA), niikleus DNA’s1 (nDNA) gibi ¢ift iplikli olmakla beraber halkasal
yapidadir. mtDNA, solunum zincirindeki proteinlerden yalnizca 13’linii kodlar, geriye
kalan proteinler nDNA tarafindan kodlanmaktadir. mtDNA oksitatif fosforilasyon
sonrast ¢ikan reaktif oksijen irlinlerine fazlasiyla maruz kalir. Bu nedenle yapisi
bozulmaya miisaittir. Bunlara ek olarak nDNA’s1 gibi histon proteinleriyle
korunmamakla birlikte DNA tamir mekanizmalarinin kapasitesi, nDNA kadar yeterli
degildir. Dolayisiyla, mtDNA replikasyon sirasinda ¢ok fazla mutasyona ugrar.
mtDNA replikasyonunda gorev alan mitokondriyal transkripsiyon faktorii A (TFAM),
mitokondriyal promoter bolgelerinde sekansa spesifik olarak baglanabilen ve DNA'nin
¢oziillip, biikiilebilmesi gibi islemlerinde gorev alan bir transkripsiyon faktorii
olmasiin yani sira mtDNA'nin niikleoidlerce ¢evrelenmesinde de rol oynamaktadir.
Fonksiyonel olarak nDNA’daki histon proteinlere benzemektedir. TFAM

ekspresyonunun asirt  ekspresyonu ile bazi kanser tiirlerinin malignitesi



iligkilendirilmistir (7, 8, 9). Ayrica kanser hiicrelerinin metabolik gereksinimleri i¢in
kanser hiicrelerinin lehine olarak metabolik yolaklar1 degistirdigi gosterilmistir (10).
Bu literatiir bilgileri, TFAM’1n timor gelisimine katkida bulunabilecegine isaret

etmektedir.

Bu bilgiler 15181nda, tezin amaci pankreas kanseri hiicre hatlarinda, miR-200a-
3p ile TFAM ekspresyon diizeyleri arasindaki iligkiyi gosterebilmek ve TFAM
ekspresyonu degistiginde pankreas kanser hiicrelerinin yasamsal fonksiyonlarinin
bundan nasil etkilendigini incelemektir. Bunun i¢in pankreas duktal adenokarsinoma
hiicre hatlar1 olan Miapaca-2 ve Panc-1 kullanilmistir. Bu hiicrelere mimik miR-200a-
3p ve inhibitér miR-200a-3p ile transfekte edilmistir. miR-200a-3p gen ekspresyon
diizeylerinin  degisimine gore TFAM gen  ekspresyonunun  degisimi
degerlendirilmistir. Ayrica TFAM ekspresyon diizeyi ile pankreas kanser hiicrelerinin

canlilik diizeyi proliferasyonu ve apoptozisi arasindaki iliski arastirilmistir.

Miapaca-2 ve Panc-1 hiicre hatlarinda beklenildigi gibi miR-200a-3p
ekspresyonu diisiik diizeyde saptandi. Mimik miR-200a-3p transfeksiyonu sonucunda
miR200a-3p gen ekspresyonu analizi ile transfeksiyon deneylerinin etkinligi
dogrulandi. miR-200a-3p ekspresyonunun arttirilmasiyla TFAM gen ekspresyonunun
baskilandig1 Ger¢cek Zamanli Polimeraz Zincir Reaksiyonu ile gosterildi. TFAM
ekspresyonunun azalmasma bagli olarak Panc-1 hiicre hattinda, hiicre
proliferasyonunun transfeksiyon igleminden 48 saat sonra azaldigi gosterildi. miR-
200a-3p gen ekspresyonunun artisi ile hiicre canliligi arasinda negatif, ge¢ apoptoz

arasinda ise pozitif korelasyon oldugu saptandi.



2. GENEL BILGILER
2.1. Pankreas Kanseri

Pankreas kanseri kotli prognoz ile seyreden tiimorlerden biri olup, goériilme
sikligr giderek artmaktadir. En sik 65 yasindan sonra goriilen pankreas kanseri
vakalarinin yaklasik %901 sporadik; %10'u ise kalitsaldir. Pankreas kanseri, asiri
agresif seyreder ve diisiik hayatta kalma oranina (%5) sahiptir. Pankreas kanseri
gelisiminde en Onemli cevresel faktorler sigara kullanimi, belirli kimyasallara
maruziyet olmakla birlikte, obezite ya da diyabet gibi hastaliklar risk faktorleri
arasinda bulunmaktadir. Bu faktorler degistirilebilir faktorler olarak da bilinmektedir.
(1,2). Degistirilemeyen risk faktorleri ise yas, 1k, cinsiyet, aile dykisii ve kalitsal
genetik sendromlar yer almaktadir (11,12). Pankreas kanseri, endokrin veya ekzokrin
hiicrelerden kaynaklanabilir ve histolojik incelemeler aracilifi ile bu tiimorler
birbirinden ayrilabilir. Endokrin tiimorler nispeten nadirdir ve tiim pankreas
kanserlerinin %5'inden az bir kismini olusturur iken; ekzokrin tiimérler ise genellikle
pankreatik  adacik  hiicrelerinden  kaynaklanir ve  c¢ogunlukla  yiiksek
seviyelerde pankreas hormonlari iiretir. Ekzokrin hiicrelerden kaynaklanan pankreas
kanserleri daha yaygindir ve bu tiimdrlerin ¢cogunlugunu epitel hiicrelerden koken alan
pankreatik duktal adenokarsinom (PDAC) olusturur ve tiim pankreas malignitelerinin

%90'indan fazlasini teskil eder (13).

Pankreas kanserinin gelisimi, iyi karakterize edilmis genlerdeki mutasyonlari
kapsayan ¢ok asamali bir siirectir (Sekil 2.1) (14). Pankreas kanserinin prognozunda
K-Ras2 (Kirsten Rat Sarkomu) mutasyonu, HER2/Neu gen ekspresyonu artisi,
CDKN2A/p16 gen delesyonu, mutasyonu ve/veya hipermetilasyonu, BRCAZ2,
MADH4/SMADA4/DPC4 genlerinin inaktivasyonu ve STK11 ile p53 gen ekspresyon
degisiklikleri goriilmektedir (15,16). Bu genetik mutasyonlar, pankreasin duktal
hiicrelerinde papiller benzeri yapilar olusturan histolojik ve morfolojik anormalliklerle

sonuglanir.

Pankreas kanserogenezinde diisiikk dereceli lezyonlardan yiiksek dereceli

lezyonlar ve invaziv kanserler gelismektedir (17,18). Bu siiregte Oncili lezyonlar;


https://www.sciencedirect.com/topics/immunology-and-microbiology/exocrine-cell
https://www.sciencedirect.com/topics/immunology-and-microbiology/exocrine-cell
https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/pancreatic-hormone

pankreatik intraepitelyal neoplazi (PanIN), intraduktal papiller miisindz neoplazi
(IPMN) ve miisindz kistik neoplazm (MCN) olarak adlandirilir (19, 20, 21).

PanIN: PanIN’ lerin olusumu ve gelisimi, genetik mutasyonlarla es zamanli
olarak, adim adim gergeklesir ve invaziv (karsinom) timor hiicrelerinin gelisimi ile
daha karmasik yapilar meydana gelir. Bylece PanIN’ler hiicresel morfolojilerine gore
gore PanIN-1A, -1B, =2 veya —3 olarak siniflandirilmaktadir. Normal duktal hiicrelere
gore PanIN-1A ve PanIN-1B uzun kolumnar hiicrelerden olusan yassi lezyonlardir. A
ve B alt gruplari, K-RAS onkogeninin erken donemde olusan mutasyonuyla iliskilidir.
PanIN-2 ise CDKN2A'nin inaktivasyon mutasyonu ile lezyonlarin ilerlemesi ve orta
derecede niikleer anormallikleri kazanmasiyla olusur. p-16 ve SMAD-4'iin inhibitor
mutasyonlariyla birlikte lezyonlar niikleus atipi gostererek Pan'IN-3’ii olusturur (22).
PanIN-3, invaziv duktal adenokarsinom ile iliskili olmakla birlikte in situ karsinom
olarak da adlandirilmaktadir (22). PanIN, IPMN ve MCN’lerden pankreatik duktal
adenokarsinom gelismektedir (Sekil 2.2).
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Sekil 2.1. PanIN’ lerin olusumu sirasinda gerceklesen mutasyonlar (22).

[PMN: intraduktal papiller (IP) sigara kullanan bireylerde siklikla goriilmekle
birlikte daha yavas ilerler ve genellikle asemptomatiktir. (23). IP'ler, malign
transformasyon 6zelliklerine gore, low, intermediate, high grade displazi ve invaziv
kanser olarak smiflandirilmistir (24). Immiinohistokimyasal analizler ile IP'leri
histolojik olarak simiflandirmak da miimkiindiir. Bu siniflandirma miisin antikor
boyanma 6zelliklerine gore, 4 alt grup altinda gastrik, intestinal, pankreatobiliyer ve

onkositik seklinde yapilmaktadir. Gruplar arasinda en yaygin olani intestinal tiptir



(25). Genelde pankreasin bas kisminda, ampulla vateri civarinda, pankreatik kanalin

giris yerinde goriilmektedir (26).

MCN: MCN’ler, pankreasin miisin iireten ve septali kist olusturan epitelyal
neoplazisi olarak tanimlanmaktadir. Kalin bir fibrotik duvara sahip olan MCN'lerin
duktal sistemden bagimsizdir (27). MCN'ler, IPMN’lere gére daha az goriiniirler (28).
Kadin-erkek orani 20:1 olan MCN’lerin ortalama tani yasi 40 ile 50 arasindadir (29).
Vakalarin %95-98’inde neoplazmin goriildiigii yer, pankreasin gévdesi ve kuyrugudur

(30).
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Sekil 2.2. Normal pankreatik kanal yapisinin, pankreatik adenokarsinomaya ilerlemesi
siirecinde gelisen olaylar (30).

Pankreas kanserinin erken tan1 ve tedavisine yonelik biyobelirte¢ bulunmasina
yonelik arastirmalar yogun bir sekilde yapilmaktadir. Pankreas kanserinin erken
evrelerde asemptomatik seyretmesi hastaligin kotii prognozuna sebep olmakta ve kisa
sagkalim siiresi ile iligkilendirilmektedir. Dolayisiyla hastaligin ge¢ teshisine neden
olmaktadir. Pankreas kanserinin teshisi i¢in pankreas kanserine spesifik
biyobelirteglerin tanimlanmasi bu agidan kritik 6nem tasimaktadir. Pankreas
kanserinin tan1 ve teshisine katkida bulunabilecek biyobelirteglerden bir tanesi de
mikroRNA (miRNA)’lardir. miRNA'larin anormal gen ifadesi, bir¢ok insan

malignitesinin ayirt edici  Ozelligidir (3). miRNA'larin, kanser gelisiminin



baslangicinda, ilerlemesinde, metastazinda ve kemo-direncindeki rolleri oldukga

Onemlidir.
2.2. Pankreas Kanseri ve miRNA lar
2.2.1. miRNA Biyogenezi

miRNA yaklasik 19-24 niikleotit uzunlugunda tek iplikli RNA molekiiltidiir.
DNA'dan transkripsiyonu yapilan ancak proteine doniisiimii olmayan genler
tarafindan kodlanirlar. Transkripsiyon sonrasi gen ekspresyonunun diizenlenmesinde
onemli bir rol oynarlar (4, 5). Epigenetik mekanizmalar arasinda 6nemli bir yere sahip
olan miRNA’lar, hiicresel savunmada, gelisimsel siire¢lerde, farklilasmada, DNA
replikasyonunda, transkripsiyonda ve post-transkripsiyonel gen ifadesinin

susturulmasinda gorev alirlar.

miRNA'larin biyogenezi, ilk olarak ¢ekirdekte baslar ve sitoplazmada devam
eder. (Sekil 2.3). Pri-miRNA olarak adlandirilan primer transkriptler islenerek,
once pre-miRNA adli kisa sap-ilmik yapilarina, sonra da fonksiyonel miRNA'ya
dontigiirler. Pri-miRNA, olgun, aktif bir miRNA haline gelmeden once iki
endoniikleaz isleme asamasi gerektirir (31). pri-miRNA, miRNA geninin RNA
polimeraz II tarafindan transkripsiyonu ile baslar. Transkripsiyon sonrasinda 100-1000
niikleotid uzunlugunda pri-miRNA olusmaktadir. Olusan pri-miRNA ¢ekirdekte
riboniikleaz kompleksi Drosha-DGCRS tarafindan 70-100 niikleotidlik sa¢ tokasi
seklinde bir ara pre-miRNA olusturmak i¢in islenmektedir (32). Bir sonraki isleme
adimini gergeklestirmek igin pre-miRNA, Exportin 5 ve Ran-GTP6 tasiyici
proteinlerin yardimiyla sitoplazmaya aktarilir (33). Sitoplazmanin i¢inde baska bir
endo riboniikleaz RNase III enzimi olan DICER, olgun bir miRNA (¢ift sarmalli, 19-
24 niikleotit) olusturmak i¢in pre-miRNA’nin terminal dongiisiinii ayirir. Dicer
reaksiyonunun sonucu, dubleks bir RNA’dir. Dubleks RNA'nin bir ipligi, olgun bir
mIiRNA olarak RNA kaynakli susturma kompleksine (RISC) yiiklenir. Yildiz iplik
olarak adlandirilan diger iplik ise bozulur (24). Bu yildiz dizisini belirtmek i¢in
miRNA adma bir yildiz isareti (yildiz) eklenir (6rnegin miR-150%*). miRNA'lar
tamamlayict dizilimi olan hedef mRNA'ya baglanir veya hedefin parcalanmasina

yardimc1 olarak ya da translasyonel baskilama ile mRNA’y1 negatif yonde diizenler.


https://tr.wikipedia.org/wiki/RNA
https://tr.wikipedia.org/wiki/Protein
https://tr.wikipedia.org/wiki/Sap-ilmik

Tek bir miRNA birkag mRNA’y1 diizenleyebilecegi gibi bir mRNA da ¢ok sayida
MiRNA’nin hedefi olabilir.
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Sekil 2.3. miRNA'nin biyogenezi (32).

2.2.2. miRNA’larin Hiicre Proliferasyonu ve Apoptozu Uzerine Etkileri

Canli organizmalarin temel ihtiyag¢larindan olan biiyiime, hiicre boliinmesi ile
giiclii bir iliskiye dayanmaktadir. Hiicre boliinmesi iki mitoz boliinme arasinda
gerceklesen gecici biyokimyasal aktiviteleri igeren biyolojik bir siiregtir. Bu siireg
hiicre dongiisii kontrol noktalari, tiimor baskilayici genler, onkogenler ve diger kontrol
mekanizmalar tarafindan siki bir sekilde denetlenir. Hiicre boliinme siklusu interfaz
(G-1, S, G-2) ve mitoz (M) evrelerinden olugmaktadir. Boliinme sinyali almayan
hiicreler dinlenme evresi (G-0) adi verilen evrede beklerler. Boliinme sinyali alan

hiicreler ise interfaz evresine girerek boliinmek i¢in hazirlik asamasina gegerler.

G-1 evresi: S evresine hazirlik evresi olmakla birlikte metabolizmanin en

yiiksek seviyeye ¢iktigi evredir. RNA ve protein sentezlenir.



S evresi : DNA replikasyonu olur, sentrozom kendini eslemeye baslar ve RNA

ve protein sentezleri devam eder.

G-2 evresi: DNA replikasyonu durur, sentrozom duplikasyonu tamamlanir ve

RNA ve protein sentezi devam eder.

M evresi : Profaz, metafaz, anafaz ve telofaz evrelerinden olusur. Bu evrelerin

sonunda ayni genetik materyali i¢eren iki yavru hiicre olusur.

Hiicre siklusunun bu evreleri siklin adi verilen proteinler tarafindan
diizenlenmektedir (35, 36). Biiyliimekte olan bir hiicrede, hiicre dongiisiinii yiiriiten
kinazlar sabit bir derisimde ve inaktif halde bulunurlar. Hiicre siklusunda siklinler,
inaktif halde bulunan siklin-bagimli kinazlara (CDK) baglanarak onlart aktif hale
getirir (37). Hiicre igindeki CDK aktivitesi, bagimli oldugu siklinin derisimindeki
degisiklige gore artar ya da azalir. Ornegin, bir CDK tiirii olan MPF (Maturation
Promoting Factor) interfazin G2 kontrol noktasini gegen hiicrenin M fazina gegmesini
saglar. G2 sirasinda siklinler CDK molekiilleriyle bir araya geldiklerinde ortaya ¢ikan
MPF kompleksi ¢esitli proteinleri fosforile ederek mitozu baslatir.

Hiicre siklusunun evreleri arasindaki kontrol noktalarinda gergeklesen
bozukluklar, hiicrelerin kontrolsiiz ¢ogalmasina ve tiimor gelisimine neden olur. Bu
kontrol noktalarina ek olarak proto-onkogen ve tiimor baskilayici genlerde meydana
gelen mutasyonlar da karsinogeneze yol agar (38). Proto-onkogenler hiicrenin ¢ogalip
biiyiimesi i¢in gerekli olan proteinlerin sentezlenmesinde 6nemli rol oynarlar. Bu
proteinlere, hiicre siklusundaki proteinler, bliylime faktorleri ve reseptorleri ve hiicre
i¢i sinyal iletimden sorumlu proteinler 6rnek verilebilir (39). Tiimor baskilayict genler
ise; hiicre boliinmesini baskilayan gen gruplaridir. Onkogenlerde tek bir alel degisimi
fonksiyon kaybina sebep olurken, timor baskilayici genlerde iki alelin de mutasyona
ugramast sonucu fonksiyon bozuklugu ve kanser olusumu goriilebilir. Hiicresel

diizeyde tiimor baskilayict genlerin mutasyonlari, onkogenlere gore cekiniktir (40).

Hiicre dongiisti, proliferasyonu ve tiimorigenezin miRNAlar tarafindan kontrol
edildigi bilinmektedir. miRNA'lar DNA onariminda ve hiicre dongiisiiniin

diizenlenmesinde rol almaktadir (41). Ornegin, hiicre dongiisiiniin  kritik
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diizeneyicilerinden biri olan miR-15a-16-1 ailesi; CDK1, CDK2 ve CDKG6 gibi siklin-
bagimhi kinazlari, D1, D3 ve El1 gibi siklinleri hedefleyerek G1 fazinda hiicre
dongiisiiniin durmasini indiiklemektedir (42). Diger bir miRNA, miR-21'in asir1
ekspresyonu sonucu tiimor baskilayict gen olan PTEN, negatif olarak diizenlenir.
PTEN geninin iiriinii, tiimor hiicrelerinin ¢cogalmasini engeller ve normal hiicrelerdeki
hiicre boliinme sayisint kontrol eder. Ayrica miR-21'in asir1 ekspresyonu ile, PTEN
mRNA transkriptinin 3" UTR bolgesindeki tamamlayici bolgeye baglanarak PTEN'in
timor baskilayici fonksiyonlarini azaltir (43). Bunun aksine, miR-21'in inhibisyonu
TGF-1 sinyal yolunu diizenleyerek osteosarkom hiicre proliferasyonunu inhibe
etmektedir (44). miR-203 ekspresyonunun azalmasi, hiicrenin G1 fazina ilerlemesini
indiikleyerek, hiicre proliferasyonunun artmasina sebep olur (45). MiR-26a, G1'den S
fazina gecisle iligkili olan Siklin E2” yi dogrudan diizenlenmektedir (46). Boylelikle,
hiicre dongiisiinii tesvik eden Siklin E2 geninin ekspresyonunu diizenleyerek hiicre
proliferasyonunda 6nemli rol oynamaktadir. miRNA'lar CDK4/pRB yolunun negatif
diizenleyicilerini hedefleyerek hiicre dongiisii  girisini ve G1  ilerlemesini
kolaylastirmaktadir. miR-106a, pRB'yi dogrudan hedefler ve miRNA'nin asirt
ekspresyonu, kanser hiicrelerinde pRB down regiilasyonu ile sonuglanir (47). pRB
ailesinin diger iiyeleri olan p107/RBL1 ve p130/RBL2 genlerini, iki mikroRNA ailesi
olan, miR-290 ve miR-17-92’yi diizenler (48, 49). miRNA’lar, hiicre dongiisii ve
proliferasyonunda rol oynayan genleri diizenlemekle birlikte, hiicre dongiisii ve

proliferasyonla iligkili yolaklarda da 6nemli rol oynarlar.

Bu sinyal iletim yolaklarindan olan AKT/PI3K (Serin/Treonin Protein Kinaz
AKT/ Fosfatidilinositol 3-kinaz PI3K) yolu, hiicrenin hayatta kalmasi ve
proliferasyonu ile ilgilidir (50). Belirli miRNA'larin, AKT/PI3K sinyal yollarinda yer
alan genlerin ekspresyonunu modiile ettigi bildirilmistir. Bu mikroRNA’lardan miR-
508-3p, PTEN/PI3K/ Akt sinyal yolaklarin1 hedefleyerek orta kulak kolesteasom
hiicrelerinin proliferasyonunu desteklemektedir (51). miR-221 ise birgok insan

malignitesinde mutasyona ugradig1 gosterilen bir tiimor baskilayici gen olan PTEN'i
hedefler (52).

Timor baskilayict miRNA'lar, tiimoér olusumunu, onkogenleri baskilayarak

engellemektedirler. Timor baskilayict 6zellik gosteren miRNA let-7 ekspresyonu
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akciger kanseri hiicre kiltiiri modelinde arttirilldiginda, kanser hiicrelerinin
biiyiimesinin énemli derece azaldigi rapor edilmistir (53). miR-3174, ADAM15'i
hedefleyerek mesane kanseri hiicrelerinin proliferasyonunu inhibe eder (54).
Dolayistyla miRNA’lar, hiicre siklusuyla ya da proliferasyonuyla ilgili hedefledikleri
mRNA’nin molekiiler yolaklardaki 6zlelliklerine gore tiimor siipresor ya da onkogen

olarak gorev almaktadirlar.

Hiicrelerde normal kosullarda mitoz ve apoptozis, homeostazisi koruyarak
dinamik bir denge olusturmaktadir. Bir hiicrede herhangi bir nedenden dolayr meydana
gelen DNA hasari, DNA onarimini ya da apoptozu beraberinde getirmektedir.
Apoptozise giden bir hiicre hacimce kiigiiliir, sitoplazma yogunlasir ve biiziiliir. DNA
yapisi hasara ugrayarak fragmentlerine ayrilir. Hiicre i¢cinde bulunan organeller
parcalanir, kromatin piktonik hale gelir ve kalsiyum alimi artar. Sonug¢ olarak,
apoptotik bir cisim haline gelen hiicrenin komsu hiicreler ile baglantisi kesilir. Olusan

apoptotik cisimleri makrofajlar ya da komsu hiicreler tarafindan yok edilir (55).

Hiicre apoptozunun diizenlenmesinde kalsiyum, seramid, Bcl-2 gen ailesi, p53,
kaspazlar, sitokrom-c gibi proteinler ve mitokondri rol oynar (56). Bunlar arasinda en
onemli role sahip olan Bcl-2 gen ailesidir. Bu ailede tanimlanmis yaklasik 25 genin bir
kism1 pro-apoptotik olup apoptozu indiikleyip, Olim aktivatorleri olarak gorev
yaparken, diger kismi anti-apoptotik olup apoptozu engelleyip, yasam aktivitorleri
seklinde fonksiyon {istlenir. Proapoptotik iiyeler Bad, Bax, Bid, BclXs, Bak, Bim,
Puma ve Noxa’dir ve sitozolde yer alirlar. Sitokrom-c ve AIF (Apoptoz indiikleyici
faktor) salinimini artirarak apoptozu indiiklerler. Antiapoptotik iiyeler ise Bcl-2, Bcl-
xL ve Mcl-1’dir. Bu proteinler de mitokondri dis membraninda, endoplazmik
retikulum ve ¢ekirdek zarinda yer alirlar. Por olusumunu saglayip iyon transportunu
diizenlerler. Ozellikle hiicredeki Ca~ oranini kontrol ederler. Ayrica kaspazlarm 6ncii
formlariyla AIF ve sitokrom-c salinimini bloke ederek apoptozu inhibe ederler (57,
58, 59). Apoptoz siirecini Bax ve Bcl2 proteinlerinin dengesi belirler. Bax protein

diizeyi, Bcl2’den fazla ise hiicre apoptoza gider (60).

Diizenleyici bir protein olan p53 hiicre boliinmesi sirasinda DNA’da herhangi
bir hasar olustugunda siklusu G-1 evresinde durdurak DNA’daki hasarin tamiri igin

zaman verir. Hasar tamir edilemeyecek durumda ise Bax yapimini artirip, Bel-2 ve
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Bcl-xL’yi baskilayarak apoptozu indiikler (61). Bu sayede timdr olusumunu inhibe

etmektedir.

Apoptozisin diizenlenmesinde rol oynayan kaspazlar, hiicrede inaktif halde
bulunurlar. Hiicre i¢i kalsiyum artis1 ile aktiflesen kaspaz enzimleri hiicre iskeletinin
yikilmasinda etkilidir. Kaspazlar birbirlerini aktiflestirerek proteolitik bir kaskad

olustururlar. 14 tane kaspaz tipi bulunmaktadir. Bunlar gérevlerine gore 3’e ayrilirlar.
I- Baglatic1 kaspazlar; (Kaspaz 2,8,9,10)
I1- Efektor kaspazlar (Kaspaz 3,6,7)
[11- Inflamatuar kaspazlar (Kaspaz 1,4,5,11,12,13,14).

miRNA’larin Pro-apoptotik ve anti-apoptotik gen ekspresyonunu modiile
ederek hiicre apoptozunu regiile ettikleri diisliniilmektedir. Bir¢gok miRNA'in,
intrinsik apoptotik yolun diizenlenmesinde ve tiimdr biiyiimesinin inhibe edilmesinde

rol oynadig1 gosterilmistir.

Bu miRNA’lardan kolon kanserinde tiimdr baskilayici 6zellik gosteren miR-
92a, kolon kanseri dokularinda hiicre 6liimiiniin anti-apoptotik molekiilii Bcl-2’yi
hedefledigi gosterilmistir. Buna gdére miR-92a'nin inhibisyonu kolon kanser
hiicrelerinde apoptozise neden olmaktadir (62). Bir bagka miRNA ailesinden olan
MiR-766'nin asir1 ekspresyonunun, MDM4/p53 yolunun baskilanmasi yoluyla kolon
kanseri hiicrelerinde hiicre biiylimesini azalttig1 ve apoptozu indiikledigi bulunmustur
(63). Benzer sekilde tiimor baskilayici ozellik gosteren miR-133a’nin osteosarkom
hiicre hatlarinda ve dokularinda ekspresyonunun az oldugu ve buna bagh olarak da
timor gelisimini arttigi gosterilmistir. MiR-133a ekspresyonunun arttirilmasiyla
osteosarkom hiicrelerinde, hiicre proliferasyonunun azaldigi, apoptozun ise arttig1
gozlemlenmistir (64). Doku ve organ homeostazinda 6nemli rolii olan NOTCH3 sinyal
yolagini hedef alan miR-206'n1n asir1 ekspresyonu, kolon kanseri hiicre hattinda hiicre
proliferasyonunu inhibe ederek apoptozisi aktive etmistir (65). miR-125b’nin Bcl-2
ailesinin anti-apoptotik molekiillerini baskilayarak kolorektal hiicre hatlarinda
apoptozisi tesvik ettigi ve miR-125b ekspresyonunun susturulmasinin sonucunda

timor gelisiminin kolaylastigi gézlenmistir (66). miR-133 ve miR-24a ayrica kaspaz-
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9'un baskilanmasi yoluyla kanser hiicresinin apoptoz veya hayatta kalma siirecini
diizenledigi gosterilmistir (67,68). miR-195, miR-24-2 ve mIiR-365-2'nin asir1
ekspresyonunun ise insan embriyonik bobrek hiicrelerinde (HEK-293T) ve meme
kanseri hiicrelerinde (MCF7) Bcl-2'nin  anti-apoptotik aktivitesini bozabilecegi
bulunmustur (69). Kronik lenfositer 16semi hastalarinda diistik seviyede ekspresyonu
olan iki miRNA’nin (miR-15a ve miR-16-1), direkt Bcl-2'yi hedefleyerek ve apoptozu
destekledigi gosterilmistir (70). Benzer sekilde miR-204, mide kanserinde Bcl-2’yi
hedefleyerek apoptozu indiiklemektedir (71). Dolayistyla, miRNA’lar antiapoptotik
molekiilleri hedefleyip baskilayarak kanser hiicrelerini apoptozise tesvik
etmektedirler. Bu sayede tiimor gelisimini inhibe edip kanser tedavisine yeni umut

vermektedirler.
2. 2. 3. miRNA’larin Kanser invazyonu ve Metastazi Uzerine Etkileri

Kanser hiicreleri dis uyaranlara bagli olmaksizin bdliinme sinyallerini kendileri
vererek boliinebilirler. Hiicre 6liimiinii minimum, proliferasyonu maksimum hale
getiren kanser hiicreleri tiimor dokusunu olusturmaktadir. Prolifere olan hiicre sayisi
arttik¢a timor dokusu genislemektedir. Bu siire¢ uzun ve sessizken, timor ¢evresinde
olusan damarlanma ile daha hizli bir siire¢ baglar. Kanser hiicreleri prolifere olduklari
bolgede 2-3 mm biyiikliige kadar damarlanmaya ihtiyag duymadan var olan
damarlardan beslenebilirler. Ancak daha fazla kanser hiicresinin proliferasyonu igin
gereken yeni damar olusumuna anjiyogenez denir. Anjiyogenez, kanser hiicresinin
primer dokudan ayrilip sekonder dokulara yerlesebilmesi i¢in gerekli olan ilk adimdir.
Kanser hiicresinin koken aldig1 dokudan, organdan viicudun diger doku ve organlarina
yayilmas1 metastaz olarak adlandirilir. Metastaz siireci ¢ok asamali ve karmagsik bir
stirectir. Bu siire¢ lokal invazyon (Epitel-Mezenkimal Gegis) EMT, intravazasyon,
dolasimda sagkalim, ekstravazasyon ve metastatik koloni olusumu basamaklarindan
olusur. Normal bir dokuda epitel hiicreleri belirli proteinler ile birbirlerine siki bir
sekilde baglanarak yapisal biitiinliiklerini korurlar. Ancak, kanser hiicrelerinin invazif
karakter kazanmasi igin bu proteinler, yapisal degisiklige ugramaktadirlar. Kanser

hiicrelerinin invazif karakter kazanmasinda EMT ile iligkili proteinler ¢ok dnemlidir.

Metastazin ilk basamagi olan EMT, transmembran proteinlerden olan E-

kaderin ve N-kaderin dengesinin bozulmasiyla baslayan bir siirectir Bu siiregte, E-


https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/cancer-cell
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/kidney-cell
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kaderin  ekspresyonu azalirken, N-kaderin ekspresyonu artar. E-kaderin
ekspresyonundaki azalma epitel hiicreleri arasindaki baglantilarin, hiicre polaritesinin
ve epitel doku yapisinin bozulmasina neden olurken, N-kaderin ekspresyonundaki
artis ise kanser hiicrelerinin primer dokudan ayrilip, invazif kapasite kazanmasini
kolaylagtirir. Transmembran proteinlerde meydana gelen bu degisiklik literatiirde
"kaderin degisimi (cadherin-switch)" olarak adlandirilir ve bu olay tiimoriin invazifligi
ve kotlii prognoz ile iliskilendirilmektedir (72). EMT siirecinde transmembran
proteinlerde meydana gelen degisikliklere ek olarak hiicre-hiicre adezyonu, hiicre-
ekstraseliiler matriks (ECM) adezyonu ¢oziilmeye ve hiicre polaritesi kaybedilmeye
baglar. ECM ile baglantis1 kesilip apoptoza giden epitel hiicrelerinin aksine dokudan
ayrilan tiimor hiicreleri hipoksi, yetersiz besin kaynagi, hipoperfiizyon, immiin sistem
gibi cevresel faktorlere ragmen hayatta kalip diger doku ya da organlara metastaz

yapmay!1 basarirlar.

Hiicrelerin bir arada kalmasini saglayan ECM’i, timor hiicreleri, Matriks
Metalloproteinaz (MMP) proteinleri salgilayarak ECM’nin bozulmasina sebep olurlar.
Salgilanan bu MMP proteinlerinin (MMP-1, -2, ve -9) yardimi ile tiimor hiicreleri kan
ve lenf damarlarina girerler. Bu olaya intravazasyon ad1 verilir (73). Dolasima gegen
kanser hiicreleri sitotoksik immiin sistem hiicreleri ile karsilasirlar. Ancak kanser
hiicreleri doku faktorii, L- ve P- Selektinler, trombin, Katepsin B, MMP-2/-14 gibi
faktorler salgilayarak platelet agregasyonunu uyarip kendilerine platelet kalkan
olusturarak immiin sistemden kacarlar (74). Kanser hiicreleri dolagimda karsilagtiklar
engelleri asarak metastaz yapacagi organin damar sistemine girip liimende biiyiiyerek
bir koloni olustururlar. Daha sonra damar sisteminden ¢ikmak i¢in damar duvarini
gecen kanser hiicreleri metastaz yapacagi organa ulasirlar. Kan dolagiminda goriilen
kanser hiicrelerinin damar sisteminden ¢ikip ilgili organlara ulagmasina
ekstravazasyon ad1 verilir. Kanser hiicreleri metastaz yapacagi organa geldikten sonra
invazyon siirecinin baglangicinda gerceklestirdigi EM T yi tam ters yonde uygulayarak
dokuya entegre olur ve Mezenkimal- Epitel Gegis (MET) ile baska doku ya da

organlarda metastatik odaklar1 olusturur.

Bugiine kadar miRNA’larin, metastatik kaskatta dnemli biyolojik siiregler olan

hiicre proliferasyonu, EMT, anjiyogenez, invazyon gibi asamalardaki rolleri iizerine
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arastirmalar devam etmektedir. Bu nedenle miRNA’lar ile metastaz arasindaki iligkiyi
inceleyen ¢ok fazla galisma mevcuttur Anjiyogenezi ve migrasyonu diizenleyici
metastazi destekleyici miRNA’larin yani sira metastazi baskilayan miRNA’lar da

vardir.

Metastatik kaskattaki biyolojik siireclerden herhangi birinin inhibisyonu,
metastazin baskilanmasini saglar. Bu nedenle bu siire¢lerden bircogunda gerceklesen
inhibisyon, metastatik slireci daha gii¢lii bir sekilde baskilayarak metastazi engeller.
Meme kanseri ile yapilan bir ¢alismada, miR-335 ve miR-206’nin angiyogenezi ve
invazyonu inhibe ederek metastazi baskiladigi gosterilmistir (75). Meme kanserinde
yapilan diger bir ¢alismada metastaz {izerinde miR-146’nin etkisi incelenmistir. iki
farkli kromozom iizerinde bulunan miR-146a ve miR146b iki niikleotitlik bir farkla
birbirinden ayrilmaktadir. miR-146a/b NF-kappa B (NF-kB, Niikleer Faktor kappa B)
sinyal yolagini negatif yonde diizenleyerek anjiyonegezi ve migrasyonu inhibe ettigi
gosterilmistir (76). miR-31’in ise meme kanserinde, invazyon kolonizasyon gibi
basamaklar1 baskilayarak, akciger metastazin1 %95 azalttig1 gosterilmistir (77). Ma,
Weinberg ve meslektaslari tarafindan ilk kez kesfedilen metastamir olarak adlandirilan
miRNA’lar ise metastaz basamaklarini diizenleyerek kanser hiicrelerin primer
organdan sekonder organa kolonize olmalarini saglamaktadirlar (78). miR-10b, hiicre
migrasyonu ve invazyonunu destekleyerek meme kanseri hiicrelerinin metastazini
arttirdigi gosterilmistir (79). Benzer sekilde miR-373 ve miR-520c¢ hiicre migrasyonu
ve adezyon molekiili olan CD44’ii diizenlenmesinde gorev alarak metastazi
destekledigi gosterilmistir (80). Kolon kanseri, meme kanseri ve gliomada miR-21, -
143 ve -182 hiicre invazyon ve migrasyonunu arttirmaktadir (81, 82). miR-143’{in
ayrica hepatoseliiler karsinomun kotii prognozuna neden oldugu bilinmektedir (81).

miR-141 ise pankreas kanserinde metastazi destekledigi gosterilmistir (83).
2.2.4. Pankreas Kanserinde mikroRNA’larin Rolii

Bir¢ok caligmada miRNA ekspresyonlarinin anormal ifadesi, ¢esitli kanser
tiirlerinde tiimor olusumunun nedeni ya da sonucu olarak gdsterilmistir. miRNA’larin
ekspresyonlarindaki diizensizlik; kontrolsiiz hiicre proliferasyonu, tiimor baskilayici
sistemlerden kagis, anjiogenez ve metastaz ile iliskilendirilmektedir. Pankreas

kanserini de icine alan pek c¢ok kanser tiirinde miRNA’lar ile ilgili ¢alismalar
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yapilmaktadir. Ornegin saglikli bireylerden alman dokular ile pankreas kanseri
hastalarindan alinan dokular karsilastirildiginda, kanser dokularinda eksprese edilen
miRNA’lar ile saglikli dokularda eksprese edilen miRNA’lar arasinda anlamh
derecede bir fark oldugu anlasilmistir. Bu bulgular ile miRNA'larin, pankreas
kanserinin teshisinde ve anti-kanser tedavilerinde kullanilabilecek umut vaad eden
biyobelirtegler olabilecegi literatiire gecmistir (84, 85). Saglikli ve hasta bireylere ait
karsilastirma analizlerinin yani sira diger bir ¢alismada, PDAC dokusu ile komsu
normal pankreas dokusu karsilastirildiginda 158 miRNA’nin farkli sekilde eksprese
edildigi bulunmustur (86). Benzer sekilde PDAC ve normal pankreas dokularinin
formalinle fikse edilip parafine gomiilen dokular {izerinde yapilan ¢alismada ise 43
miRNA'nin ekspresyonunun arttigi, 41 miRNA'min ekpresyonunun azaldig
bulunmustur (87). Bu c¢alismalarin 1s1ginda miR-21 ve miR-155’in anormal
ekspresyonu ile pankreas kanserinin gelisimi arasinda bir iliski oldugu anlagilmistir
(88).

Saglikli ve tiimor dokularinin karsilastirmalart ile birlikte dolagimdaki
miRNA’larin ekspresyonel diizensizligi ile ilgili de calismalar mevcuttur. Yapilan bu
calismalarda, pankreas kanserinin gelisiminden metastazina kadar gegen siirecte
miRNA’larin rolii oldugu gosterilmektedir. Bu siiregte farkli asamalarda roller
tistlenen miRNA’lar hakkinda yeterli bilginin elde edilmesi, kanser prognozunun
molekiiler seviyede anlasilabilmesini saglayarak pankreas kanserinin tedavisine

katkida bulunacaktir.

Pankreas kanseri gelisiminde miRNA’larin hiicre proliferasyonunda,
apoptozunda ve metastazinda etkin rol oynagi gosterilmistir. Onkojenik miRNA’larin
asir1 ekspresyonu, tiimor baskilayict miRNA’larin ekspresyonunu negatif yonde
etkileyerek pankreas kanserinde hiicre proliferasyonunun artmasina sebep olmaktadir.
Hiicre proliferasyonunun kontrolsiiz artmasi kanser gelisiminin kag¢inilmaz nedenidir.
Hiicre siklusunun diizenlenmesinde rol alan CDK’1n inhibitorii olan CDKN1B geninin
translasyonu, miR-221'in asir1 ekspresyonundan etkilenerek pankreas kanserinde
hiicre proliferasyonunun artmasina neden olur. Bu sekilde miR-221’in asir
ekspresyonu, hiicre siklusu kontrol mekanizmasini inhibe eden genin ekspresyonunu

arttirarak CDK’nin gdrevini yerine getirememesine sebep olur ve hiicre siklusunun
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kontrol edilememesine yol acar (89, 90). Diger bir ¢alismada, pankreas kanserinde,
hiicre proliferasyonu, invazyonu ve angiyogenezi diizenlenmesinde rol oynayan miR-
424-5p’nin asir1 ekspresyonunun hiicre proliferasyonunu arttirdigi gosterilmistir (91).
miR-203 ekspresyonunun azalmasi ise hiicreleri G-1 evresine iterek hiicre
proliferasyonunun artmasina neden olmaktadir (45). Ayrica miR-203 ekspresyon artig1
ile hiicre dongiisiiniin durdugunu buna bagli olarak hiicre proliferasyonunun azaldigini
ve apoptozun indiiklendigini gosteren ¢alismalar miR-203’1in tiimor baskilayici bir rol
istlendigine isaret etmektedir. (92). Dolayisiyla miRNA ekspresyonlarinda meydana
gelen degisikliklerin hiicre dongiisii iizerindeki etkilerinin olduk¢a 6nemli oldugu

anlasilmaktadir.

Pankreas kanseri gelisiminde onemli rol oynayan K-RAS onkogeninin
ekspresyon artisinda miR-143, let-7-d ve miR-126’nin asir1 ekspresyonu soz
konusudur. Bu miRNA lar, kanser hiicre proliferasyonunun artmasina katkida bulunur
(93, 94). Pankreas kanserinde miRNA ekspresyon paternleri, belirgin farkliliklar
gostermektedir. Bu nedenle pankreas kanseri tanisinda miRNA’larin biyobelirteg

olarak kullanilmasi1 yeni umutlar vaad etmektedir.

DNA’da meydana gelen hasarlarin dogrultusunda normal hiicreler bu hasarlari
onarmaya ya da apoptoza giderken, kanser hiicreleri kontrolsiiz bir sekilde cogalmaya
devam ederler. Apoptozis hiicre dongiisti gibi miRNA’lar araciligi ile diizenlenerek
indiiklenmekte ya da inhibe edilmektedir. Pankreas kanserinde, miR-24, Bcl-2
ailesinin antiapoptotik proteini ile iligkili olan BIM ekspresyonunu diizenleyerek
timor olusumunu indiikler (95). DNA’da meydana gelen hasarin onarilmasi igin ya da
hiicrenin apoptoza gitmesi i¢in sinyaller veren p53 geni ile miR-155 arasinda negatif
korelasyon oldugu, miR-155’in asir1 ekspresyonu araciligiyla p53 geni baskilanarak
pankreas kanserinde apoptozun baskilandigi bulunmustur. (96). Benzer sekilde miR-
23a, apoptozun diizenlenmesinde gorev alan sitokrom c ve kaspaz 9 gibi 6nemli
molekiilleri aktive eden APAF1°1 baskilayarak hiicrenin apoptoza gitmesini engeller

ve hiicre proliferasyonunun artmasina yol acar (97).

Pankreas kanserinde miRNA’lar, hiicre dongiisii ve apoptozisine ek olarak ¢cok
asamali1 sliregler olan metastaz ve invazyonda da etkin rol oynamaktadir. Metastatik

kanser hiicreleri bazal membrandan ayrilip baska bir organa invaze olurken; EMT
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olarak adlandirilan morfolojik degisiklikler meydana gelir. EMT’ de mezenkimal
fenotipe sahip bu hiicreler hareket kabiliyeti kazanarak kan ya da lenf damarlar1 igine

girerler.

Pankreas kanseri hiicrelerinin, EMT siirecinde E-kaderin azalirken, N-kaderin
artar. EMT siirecini diizenleyen miR-200 ve miR-203, timdr baskilayict 6zellik
gosterirken; miR-208 onkojeniktir. E-kaderin baskilayicilarindan olan ZEB1 ve SIP1
ile aralarinda negatif korelasyon bulunan miR-200 ailesinin (miR-141, miR-429, miR-
200a, miR-200b ve miR-200c) EMT’yi diizenledigi gosterilmistir (45). Pankreas
kanserinde miR-200 ailesinin ekspresyonunda meydana gelen azalma, ZEB1 ve
SIP1’in artmasma neden olur ve EMT indiiklenir. Benzer sekilde miR-203
ekspresyonunda meydana gelen azalma pankreas kanser hiicrelerinin invazif 6zellik
kazandirarak metastazin1 uyarir (98). Ayrica miR-208’in asir1 ekspresyonu da E-

kaderin ekspresyonunun azalmasina sebep olur ve EMT siirecini aktive eder.

EMT siirecinin haricinde invazyon ve metastazda rol oynayan miRNA’lar da
mevcuttur Metastaz baskilayici transkripsiyon faktorlerinden olan HOX faktorleri
(HOXB1, HOXB2 ve HOXAL) miR-10a’nin asir1 ekspresyonu ile inhibe olurlar.
Boylece metastaz baskilanamaz, miR-10a pankreas kanserinde onkogen olarak
davranir (99). Metastaz promotorii olan Smad3 proteini ile miR-34 ekspresyonu
arasinda negatif korelasyon bulunur. miR-34 ekspresyonunun azalmasiyla Smad3
ekspresyonu artar. Smad3 ekspresyonunun artmasiyla metastaz desteklenmis olur
(100). Bununla birlikte miR-143, K-RAS, MMP-2 ve MMP-1 gibi onkojenik 6zellik
gosteren genleri direkt olarak hedefler. Pankreas kanseri hiicrelerinde miR-143
ekspresyonunun arttirilmasiyla, K-RAS, MMP-2 ve MMP-1 ekspresyonlarinin ve
protein diizeylerinin 6nemli 6lgiide azaldigi gosterilmistir. Bu durum miR-143 ile
onkojenik genlerin arasinda negatif korelasyon oldugunu gosterir. miR-143
ekspresyonunun azalmasi sonucunda tiimor biiyiimesi artar, invazyon ve metastaz
desteklenmis olur (95). Bu calismalar ile pankreas kanserinde miRNA-aracil1 yapilan
tedavilerde invazyon ve metastazin baskilanarak, sagkalimin artmasina katki

saglanabilecegi belirtilmektedir.
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Pankreas Kanserinde Rol Alan Sinyal fletim Yolaklarinin miRNA’lar

Tarafindan Diizenlenmesi

Pankreas kanserinde miRNA’lar, bir kanser hiicresinin olusumunda, ¢ogalip
tiimor dokusunu olusturmasinda ve bu tiimor dokusundan ayrilan hiicrelerin baska bir
organda sekonder tiimor olugsmasina kadar gecen siiregte fonksiyon gostermektedir.
Bir miRNA’nin hedefledigi birden fazla gen oldugu i¢in, miRNA ekspresyonunda
meydana gelen diizensizlikler gen ekspresyonlariin artmasina ya da azalmasina neden
olur. Gen ekspresyonlarindaki bu diizensizlik, bir¢ok hiicre i¢i sinyal yolaginin

fonksiyonel olarak degisimine yol agar.

Bu sinyal iletim yolaklar hiicre i¢i sinyalizasyonda olduk¢a 6nemlidirler. Bir
hiicre sinyal verecegi zaman ligand adi verilen molekiiller sentezler. Sentezlenen bu
ligandlar sinyalin hedefindeki diger hiicrede bulunan reseptdrlerine baglanarak verilen
sinyalin etkinlesmesini saglar. Bu hiicre i¢i sinyal yolaklarina meydana gelen genetik
veya epigenetik degisiklikler kanser gelisimi ile iliskilidir. Pankreas kanserinde
miRNA’larin bir¢ok sinyal yolaginda fonksiyon gdsterdigi ortaya konulmustur. Bu
sinyal yolaklar1 arasinda K-RAS, PI3K/AKT, JAK/STAT, WNT/B-Catenin ve TGF-p

sinyal yolaklar1 yer almaktadir.

K-RAS sinyal yolagi; Ras geni ve gen triinii ilk kez si¢anlarda retroviriisler ile
olusturulan sarkom tiimorlerinde (Ras=rat sarcoma) bulunmustur. Ras protein
ailesinin reseptorleri, G proteinleri (guanin niikleotid-baglayict proteinler) ile
eslesebilmektedir. G proteinleri, disaridan gelen sinyalleri hiicre i¢ine ileten proteinler
olarak bilinmektedir. Bu nedenle GTPazlar’dan gelen sinyalleri baska bir sinyale
dontistiirme 6zelligine sahiptirler. Ras proteinleri hiicre membranmin bir ucundan
diger ucuna baglanti kurarak sinyallerin gegisini saglamaktadirlar. Memelilerde
H(arvey)-ras, K(irsten)-ras ve N(euroblastoma)-ras olmak iizere 3 ayr alt tip
bulunmaktadir. Bu genler, hiicre i¢i sinyalizasyonda, proliferasyonunda, farklilagsmada
ve hiicre iskeleti olusumunda gorev almaktadirlar. Bu genlerin mutasyona ugramasi
sonucunda bir¢ok tiimor olugmaktadir. Pankreas tiimdrlerinin %901 K-ras mutasyonu
ile iligkilidir. Pankreas kanserinde K-RAS geni ile direkt olarak iligkili miRNA’lar
bulunmustur (101, 102, 103). Bu miRNA’lar arasinda miR-143, let-7-d ve miR-126

bulunmaktadir.
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Pankreas kanserinde, K-RAS gen ekspresyonunun artigina Let-7 ailesinden
olan miRNA’larin ekspresyonlarindaki azalmanin, sebep oldugu gosterilmistir (101).
Ayrica miR-217 ekspresyonunun azalmasi K-RAS gen ekspresyonunun artmasi ile
iliskilidir. Buna karsin, miR-217 ekspresyonunun arttiritlmasi ile K-RAS ekspresyonu
azalmis ve pankreas kanser hiicrelerinin proliferasyonu inhibe edilmistir (102). Diger
ornek ise miR-96’dir ve miR-96 ekspresyonunun arttirilmasiyla K-RAS ekspresyonu

azalmis olup; proliferasyonu ve invazyonu inhibe edilmistir (103).

Pankreas kanserinde, miR-21, miR-181a ve miR-221 PI3K/AKT sinyal yolagi
ile iligkili genleri fonksiyonel olarak etkilemektedir. Bu sinyal iletim yolagi, EGFR
gibi hiicre dis1 biiylime faktorlerinin transmembran reseptor tirozin kinazlara (RTK'ler)
baglanmasiyla aktive olur. Bu baglanmanin sonucunda fosfatidilinositol 3-kinaz
(PI3K) etkinlesir. PI3K, fosfataz ve tensin homologu (PTEN) tarafindan regiile
edilmektedir. AKT ise serin/treonin kinaz fosfatidilinositol 3-bagimli kinaz 1 (PDK1)
tarafindan fosforillenerek aktive olmaktadir ve ve fosfatidilinozitol 3-kinaz (PI3K)
sinyal yolaginda rolii olan mTOR ile diizenlenmektedir. (104). PI3K/AKT/mTOR
sinyal yolagi, hiicre proliferasyonu ve hiicrenin hayatta kalmasi i¢in énemlidir. (52,
105, 106, 107,108, 109). miR-21, miR-181a ve miR-221, PI3K/AKT sinyal yolag ile
iligkili tiimor baskilayict gen olan PTEN’i hedefleyerek PI3K/AKT sinyal yolagini
dolayli olarak etkilemektedirler (52, 105, 106, 107). miR-375, PI3K/AKT yolundaki
bir kinaz olan PDK1'in (Piruvat dehidrojenaz lipoamid kinaz izozimi 1) mRNA
transkriptini hedefleyerek kanser prognozunu pozitif yonde etkiler ve malign gelisimi

baskilar (108, 109).

JAK/STAT sinyal yolagi; JAK (Janus Kinazlar) sitokin reseptorleri ile birlesen
tirozin Kkinaz ailesidir. Bu reseptorlere ligand baglandiginda tirozin iizerinde
gerceklesen fosforilasyonla Sinyal Transdiiserleri ve Transkripsiyon Aktivatorleri
(STAT) ailesinin tiyeleri aktiflesir. Etkinlesen STAT lar dimerler olusturarak hiicre
cekirdegine yerlesirler. Olusan sinyal ile hedeflenen genlerin yanit reseptorlerine
baglanarak bu genleri transkripsiyonel olarak diizenlerler. JAK/STAT yolag sitokinler
ve biiyiime faktorleri ile uyarilir. JAK aktivasyonu, hiicre proliferasyonunu, gogiinii
ve apoptozu uyararak hiicreleri fonksiyonel olarak etkilemektedir. JAK/STAT yolagi

cesitli sitokinlerle negatif ve pozitif yonde diizenlenmektedir (110).
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Pankreas kanserinde, JAK/STAT yolagini hedefleyerek hiicrenin yasamsal
fonksiyonlart iizerinde degisiklige sebep olan miRNA’lar saptanmistir. Bir
sitoplazmik tirozin kinaz geni olan Janus kinaz 2 (JAK2), 9. kromozomun kisa kolunda
bulunan bir gendir. JAK2 ekspresyonundaki artis bazi onkogenlerin aktivasyonuna
sebep olmaktadir. Pankreas kanserinde miR-216, JAK2 ekspresyonu inhibe ederek
JAK2 ekspresyonu ile aktive olan onkogenlerin inhibisyonuna sebep olur. Bunun
sonucunda tiimor baskilayici bir rol oynayarak timdr biiylimesini azaltip hiicrelerin
apoptoza gitmesini saglar (111, 112). Buna karsin, onkojenik bir miRNA olan miR-
155, JAK/STAT yolunda tiimor baskilayict rol oynayan SOCS1 gen ekspresyonu
hedefleyerek bu geninin inhibisyonuna neden olur. Bunun sonucunda STAT3 uyarilir
ve pankreas kanseri hiicrelerinde invazyon ve metastazi destekleyerek, kanser

prognozunu kétii yonde etkiler (113).

WNT/B-Catenin sinyal yolagi; embriyonik gelisim ve normal yetiskin
homeostazisi i¢in hiicre proliferasyonu, sag kalim, hiicre yenilenmesi ve farklilagsmada
fonksiyonel rol oynar. Bu sinyalizasyon, Wnt ligandinin Frizzled (Fz) reseptoriine ve
Fz’nin ko-reseptorii olarak tanimlanan disiik yogunluklu protein olan LRP5/6
proteinine baglanmasi ile birlikte baglar ve sinyal yolaginin aktivasyonunda bu {iglii
Fz-Wnt-LRP5/6 kombinasyonu gerekmektedir (114). miRNA'lar, WNT/B-Catenin
yolaginin diizenleyicilerini hedefleyerek pankreas kanseri tiimorigenezinde gorev
almaktadir. FRATL, LRP-6, FZD4 ve FZD5, WNT sinyalinin aktivasyonunu arttiran
diizenleyicilerdendir. miR-29¢, dogrudan bu diizenleyici molekiilleri hedefler. miR-
29c¢’nin inhibisyonu bu diizenleyici molekiillerin aktivasyonuna sebep olarak WNT/
-Catenin yolagiin anormal ifadesi ile sonug¢lanarak pankreas kanserinin gelisimine
neden olur (115). Benzer sekilde, miR-23a ve miR-24 ekspresyonu da TMEM92,
HNF1-B ve FZDS5'in ekspresyonlarint dogrudan veya dolayli olarak diizenleyerek

pankreas kanseri gelisiminde 6nemli rol oynar (116).

TGF-B sinyal yolagi; kaskadlar seklinde ilerler ve sinyalizasyon ligandin
reseptorlere baglanmasi ile baslar. Hiicre membraninda TGF B tip I (TbRI) ve TGF
tip II (TbRII) olmak {iizere iki tip reseptor bulunur. TbRI ve TbRII reseptorleri
serin/treonin kinaz 6zellik gostermektedir. Ligand once tip II reseptoriine baglanir ve

reseptoriin kinaz aktivasyonu ortaya ¢ikar. Bu aktivasyonla tip I reseptoriin yapisinda
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bulunan GS (glisin, serin) bolgesi fosforillenir. Aktive edilen TbRI sitozolde bulunan
8 alt tipi bulunan Smad proteinlerini fosforiller ve bu protenler DNA’ya baglanarak

bir¢cok genin transkripsiyonunu diizenler.

Timor baskilayic1 6zellik gosteren SMAD4 ekspresyonunun pankreas kanseri
hastalarimin %55’inde inaktive oldugu bilinmektedir (117). miR-421 ve miR-483-3p
onkojenik  Ozellik  gostererek SMAD4’ti  dogrudan  hedefleyip, SMADA4
ekspresyonunda inhibisyona neden olarak pankreas kanserinin gelismesine neden
olmaktadirlar (118). Pankreas kanserinde azalan SMAD4 ekspresyonu, timor
baskilayici 6zellik gosteren miR-494 ekspresyonunun azalmasina neden olur. miR-494
ekspresyonu ile aralarinda negatif korelasyon bulunan FOXM1 ve B-katenin, miR-494
ekspresyonunun azalmasiyla ekspresyonlari artarak pankreas kanserinin gelisimini

indiikler (119).

Pankreas Kanserinde miRNA’larin Diyagnoz, Prognoz ve Terapotik

Hedefleme Acisindan Onemi

Pankreas kanseri genellikle erken evrelerde semptom gostermediginden dolay1
kotii prognozla ilerlemekte ve buna bagli olarak da sagkalim oldukga diisiik tespit
edilmektedir. Dolayis1 ile erken teshis icin spesifik biyobelirteclere ihtiyag
duyulmaktadir.

Pankreas kanserinin tani ve tespit edilmesinde genellikle kan ya da dokudan
alinan biyopsiler kullanilmaktadir. Karbonhidrat antijeni 19-9 (CA19-9), pankreas
kanserinin tanisinda kullanilan onaylanmis bir kan antijenidir. Ancak diisiik 6zgiilliik
gostererek diger hastaliklarda da spesifik olmayan ekspresyonu oldugu i¢in pankreas
kanserinin tanisal uygulamasini kisitlamaktadir (120). Bu nedenle pankreas kanserinin
diyagnozu i¢in daha 6zgiil ve daha giivenilir tanisal bilgiler verecek yeni tiimor
biyobelirteglerin kesfi oldukca dnemlidir. Bu anlamda miRNA'larin plazmada stabil
ve kolaylikla saptanabilir olmalarindan dolay1r tanisal biyobelirte¢ olarak

kullanilabilmeleri devam eden arastirma konular1 arasindadir.

Pankreas kanserinin gelisiminin farkli evrelerinde miRNA ekspresyonlarindaki

degisiklikler izlenerek ¢alismalar yapilmistir (121, 122). Saglikli bireylerden ve
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pankreas kanseri hastalarindan alinan kan ornekleri ile yapilan bir ¢alismada elde
edilen miRNA ekspresyon profili (miR-22, miR-642b ve miR-885-5p), pankreas
kanserine erken evrede tan1 konulmasina yardimei olabilecegini agik¢a gostermektedir
(123). Baska bir galisma ise, miR-21, miR-23a, miR-31, miR-100, miR-143, miR-155,
mMiR-2214'in asir1 ekspresyonu ile miR-148a, miR-375 ve miR-217’nin azalmis
ekspresyon profilinin, saglikli bir birey ile pankreas kanseri hastalarini ¢ok net bir
sekilde birbirinden ayirdigini gostermistir (124). Bu calismaya ek olarak, saglikli
bireylerin plazmasina gore pankreas kanseri hastalarin plazmasinda miR-21, miR-155,
miR-196a ve miR-210'un asir1 ekspresyonu bildirilmistir (125). Benzer sekilde,
saglikli bireyler ve pankreas kanseri hastalarindan alinan plazma orneklerindeki
miRNA eskpresyonlar1 karsilastirildiginda pankreas kanseri hastalarinin plazmasinda
miR-192 ve miR-18a asir1 ekspresyonlari dikkat c¢ekmistir (126, 127). PanIN
lezyonlarindaki 700 farkli miRNA ekspresyonlarinin kiyaslandigr kapsamli bir
calismada, 35 farkli miRNA'nin anormal ifade gosterdigini bu miRNA’larin 24
tanesinin artan, 6 tanesinin ise azalan ekspresyon gosterdigi belirtilmistir. Bu
miRNA’larin i¢inde ise PanIN-3 lezyonlarin1 tanimlanmasinda miR-196b’nin

potansiyel bir biyobelirte¢ olarak kullanilabilecegi ortaya konulmustur (125).

Bu verilere ek olarak pankreas kanseri hastalarinin plazmasinda taranan 735
farkli miRNA arasinda, miR-1290 umut verici bir biyobelirte¢ olarak belirtilmistir
(128). Pankreas kanserinin tanisinda CA19-9 antijeni ile miR-1290, miR-16 ve miR-

196a ekspresyonlarinin

kombine olarak degerlendirilmesi pankreas kanserinin daha 06zgiil tespit

edilmesine olanak saglayacaktir (128,129).

Kanser hiicreleri, kanser tedavisinde kullanilan ilaclara direng gostererek
ilaglarin anti-kanser ozelliklerini azaltmaktadirlar. miRNA’lar ila¢ direncinde de
onemli rol oynamaktadirlar. miRNA ekspresyonlarinin anormal ifadeleri, kanser
hiicreleri tarafindan ilaglara karsi gelistirilen direnci arttirabilir ya da durumu tam
tersine cevirerek direncin ortadan kalkmasini saglayip kanser hiicrelerini ilaca karsi
duyarl hale getirebilirler. Caligmalar, miRNA ekspresyonlarinin kanser hiicrelerini
kanser ilaglarima duyarli hale getirmekle kalmayip ilag direnci ig¢in tanisal

biyobelirtegler olarak da gérev aldiklarini gostermektedir (130). Ornegin; pankreas
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kanserinde miR-142-5p ekspresyonunun inhibisyonu gemsitabin ilacina karsi
gosterilen direng ile korelasyon gostermektedir. Bu durumda miR-142-5p ekspresyonu
arttirildiginda, gemsitabine karsi olusturulan direng ortadan kalkar ve sagkalim artar
(131). Bir diger miRNA, miR-320c¢' nin asir1 ekspresyonu ise pankreas kanserinde
gemsitabine karsi olusturulan direncin nedenlerinden biridir. miR-320c ekspresyonu
inhibe edilerek pankreas kanserinde gemsitabin direnci engellenerek prognoz iyi
yonde etkilenebilir (132). Pankreas kanseri hastalarinda miR-222, miR-203, miR-155,
mMiR-210 ekspresyonlar1 ile sagkalim arasindaki iliskinin incelendigi baska bir
caligmada ise, bu 4 farkli miRNA’nin asir1 ekspresyonunun mortaliteyi 6. 2 kat
arttirdig1 gosterilmistir (133).

Pankreas kanserinin miRNA’lar ile terapotik tedavisi, timor baskilayici 6zellik
gosteren miRNA ekspresyonlarini arttiripp bu miRNA’larin hedefindeki onkojenik
genlerin ekspresyonlarini inhibe edilerek gergeklestirilmelidir. Pankreas kanserinde
ekspresyonlar1 azalan tiimor baskilayict miRNA’lar taklit eden ilaglarin tedavide
kullanilarak onkojenik genleri hedeflemesi prognozu iyi yonde etkileyebilecektir. Bazi
calismalarda pankreas kanseri hiicrelerine transfekte edilen timor baskilayic
miRNA’larin, kanser hiicrelerinin proliferasyonunu inhibe ettikleri, bu hiicreleri
kemoterapi ya da radyasyon tedavilerine duyarl hale getirerek maligniteyi azalttiklari
gosterilmigtir. Ornegin; miR-143/145’in viriisler aracilifiyla pankreas kanseri
hiicrelerinde transdiiksiyonu gerceklestirilmis ve timor biiyiimesi inhibe edilmistir
(134). miR-143'in pankreas kanseri hiicrelerine adenoviriis araciligiyla
transdiiksiyonun yapildig: bir diger ¢alismada, metastazin bloke edilerek prognozun

1y1 yonde etkilendigi gosterilmistir (135).
Pankreas Kanserinde miR-200a’nin Rolii

miR-200 ailesi kromozom konumlarina bagl olarak iki kiimeye ayrilir ve bes
tiyeden olusur. Bu kiimeler iki ayr1 kromozom iizerinde yer alir. miR-200a, miR-200b
ve miR-429 kromozom 1p36 iizerinde yer alan miR- 200ba / 429 kiimesi ile miR-200c
ve miR-141 12p13 kromozomunda yer alan 200c / 141 kiimesi olarak adlandirilir
(Sekil 2.4) (136). miRNA’lar, 5’ baglanma bdlgesinde yer alan seed-gekirdek-tohum
dizileri ile hedef genlerinin 3° UTR (untranslated region)’lerine baglanir. Bu nedenle

cekirdek dizileri gen ekspresyonu lizerinde 6nemli yere sahiptirler. Benzer ¢ekirdek
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dizileri igeren farkli kiimelere ait olan miRNA’lar, benzer hedef profillere sahip olarak
ayni biyolojik roller oynayabilirler. miR-200 ailesi iiyeleri, ¢ekirdek dizilerinin
benzerliklerine gore ise iki fonksiyonel gruba da ayrilmaktadirlar (Sekil 2.5). miR-
200ba / 429 AAUACUG c¢ekirdek dizisini igerirken, 200¢ / 141 AACACUG ¢ekirdek

dizisini icermektedir. 1ki kiime arasinda yalmizda bir niikleotit degisiklik

gostermektedir.
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Sekil 2.4. Iki ayr1 kromozoma lokalize olan miR-200 ailesi iiyeleri (136).

Cekirdek Dizi

AATACUG CCUGGUAATUGA
AATACUG CCGGUAAUGAUGGA
AATACUG UTCUGGUAAAACCGU

miR-200a
miR-141

AACACTUG UCUGGUAACGAUGU
AACACUG UCUGGUAAAGAUGG

Sekil 2.5. miR-200 ailesi iiyelerinin niikleotit dizilimi (136).

Epitel dokular, miR-200 ailesi bakimindan olduk¢a zengindir (137). Normal

epitel hiicrelerinde yiiksek oranda eksprese olan miR-200 ailesi, mezenkimal orijinli
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normal fibroblast hiicrelerinde eksprese edilmezler. miR-200 ailesinin ekspresyonu
promotdrleri tarafindan diizenlenir. Promotorler, genlerin transkripsiyonunu baglatan
ilgili DNA pargalaridir. Genellikle hedef genlerinin transkripsiyon baslangi¢ bolgesine
yakin kisimlarda ve genle ayn1t DNA iplik¢igi {izerinde bulunurlar. miR-200c/-141
kiimesinin promotor bolgesinin hipermetilasyon ile, miR-200b/-200a/-429 kiimesinin
promotdr bolgesinin ise histon modifikasyonlar1 yoluyla diizenlendigi gosterilmistir
(138, 139, 140). miR-200 ailesinin promotér bdlgeleri, ¢inko finger e-box bind
homeobox 1 ve 2 sirasiyla; (ZEB1), (ZEB2)’ ye ve dzgiilliik proteini 1 (SP1) ve p53

transkripsiyon faktoriine baglanmaktadir.

mMiR-200 ailesinin diisiik ekspresyonlari, yiiksek insidans gosteren hemen
hemen tiim kanser tiirlerinde tespit edilmistir. miR-200 ailesinin malign ozellik
gosteren hiicreleri inhibe etmede ve tiimor baslamasini engellemede 6nemli roller
oynadigimi gosteren birgok ¢alisma vardir. miR-200 ailesinin asir1 ekspresyonunun
kanserojen madde olan arsenik ile maruziyet sonrasi olusan malign hiicre olusumunu
inhibe ederek tlimor olusumunu 6nledigi gosterilmistir (141). Diger bir kanserojen
madde olan tiitine maruziyet sonrasi olusan malign hiicrelerde miR-200 ailesinin
ekspresyonlarinin azaldigi gosterilmistir. miR-200 ailesinin ekspresyonlari arttirilarak
yapilan benzer bir calismada ise tiitline maruziyet sonrasinda epitel hiicrelerin
morfolojilerinin korundugu ve koloni olusumunun oniine geg¢ildigi gosterilmistir
(142). Bu iki farkli ¢alismada kanserojen maddelerin miR-200 ailesinin promotor
bolgelerinde metilasyonu arttirarak, miR-200 ailesinin ekspresyonlarini susturdugu
gosterilmigstir. Malign hiicreler kontrolsiiz ¢ogalarak tiimorii olustururlar. Timdrler
belirli bir biiyilikliige ulastiginda yeterli besini alamadigi i¢in yeni kan damarlarini
olusturmaya yani anjiyogeneze ihtiyag duyarlar. miR-200 ailesinin anjiyogenezi
engelleyebilecegini gosteren calismalar bulunmaktadir. Bu aileye ait iiyelerden olan
miR-200b, anjiogenez kaskadinin belirleyici ligandi olan vaskiiler endotelyal biiylime
faktorii A'y1 (VEGFA) dogrudan hedefleyerek, bu kaskad sisteminde 6énemli bir rol
oynamaktadir (143). miR-200 ailesinin iiyeleri, epitel- mezenkimal gecisi (EMT) en
etkin diizenleyen miRNA’lardir (144). Buna ek olarak mir-200 ailesi iiyelerinden olan
miR-200b, -200c, -141 ve -429’un diizensiz ekspresyonlari, kanser hiicrelerinin

sekonder organa invaze olmasini saglayan mezenkimal-epitel gecise de (MET) neden
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olduklar1 gosterilmistir (145). miR-200 ailesinin, EMT sirasinda azalan E kaderin

ekspresyonu diizenleyerek EMT inhibisyonunu indiikledigi de gosterilmistir (6).

2.3. miR-2002’nin  Hedef Genlerinden Olan  Mitokondriyal
Transkripsiyon Faktor A (TFAM)

Hiicreler canliligin1 devam ettirmek ve metabolik aktiviteleri i¢in enerjiye
ihtiya¢ duyarlar. Enerji ihtiyaci canli tiirlerine, hiicrenin yapisina ve islevine gore
degiskenlik gostermektedir. Hiicreler, adenozin trifosfat (ATP) ad1 verilen molekiil ile
enerjilerini tiretmektedirler (146). Enerji tiretimi okaryotik hiicrelerde mitokondri adi
verilen kompleks bir organel tarafindan gerceklestirilmektedir. Mitokondrinin sekilleri
hiicreden hiicreye farklilik gostermekle birlikte ovalden cubuga kadar degiskenlik
gostermektedir. Sekillerine ek olarak sayilari da hiicreden hiicreye farklilik gosterir.
Bazi1 hiicreler tek sayida mitokondri icerirken, kas ve sinir hiicreleri gibi enerji ihtiyaci

fazla olan hiicrelerde ¢ok sayida mitokondri bulunmaktadir.

Mitokondri dis zar, i¢ zar, zarlar arasi (periferal) bolge ve matriksden
olugmaktadir. Dis zar dista bulundugu i¢in i¢ zara gore daha kalin yapidadir, iizerinde
porin adi verilen tasiyici proteinler bulunmaktadir. Porinler, mitokondri igerisine
alinacak su ve iyon gibi maddeleri tasirlar. i¢ zar ise dis zara gore daha segici
gecirgendir. I¢ ve dis zar arasinda kalan bolgeye periferal bolge adi verilir. I¢ zar
maktrikse dogru girintiler yaparak krista ad1 verilen yapilari olusturur. I¢ zar {izerinde
elektron tagima sisteminde (ETS) gorev alan proteinler bulunmaktadir. Bu sebeple
enerji ihtiyaci fazla olan hiicrelerde krista sayis1 da fazladir. Matriks ise genomik
yapinin ve oksidatif enzimlerin yogun oldugu bolgedir (147). Mitokondriler,
kendilerine ait ribozom, DNA ve RNA gibi genetik materyal bulundurmasiyla diger
organellerden ayrilmaktadir. Mitokondri hiicrelerde enerji tliretmekle kalmaz, aym
zamanda apoptoz, kalsiyum homeostazi, dogal immiinite sinyalleri ve hiicre
yaslanmas1 gibi fizyolojik siireclerde de gorev alirlar. Bu olaylar disinda pirimidinler,
aminoasitler, fosfolipitler ve niikleotitler gibi molekiillerin yapiminda, steroid sentezi

ve hormonel sinyalizasyon olusumunda da gorev alirlar (148, 149).

Kanser hiicrelerinin metabolik aktiviteleri, normal hiicrelere kiyasla daha

farklidir. Normal hiicreler ile kanserli hiicreler arasindaki bu metabolizma farki



28

Warburg fenomeni olarak adlandirilmigtir. Warburg fenomenine gore normal hiicreler
sadece anaerobik sartlarda glikolizis yolagin1 kullanarak laktat {retirken, tiimor
hiicreleri oksijen varligindan bagimsiz olarak temel besin olarak glukozu kullanip,
bundan aerobik sartlar altinda glikolizis yaparak laktat tiretmektedir. Bir¢ok doku i¢in
kanser hiicrelerinin birincil enerji kaynagi glukozdur. Hiicrelerde bu metabolik
olaylarin mitokondride gergeklestirilmesi ve ayrica mitokondrinin apoptoz
mekanizmasinda rol almasi bu organelin kanser agisindan énemli roller iistlendigini
gostermektedir (150). Benzer sekilde mitokondriyal genomun kendisinde ya da bu
genom iizerinde etkili herhangi bir mekanizmada meydana gelecek epigenetik

degisiklikler de kanser agisindan 6nemli bir organel oldugunu gostermektedir (151).

Mitokondriyal DNA (mtDNA); niikkleus DNA’s1t (nDNA) gibi ¢ift sarmal
yapida olsa da yapisal olarak dairesel formdadir (Sekil 2.6). mtDNA, solunum
zincirindeki yalnizca 13 proteini kodlamaktadir. Proteinlerin kodlanmasi i¢in 37 farkl
gen igermektedir. Sarmal yapida oldugu i¢in iki ayr1 zincir icermektedir. Dis iplik; agir
iplik (H), piirin agisindan zengin iken, i¢ iplik; hafif iplik (L) pirimidin agisindan
zengindir. 37 genden 28’i H-zincirinde, 9’u ise L-zincirinde yer almaktadir (152).

nDNA gibi mtDNA’larn iki ayr1 ipligide, ayr1 ayr1 olarak replike olurlar.

\13 phe 2t the Cy’e

val
g

leu-1 1?"
3 insan mtDNA
p 16.569 bp
e gin Ser-2 leu-2
met his
Zz
(=)
3 g
L
« Gl
»
d\ < ND4(
& WO arg
0] <Y by
ATPS «© ¢
€o2 ATPE

"1 asp
ys

Sekil 2.6. Mitokondriyal DNA (156).

Mitokondriyal DNA, oksidatif fosforilasyonda devamliligi saglayan kompleks

genlerin sentezlenmesinden sorumludur. Sentezlenen bu genler ETS’de elektron
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tasimakla gorevlidirler (153). Oksidatif fosforilasyon sonrasi ortaya g¢ikan reaktif
tirtinler mtDNA’nin bozulmasina sebebiyet vermektedir. mtDNA, nDNA gibi histon
proteinlerle korunmaz. mtDNA, replikasyon Oncesi ya da sirasinda tamir mekanizmasi
acisindan smirlt oldugu icin replikasyon sonrasi olusan ipliklerde hataya egilim

fazladir. Bu yiizden mtDNA mutasyonlara agiktir.

Insan mitokondrilerindeki transkripsiyon, yapisal olarak T3 ve T7
bakteriyofajlarindaki RNA polimerazlara benzeyen mtRNA polimeraz (POLRMT) ad1
verilen DNA'ya bagimli bir RNA polimeraz tarafindan yiiriitiilmektedir. Yardimci
proteinler olmadan promotor bolgeleri taniyabilen bakteriyofaj polimerazlarin aksine
POLRMT, islem yapabilmesi i¢in ek faktorlere ihtiyag duymaktadir (Sekil 2.7).
Transkripsiyonun baglamasi, POLRMT un mitokondriyal transkripsiyon faktorii A
(TFAM), mitokondriyal transkripsiyon faktérii Bl ve B2 (TFBIM ve TFB2M)
(swrastyla mtTFA, mtTFB1 ve mtTFB2 olarak da adlandirilirlar) ile etkilesimini
gerektirmektedir (154).

<@l

Sekil 2.7. insan mitokondri DNA’s1 transkripsiyonu igin gerekli olan dort ana bilesen
(154).

TFAM, niikleusda kodlanan bir proteindir. Bu protein memeli hiicrelerinde ¢ok
miktarda bulunmaktadir, her bir mtDNA molekiilii basina yaklagik 1.000 TFAM
protein molekiilii iiretilmektedir. Bu da mtDNA'™im her 16 bp'sinde bir TFAM
molekiilii oldugunu gostermektedir (154). Bu mitokondriyal protein, mtDNA
promoter bolgelerine sekansa spesifik olarak baglanabilen, DNAmimn ¢oziiliip,
biikiilebilmesi gibi islemlerde gorev alan bir transkripsiyon faktoriidiir. mtDNA'nin

niikleotidlerce ¢evrelenmesinde de rol oynamaktadir (155). Mitokondriyal genomun



30

hafif iplik¢ik promotdrii (Light Strand Promoter, LSP) ve agir iplikgik promotorii
1'den (Heavy Strand Promoter, HSP1) gelen transkriptlerin iiretiminde merkezi bir rol
oynamaktadir (Sekil 2.10). Bu mitokondriyal transkriptler, oksidatif fosforilasyondan
enerji tretimi i¢in gerekli 13 temel bilesenini kodlarlar (156). Bu nedenle TFAM,
oksidatif fosforilasyon yoluyla ATP iiretimi i¢in gereklidir (157). LSP'deki TFAM
baglama bolgesi 22 baz ¢ifti (bc) uzunlugundadir ve iki yarim bolgeden olusmaktadir
(Sekil 2.8). TFAM, iki adet high mobility group box (HMGB) igermektedir; HMGA
ve HMGB B. iki HMGB bélgesi arasinda, DNA'nin negatif yiiklii omurgasi ile
etkilesime giren pozitif yiikli bir yilizeye sahip sarmal bir baglayict bulunmaktadir.
Her interkalasyon DNA'nin bozulmasina katkida bulunarak LSP dizisinin U doniisii
yapmasini saglar (Sekil 2.9). Ayrica, TFAM’da bulunan C-terminal kuyrugu
transkripsiyonel aktivasyonu baslatmaktadir (158). TFAM/LSP yapisinda, karboksil
terminali HMGB alani, transkripsiyonel baslangi¢ bolgesinden uzaktaki yarim bolgeye
baglanir. C-terminali kuyrugu, HMGB'ye bitisik oldugundan, LSP DNA'sindaki U-
doniisli, C-terminali kuyrugunun transkripsiyonel POLRMT ve TFB1 ve 2’ye temas

etmesini saglar.

43 122 162 222 246

Olgun TFAM

TFAM
—_— TFAM

Nonspecific

/ - LNV _ Proximal
5'-GGTTGGTTCGEGGTATGGGETT ;TTAGTT
CCARCCANGCCCCNTACCCCAN- 5 ICAATCAN

553 532 446 419 8,998 8977

Sekil 2.8. TFAM’1n olgun formunun domain yapisi (155).

TFAM, gercek bir mtDNA paketleme faktoriiniin kriterlerini siki bir sekilde
yerine getirebilen niikleoid iligkili tek proteindir. TFAM proteininin diisiik veya
yiiksek ekspresyonu, mtDNA metilasyonunun azalmasina neden olmaktadir (159).
DNA metilasyonu normal gelisim icin gereklidir. Metilasyonda etkin elemanlarin
baskilanmasi ya da asir1 ekspresyonu karsinogeneze yol ag¢maktadir. mtDNA

metilasyonu genellikle kodlamayan D-loop ve gen baslangic bolgelerinde (GSS)
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bulunmaktadir (160). Genomda bulunan CpG diniikleotitleri, metilasyonun meydana
geldigi en belirgin bolgelerdir. CpG bolgelerinin ¢ok olmasi hayvan, mantar, protist
ve bitki mitokondriyal genomlarinda degisiklik oldugunu gdstermektedir. HSP1’de
CpG'nin metilasyonunu artirmak i¢in TFAM, multimerizasyonu indiikleyerek

metillenmemis DNA'ya kiyasla mtDNA'ya baglanma afinitesini arttirir.

mtDNA niikleoidlerinin protein dizilimi, ayni nDNA niikleozomlarindaki
histonlar gibi, epigenetik ve translasyon sonrasi1 modifiye edilebilmektedir. mtDNA’y1
epigenetik olarak diizenleyen 50 farkli protein vardir. Bu proteinlerden olan TFAM,
nDNA’daki histon proteinlere benzeyen tek proteindir. Bu nedenle mitokondriyal
niikleoid modifikasyonlari, TFAM modifikasyonlart ile iligkilidir. TFAM,
asetillenme, fosforillenme gibi degisikliklerle modifiye olmaktadir. TFAM, HMGB1
icinde lizinle asetillenerek, farkl kinetik yollar araciliiyla spesifik olmayan DNA ile
etkilesime girmesinin azaldigi gosterilmistir (161). Yine aynmi ¢alismada, TFAM'im
HMGB1’deki serin ile fosforilasyonunun, TFAM"1n hedef gen promotor bolgelerine
baglanmasin1 bloke ederek mtDNA transkripsiyonunun diizenledigi ortaya

konulmustur.

TFAM
&

TFAM dimerization
: and DNA looping
e

DNA bending

Sekil 2.9. mtDNA'ya baglandiktan sonra, her TFAM molekiilii bir U doniisii
uygulayarak, mtDNA’y1 sikigtirir (155).
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Sekil 2.10. LSP ve HSP1 iizerindeki TFAM fonksiyonunun karsilastirilmasi (155).

2.3.1. Kanserde TFAM’1n Roli

Kanser hiicreleri hayati fonksiyonlarmi siirdirmek i¢in  hiicresel
metabolizmalarin1 yeniden diizenlerler. Bu nedenle atipik metabolik 6zellik
gosterirler. Normal hiicreler oksijen varliginda, glikozu piriivata glikolizis yoluyla
parcalar ve daha sonra olusan piriivatin bliylik ¢ogunlugunu oksidatif fosforilasyon
yoluyla mitokondride tamamen okside edip CO.’e donistiirler. Anaerobik kosullarda
ise, normal hiicreler glikolitik piriivatt mitokondrial oksidasyona ydnlendirmeyip,
onun yerine biiyiik 6l¢iide laktata indirgerler (162). Normal hiicrelerin aksine, hizli
cogalan timor hiicreler, 1 molekiil glikozdan elde edilen ATP miktarinin ¢ok az
olmasina ragmen glikozu aerobik ortamda laktata doniistiriirler. Bu olay Warburg
etkisi olarak kabul edilir (163). Mitokondriyal disfonksiyon, Warburg etkisinin olasi
bir nedeni olarak goriilerek bircok arastirmaya konu olmustur. Mitokondriyal
disfonksiyonun altinda yatan molekiiler mekanizmalar c¢esitli tiimor tiplerinde

incelenmistir.

mtDNA'nin transkripsiyonunda, baslatma ( POLRMT, TFAM, TFB2B ) ve
uzamada (TEFM, MTERF1) yer alan birkag gen vardir, ancak bugiine kadar sadece
TFAM'deki mutasyonlarin insan hastaliklarina neden oldugu gosterilmistir. Niikleus
DNA’s1 tarafindan kodlanan TFAM, elektron tasima zincirinin kritik bilesenlerini
kodlayan mtDNA'nin transkripsiyonunda ve replikasyonunda 6nemli bir rol oynar. Bu
yizden TFAM, oksidatif fosforilasyon yoluyla enerji iiretimi i¢in hayati bir dnem
tagimaktadir. TFAM, mitokondriyal transkripsiyon baglatma mekanizmasinin temel

bir bileseni olarak ve mtDNA'y1 mitokondriyal niikleoidlere paketleyen anahtar faktor
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olarak ikili rolii nedeniyle memelilerde mitokondri fonksiyonunun o6nemli bir

diizenleyicisidir (164).

HIF-1a, hiicrede hipoksik benzeri (Warburg etkisi) bir durumu destekler. HIF-
la proteini, c-Myc ile etkilesime girerek, TFAM’in c-Myc tarafindan diizenlenen
transkripsiyonunu azaltir (165). TFAM ekspresyon seviyesi, mtDNA kopya sayisini
dogrudan kontrol etmektedir (166). TFAM-mtDNA orani, hem mtDNA biyogenezi
hem de homeostaz i¢in kritiktir. TFAM-mtDNA oranindaki kii¢iik degisiklikler bile
mitokondriyal gen transkripsiyonunu ve mtDNA replikasyonunu etkileyebilmektedir
(167). Bu nedenle kanser arastirmalarinda TFAM ile ilgili bir¢ok ¢aligma mevcuttur.
Diisik TFAM/mtDNA orani, mtDNA'nin kararsizligina yol agarken yiiksek
TFAM/mtDNA orani ise mtDNA replikasyonunu ve transkripsiyonunu bloke eder
(168). mtDNA kopya sayisinin artmasi, mitokondriyal transkripsiyonun inhibisyonuna
ve solunum zinciri disfonksiyonuna neden olmaktadir (169). Mitokondriyal
disfonksiyonu bulunan tiimor hiicreleri metabolik degisiklikler gostererek hayatta
kalmaya devam ederler. Bu 0zelligi gosteren kanser hiicreleri, biyoenerji
gereksinimlerini saglamak ic¢in genellikle glutamin metabolizmasindan iiretilen a-
ketoglutarat’ kullanirlar (170). Glikoliz reaksiyonlarindan yoksun melanom hiicre
hatlarinda yapilan bir c¢alismada, TFAM'm, kanser hiicrelerinin metabolik
gereksinimlerini korumak i¢in enerji metabolizmasini amino asit yollarina 6zellikle de

glutamine dogru diizenleyebilecegi gosterilmistir (10).

TFAM ekspresyonunun artmasi, kolorektal kanserinin kotii prognozuyla
iliskili, glioma malignitesinin derecesi ile pozitif korelasyon gostermektedir (171,
172). Kigiik hiicre dis1 akciger kanserinde TFAM ekspresyonu inhibisyonunun,
hiicresel biyoenerjiyi azaltip, ROS aracili JINK/p38, MAPK ve p53/p-p53(serl5)/p21
sinyal yolunu aktive ederek tiimdr olusumunu inhibe ettigi gosterilmistir (7). Benzer
sekilde bas boyun kanseri hiicrelerinde TFAM ekspresyonu inhibisyonunun,
indiiklenmis ERK1/2 ve Akt aktivitesinin baskilanmasini saglayarak hiicre canliligini
etkili bir sekilde inhibe ettigi gosterilmistir (8). Son yillarda yapilan bir ¢aligmada,
serdz ve miisindz over kanseri dokularinda artan peroksizom proliferatorii ile aktive
olan reseptor-gama koaktivatorii la (PGCla) ve TFAM’ 1, over kanserinde koti

prognoza neden olduklar1 bildirilmistir (9). Benzer sekilde over kanserinde, TFAM
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ekspresyonunun, tiimor bitisigindeki normal dokulara kiyasla timor dokularinda artis
gostermesi over kanserinde TFAM’1n bir biyobelirte¢ olarak degerlendirilebilecegini
diistindiirmistiir (173). Genomun koruyucusu olarak bilinen, apoptozu indiikleme ve
onkogenezi 6nlemede Kritik bir role sahip olan p53'in, mtDNA igerigini diizenlemek
icin TFAM ile etkilesime girdigi gosterilmistir (174). Buna ek olarak p53, TFAM
promotorii ile etkilesime girerek TFAM ekspresyonunu desteklemektedir (175). p53,
hiicre Oliimiinii diizenlemek i¢in TFAM ile baglanir (176, 177). Kiigiik hiicreli
olmayan akciger kanseri hiicrelerinde yapilan diger bir ¢alismada ise TFAM gen
ekspresyonunun azaltilmasi, mtDNA kopya sayisini azaltmakta, ROS kaynakli kaspaz
bagimli apoptozu indiikleyerek kanser hiicrelerinin sisplatine duyarliligini

arttirmaktadir (178).

TFAM ekspresyonunda meydana gelen degisimlerin kanserle iliskili oldugunu
gosteren dogrudan bir kanit yoktur. Ancak TFAM'm post-translasyonel
modifikasyonlar1 kendisinin stabilitesini ya da fonksiyonunu oOnemli o&lgiide
etkilediginden, modifikasyonlar1 da tiimér progresyonu ile siki bir sekilde

iliskilendirilmektedir (179).

Mitokondriyal disfonksiyon ve gen mutasyonlari, hiicresel metabolizma
homeostazindan timdr proliferasyonunu  destekleyen bir duruma gegisle
iliskilendirilmektedir (180). Mitokondriyal islev bozukluklari, pankreas kanseri
hiicrelerinin hizli biiylimesini destekleyen reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) asir
tiretimine yol agmaktadir (181). Elektron tagima elemanlariin kaybi, enerji ile ilgili
islev bozukluklar1 ve mitokondriyal anormalliklere bagli bozulmus protein sentezi de
pankreas karsinogenezi ile yakindan iliskilendirilmektedir (182). Hipoksik olarak
stresli mikrogevre, mitokondriyal metabolik yeniden programlamay: indiikleyen ve
bdylece kanser sagkalimini destekleyen hizla biiyliyen tiimdrlerin bir 6zelligidir (183).
Pankreas kanseri hiicrelerinde hipoksi kaynakli mitokondriyal biyogenez icin
mitokondriyal fonksiyonun kilit diizenleyicisi olarak bilinen HMGBI1 gerekmektedir.
Hipoksik kosullar altinda, pankreas kanseri hiicrelerinde HMGBI1 ekspresyonunun
negatif yonde diizenlenmesi ile NFRI/TFAM mRNA ve protein seviyelerinin,
mitokondri sayisinin, mtDNA kopya sayisinin ve ATP miktarinin azaldigi hiicre

proliferasyonunun inhibe oldugu gosterilmistir (184).
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Ferroptoz, hidroperoksitlenmis fosfolipidlerin birikmesi ile karakterize edilen,
demire bagimli bir hiicre olimiidiir (185). Morfolojik olarak ferroptoz, mitokondri
boyutunda azalma, ¢ift katmanli membran yogunlugunda artis ve mitokondriyal krista
azalmas1 veya kaybolmasi gibi fizyolojik olaylar meydana gelen hiicrelerde
goriilmektedir (186). Ferroptotik hiicre 6liimiinii bloke eden NUPR1 geni, PDAC'n
gelisimini ve ilerlemesini indiiklemektedir (187). NUPRL1 inhibisyonu yapan ZZ\W-
115, pankreas kanseri hiicrelerinde hidroperoksitli lipidlerin birikimini arttirarak
ferroptotik hiicre Oliimiini indiiklemektedir. Mitokondriyal biyogenezin Kkilit
diizenleyicisi olan TFAM, NUPRI inhibitorii olan ZZW-115’1 inhibe ederek pankreas
kanserinde, ferroptotik hiicre 6liimiiniin bir antagonisti olarak rol oynamaktadir (188).
Benzer sekilde, PDAC’da TFAM ekspresyonunun artmasi, apoptoz inhibisyonuna

neden olarak, hastalarin klinik seyrini kotii yonde etkilemektedir (189).
2.3.2. TFAM Ekspresyonunun miR-200a-3p Tarafindan Hedeflenmesi

Pri-miRNA’lar ve pre-miRNA’lar, Drosha ve Dicer ile islenerek miRNA’lar1
olustururlar. mMiIRNA, pre-miRNA'nin 5p veya 3p ipliklerinden, bu ipliklerin hidrojen
bag: etkinligine gore iiretilir. Tipik miRNA olusumuna dayali olarak, bir iplik bol
miktarda aktif olgun miRNA {retebilirken, diger iplik nadir ve inaktif miRNA
iiretebilir. Inaktif {iretilen miRNA’lar, miRNA*: asteriks ile isaretlenen miRNA, ayni
zamanda yolcu zincir olarak da adlandirilir. Bununla birlikte, artan kanitlar, her iki
ipliginde belirli gelisim asamalar1 altinda olgun miRNA'lar iiretebilecegini
gostermektedir (190, 191). Buna bagl olarak pre-miRNA’dan fiiretilen iki iirliniin
(miR-#-5p ve miR-#-3p) ekspresyon seviyeleri farklilik gosterse de iki olgun miRNA
olarak {iiretilmektedir. Bu ¢alismada miR-200 ailesi tiyelerinden olan miR-200a-3p ile
miRDB veritabaninda miR-200a-3p hedefi olarak gosterilen TFAM geni (hedef skoru
78) ekspresyonu incelenmistir (192). Literatiirden bilindigi gibi benzer cekirdek
dizisine sahip olan miRNA’lar aym1 genleri hedefleyerek ekspresyonlarinin
diizenlenmesinde gorev alabilirler. miR-200a’nin miRDB veritabanindan bilinen, iki
farkli ipliginden biri olan miR-200a-3p UAACACUGUCUGGUAACGAUGU
cekirdek dizisine sahipken, miR-200a-5p CAUCUUACCGGACAGUGCUGGA
cekirdek dizisine sahiptir. miR-200a-3p ve miR-200a-5p farkli ¢ekirdek dizilerine
sahip olduklar1 i¢in ayn1 genleri hedefleyemezler. miR-200a-3p, TFAM’1n 1345, 1860,
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2312, 3208. ¢ekirdek dizilerini hedefleyerek TFAM’1n, gen ekspresyonunu diizenler
(Sekil 2.11).

MicroRNA and Target Gene Description:

miRNA Name hsa-miR-200a-3p miRNA Sequence UAACACUGUCUGGUAACGAUGU
Previous Name hsa-miR-200a
Target Score 78 Seed Location 1345, 1860, 2312, 3208
NCBI Gene ID 7019 GgnBank NM 001270782
Accession
Gene Symbol TFAM 3' UTR Length 4173

Gene Description transcription factor A, mitochondrial

Sekil 2.11. miR-200a-3p hedef geni olan TFAM 1 miRDB veritabaninda gosterilmesi
(192).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Cahsmada Kullanilan Malzemeler

Dulbecco’s modified eagle medium high glucose (DMEM), L-glutamin,
sodyum priivat, fetal sigir serumu (fetal bovine serum, FBS), 10x Tripsin~-EDTA
(Biological Industries, Israil; Lonza, Isvicre; Biowest, Fransa). Fosfat tamponlu salin
(phosphate buffered saline, PBS) (Advansta, ABD), etanol, kloroform, hiicre yikama
soliisyonu, miRNeasy Mini Kit (QIAGENE, Almanya), QIAzol Lysis Reagent
(QIAGENE, Almanya), hsa-mimik miR-200a-3p (QIAGEN, United States), hsa-
miRNA inhibitér miR-200a-3p (QIAGEN, United States), HiPerFect Transfection
Reagent (QIAGEN, Almanya), CFSE Cell Division Tracker Kit (BioLegend, San
Diego), FITC Annexin V Apoptosis Detection Kit with PI, miScript Il RT Kit
(QIAGEN, Almanya), SYBR Green PCR Kit (QIAGEN, Almanya), polimeraz zincir
reaksiyonlarinda kullanilan primerler; miRCURY LNA miRNA PCR Assay hsa-miR-
200a-3p (QIAGEN, United States), QuantiTect Primer Assay Hs TFAM_ 1 SG
(QIAGEN, USA), miScript Primer Assay Hs SNORD61 11 (QIAGEN, USA),
GAPDH.

3.2. Calismada Kullanilan Cozeltiler
Fosfat Tamponlu Salin (PBS) Cozeltisinin Hazirlanmasi

Ticari olarak temin edilen PBS tabletleri belirtilen protokole gore hazirlandi.
Buna gore, 1 adet PBS tableti, 500 ml distile su ile ¢6ziildii. Ardindan 121 °C’de 20
dakika otoklavlandi. Steril edilen PBS ¢ozeltisi, kontaminasyonu 6nlemek amaciyla

alikotlanarak +4°C’de muhafaza edildi.
Fetal Si3ir Serumunun (FBS) inaktivasyonu:

Ticari olarak temin edilen FBS c¢oziildiikten sonra 55°C’ de 30 dakika
bekletilerek inaktive edildi. Kontaminasyonu onlemek amactyla 50 ml’lik steril

tiiplere alikotland1 ve -20°C’de muhafaza edildi.
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Hiicre Kiiltiirii Besiyerinin Hazirlanmasi

Panc-1 ve Miapaca-2 hiicre hatlarmin kiltiirtinde high glucose DMEM
(Dulbecco's Modified Eagle Medium, marka) kullanildi. Bazal besiyeri icerisine son
konsantrasyonlart %10 Fetal Sigir Serum (FBS), %1 penisilin-streptomisin (pen-
strep), %1 L-Glutamin, %1 Sodyum Piruvat icerecek sekilde hazirlandi. Hazirlanan
medyum +4°C’de muhafaza edildi.

3.3. Hiicre Hatlarimin Coziilmesi

Bu c¢alismada, pankreas kanseri hiicre hatlar1 olan Panc-1 ve Miapaca-2

hiicreleri kullanildi.

Calismalara dondurulmus hiicrelerin ¢oziilmesi ile baslandi. Kabinin igi steril
edildikten sonra 6nceden hazirlanmig olan high glucose DMEM 37°C’ye getirilip %70

etanol ile temizlenerek kabin i¢ine alindi.

1. Azot tankindan ¢ikarilan hiicreler 37°C su banyosunun ig¢inde 1-2 dakika
bekletilerek ¢oziildii.

2. Vial hizli bir sekilde %70 etanol ile silinerek kabin igine alindi.

3. Vial i¢inde eriyik halde bulunan hiicreler hizli sekilde Sml besiyeri igerisine
bosaltildi. Siispanse halde bulunan hiicreler, 1800 rpm’de 6 dakika santrifiij
edildi. Santrifiij sonras1 olusan silipernatant serolojik pipetle ¢ekilerek atildi,
hiicre peletine Sml taze besiyeri eklenerek pipetaj yapildi.

4. Medyum ve hiicre siispansiyonu serolojik pipetle ¢ekilerek 25cm?’lik kiiltiir

kabina ekildi ve %5 CO2 ve 37°C kiiltiir kosullarinda inkiibe edildi.
3.4. Hiicre Pasaji

1. 25cm?’lik kiiltiir kabina ekilen hiicreler mikroskop altinda gozlemlendi. %80-
90 doluluga ulasan hiicreler pasajlandi. Panc-1 ve Miapaca-2 hiicreleri aderan
hiicreler olduklar igin kiiltiir kabiin ylizeyine yapigmaktadir. Pasajlamadan
once calisilacak kabin steril edildi. Kiiltiir kab1, kabin i¢ine alindi.

2. Kiiltiir kabin icerisindeki besiyeri serolojik pipetle ¢ekilip atildi. Kabinin

yiizeyinin besiyeri kalintilarindan arinmasi i¢in 2 ml PBS ile yikandi.
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3. Kiiltiir kabinin ylizeyine 2 ml tripsin eklenerek 37°C’de 5 dakika inkiibe edildi.
Tripsinizasyon islemi 4 ml besiyeri ile inaktive edildi.

4. Total hacim serolojik pipetle ¢ekilerek santrifiij tiipiine aktarildi ve 1800
rpm’de 6 dakika santrifiij edildi. Santriflij sonras1 elde edilen siipernatant
serolojik pipetle ¢ekilerek atildi.

5. Tiipte kalan pelete 1 ml besiyeri eklenerek pipetaj yapildi.

6. 1 ml’de bulunan hiicre sayis1 belirlenerek 75 cm?’lik kiiltiir kabina yeniden
ekildi ve hiicrelerin kiiltiiriine %5 CO2 igeren 37°C’lik inkiibatorde devam

edildi.
3.5. Mikoplazma Testi

Calismada kullanilan Panc-1 ve Miapaca-2 hiicre hatlari deneyler 6ncesinde

mikoplazma kontaminasyonu kontrol edilmek iizere Mikoplazma testi yapilda.

1. Hicrelerin kiiltiire edildigi besiyerlerinden 6rnekler alinip, 2000 rpm’de 90
saniyede santrifiij edildi ve sliprenatantlar toplandi.

2. Siipernatantlar 14000 rpm’de 20 dk santrifiij edildi ve silipernatant
uzaklastirildi.

3. Tiipte kalan hiicre peletlerine 50 pl Assay Buffer eklenerek 95 °C’ de 3 dakika
inkiibe edildi.

4. PCR i¢in karisim hazirlandi ve total hacim 50 pul olacak se