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Kanserde MikroRNA’larin Rolu

The Role of Micro-RNAs in Cancer:
Review

OZET MikroRNA lar (miRNAlar) kiiciik, protein kodlamayan RNA molekiilleridir. Bir ya da bir-
den fazla hedef geni baskilayarak gelisim, farklilagma, ¢ogalma, hiicre 6liimii gibi siireglerde rol oy-
narlar. miRNA'lar protein kodlayan genlerin eksonik ve intronik bolgelerinde ve genler arasi
bolgelerde bulunabilirler. miRNA genlerinin %50'sinden fazlasi kanser ile iligkilendirilmis genom
iizerindeki bolgelerde veya kirilgan bélgelerde bulunur; bu durum da miRNA'larin neoplazi pato-
jenezinde 6nemli rolleri olduguna isaret eder. Bir¢ok deneysel caligma miRNA'larin yeni bir onko-
gen veya timor baskilayic: gen sinifi olusturabilecegini gostermistir. Normal ve patolojik dokular
arasinda farkl seviyede ifade edilen miRNA'lar tespit edilerek, insan kanserlerinde etkili olan miR-
NA'lar belirlenebilir. Baz1 miRNA 'lar epigenetik mekanizmalarla kontrol edilirken, bazilar1 da dog-
rudan veya dolayl olarak epigenetik mekanizmada rol oynayan faktorleri hedef alirlar. miRNA'larin
hedeflerinin belirlenmesinde en sik kullanilan programlar PicTar, Target-ScanS ve miRanda'dur.
miRNA'larin islevsel 6nemlerinin tam olarak anlagilabilmesi ve tan1 veya tedavi amagl kullanim-
larinin gergeklesebilmesi igin hedeflerine nasil baglandiklarinin ve gen ifadesini farkh seviyelerde
nasil diizenlediklerinin belirlenmesi gerekmektedir.

Anahtar Kelimeler: Tiimérler, antineoplastik protokoller, genetik siiregler, epigenezis, mikroRNA’lar

ABSTRACT Micro RNAs (miRNA) are small, non-protein-coding RNA molecules. They have roles
in growth, differentiation, proliferation and cell death by suppressing one or more target genes.
miRNAs may be located in the introns and exons of protein-coding genes or in intergenic regions.
More than 50% of miRNAs are found in cancer-associated regions of the genome or in fragile sites;
this suggests that miRNAs have important roles in the pathogenesis of neoplasias. Many experi-
mental studies have shown that miRNAs may constitute a new class of oncogenes or tumor suppres-
sor genes. miRNAs that may have roles in human cancers can be determined by detecting miRNAs
that have different levels of expression in normal and pathologic tissues. Some miRNAs may under-
go epigenetic regulation while others may target factors which directly or indirectly have a role in
epigenetic mechanisms.The softwares used for the identification of miRNA targets are PicTar, Tar-
get-ScanS and miRanda. How the miRNAs bind to their targets and regulate gene expression at dif-
ferent stages should be determined to understand the functional importance of miRNAs and to
establish their utility in diagnosis and treatment of diseases.
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ikroRNA’lar (miRNA’lar) kiiciik, protein kodlamayan RNA mo-
lekiilleridir. Hedef genleri baskilayarak gelisim, farklilagma, ¢o-
galma, hiicre 6liimii gibi siireglerde rol oynarlar. Ilk olarak bazi
miRNA’larin bu siiregleri tek bir hedef geni baskilayarak diizenledikleri be-
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lirlenmis olsa da zamanla bircok miRNA’nin tek
basina birden fazla hedef geni baskilayabildigi an-
lagilmigtar. !

miRNA ailesinin ilk kegsfedilen tiyeleri, C.ele-
gans'in gelisimi sirasinda gozlenen ve spesifik ifade
modelleri sebebiyle kiiciik gecici RNA’lar olarak ta-
rif edilen lin-4 ve let-7’dir. miRNA’larin temel is-
levleri D. melanogaster ve insanda let-7 kesfedilene
kadar belirlenememigtir.>® let-7 miRNA’sinin za-
mana bagl ifade modeli insanlarda evrimsel olarak
korunmustur. Bu durum miRNA’larin 6nceden be-
lirlenmis uzay-zamansal modeller ile ifade edilebi-
lecegine isaret eder.” Diger bir deyisle, cesitli
miRNA’larin farkh dokularda ve belli zaman aralik-
larindaki gen ifadeleri karsilagtirilarak miRNA gen-
lerinin ifade modelleri belirlenebilir. Ornegin fare
ve insanda yapilan miRNA profilleme caligmalari,
her iki canlida da %50’ye yakin miRNAnin doku-
spesifik gen ifadesini gostermistir.®’ Bu gozlemleri
dogrular sekilde, doku-spesifik miRNA gen ifadesi
arttirldig taktirde (6rnegin néronlarda mir-124 ve
farklilagmis hiicrelerde let-7) 6nciil hiicrelere 6z-
giin mRNA’larin baskilandig: ve hiicrenin farklilag-
ma kararhiliginin arttif1 gézlemlenmistir.'*!!

miRNA’larin biiyiik ¢ogunlugu (%61) protein
kodlayan genlerin intronik bélgelerinde bulun-
maktadir, ancak genler arasi bolgelerde veya ek-
sonlarda da bulunabilirler. miRNA genlerinin
%50’sinden fazlas: kanser ile iligkilendirilmis gen
bolgelerinde veya kirilgan bolgelerde bulunur. Bu
durum miRNA’larin neoplazi patojenezinde 6nem-
li rolleri olduguna isaret eder.'

miRNA’larin iglevsel 6nemlerinin tam olarak
anlagilabilmesi ve tani veya tedavi amaclh kulla-
nimlarinin gerceklesebilmesi i¢in hedeflerine nasil
baglandiklarinin ve gen ifadelerini farkl seviyeler-
de nasil diizenlediklerinin belirlenmesi gerekmek-
tedir.

I MikroRNA BIYOGENEZI

Insanlarda miRNA’lar pri-miRNA adi verilen 1
kb’dan daha biiyiik diziler halinde transkribe olur-
lar ve 5’ cap ve 3’ poliA kuyruklar1 vardir.'*! pri-
miRNA transkriptleri iki adimli bir siirecten

gecerek olgun ve iglevsel miRNA héline gelirler
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(Sekil 1). Tk adim niikleusta meydana gelir ve bir
RNAz III olan Drosha ve cift zincirli RNA baglama
proteini olan DiGeorge sendromu kritik bolge geni
8 (DGCR8-DiGeorge syndrome critical region gene
8) tarafindan gerceklestirilir.'>!® Drosha pri-miR-
NA’nin her iki ipligini de keserek pre-miRNA ad1
verilen yaklagik 70 niikleotid uzunlugunda sap-il-
mik formunda 6nciil molekiilii olusturur.!*!® Bu
pre-miRNA’lar niikleer transport reseptorii ekspor-
tin ve niikleer protein Ran-GTP araciligiyla niikle-
ustan sitoplazmaya taginir.'”?° Son adimda bir RNaz
IIT enzimi olan Dicer ve bir ¢ift zincir RNA bagla-
ma proteini olan HIV-1 transaktive edici cevap
olusturan RNA baglanma proteini (TRBP-transac-
tivating response RNA binding protein) tarafindan
pre-miRNA’nin sap-ilmik formunun bittigi bolge-
lerden kesilir.?!?2 Sonugta yaklagik 22 niikleotid bo-
yunda cift iplikli yapida bir molekiil olusur. Bu
molekiiliin bir ipligi miRNA, diger ipligi ise pre-
miRNA’nin diger eslenik kolundan tiireyen dizidir.
Cift iplikli RNA molekiilii daha sonra RNA-indiik-
li susturma kompleksi (RISC-RNA induced silen-
cing complex) adi verilen protein kompleksine
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$EKiL 1: miRNA biyogenezi. miRNA’lari kodlayan genlerin transkripsiyonu
RNA polimeraz Il (RNA Pol 1) tarafindan nikleusta gergeklestirilir. Olusan
transkripte pri-mRNA adi verilir. Pri-mRNA’'nin Drosha ve DGCR8 tarafindan
kesilmesi ile dncil molekul pre-miRNA olusur. Pre-miRNA, eksportin-5 ve
Ran-GTP araciligi ile nikleustan sitoplazmaya tasinir. Sitoplazmada pre-miR-
NA, TRBP ve Dicer tarafindan kesilir ve sonugta bir zinciri miRNA, diger zin-
ciri ise miRNA’ya eslenik diziyi barindiran gift zincirli molekl olusur. Bu cift
zincirli molekdl RISC'e yiiklenir ve ¢ift zincirli molekiliin acilmasiyla miRNA'-
ya eslenik olan dizi kompleksten ayrilarak degrade olur. Gift zincirin agilma-
siyla aktif hale gelen RISC, miRNA ve hedef arasindaki esleniklik seviyesine
bagli olarak ya dogrudan hedef DNA dizisinin yikimini gerceklestirir ya da he-
def mRNA'nin translasyonunu baskilar.
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yiiklenir.” RISC, ¢ift ipligin agilmasiyla aktive olur.
miRNA molekiilii, kompleksi hedef mRNA’lara
yonlendirirken, agilmis ¢ift iplikli yapinin diger ip-
ligi degrade olur.”*** miRNA’lar hedef mRNA’lar1
ile farkl canl tiirlerine ait ayni miRNA ailesinde
yiiksek oranda korunmus ve tohum adi verilen 6-8
niikleotidlik bir bolge aracilif ile etkilegirler.”” He-
defile miRNAnmin tohum dizisi (miRNAnin 5’ ucu-
nun 2.-8. niikleotitleri) arasinda egleniklik olmasi
hedefin belirlenmesi agisindan ¢ok onemlidir.?
miRNA’lar hedef mRNA’ya kismi veya tam egle-
niklik gostererek baglanabilirler. Hedef mRNA’nin
translasyona ugramayan 3’ bolgesi (3’'UTR (-3’un-
translated region) bolgesi ile miRNA tohum dizisi
arasindaki eglenikligin seviyesi miRNA’nin hedefi-
ni hangi seviyede ve nasil baskilayacagini belirler.”
miRNA’larin hedef mRNA iizerinde baglanma bol-
geleri genellikle 3’'UTR’dedir, ama 5’'UTR’yi veya
acik okuma cercgevesini (ORF-open reading frame)
hedef aldiklar1 durumlarda da gen ifadesi baskila-
nir.® Eger egleniklik ¢ok yiiksek seviyede ise RISC
hedef mRNA’lar1 degrade eder. Ayrica bu durumda
hedef mRNA'nin bozulumu da gerceklesebilir.
RISC’e yiiklenmig miRNAlar aracilig1 ile mRNA’la-
rin poliA kuyruklarinin ve 5’-cap yapilarinin yok
edilip mRNA bozulumunun tetiklendigi belirlen-
migtir.” PoliA kuyruklarinin ve 5’ cap yapilarinin
yok olmasi sonucunda kararliliklar: azalan mRNA’-
lar hiicresel enzimler tarafindan parcalanir. Eger ge-
nellikle memelilerde goriildiigii gibi esleniklik daha
az ise, hedef mRNA’dan protein olusumu baskila-
nir.3>3? Bu olayin mekanizmas: tam olarak belirle-
nememis olsa da hedef genin mRNA seviyesi
artarken, protein seviyesinin degismedigi, dolay1-
styla da baskilamanin translasyonel seviyede ger-
ceklesgtigi gosterilmigtir.®*3*  Bircok caligmada
translasyonel seviyede diizenlemenin, translasyo-
nun baslangicinda gergeklestigi belirlenmigtir.3132%
miRNA-RISC kompleksinin ¢esitli transkripsiyon
faktorleri ile etkileserek protein translasyonunun
baslangi¢ ve uzama agamalarini engelliyor olmas:
muhtemel gozitkmektedir.3

TUMOR BASKILAYICI VE
ONKOGEN OLARAK miRNA'LAR

Bircok deneysel ¢caligma mikroRNA’larin yeni bir
onkogen veya tiimor baskilayic1 gen sinifi olustura-
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bilecegini gostermistir.’” Timorlerde gen ifadeleri
artan miRNA’lar onkogenler olarak siniflandirila-
bilir. Bu onkogen miRNA’lar onkomirler olarak bi-
linir ve timor baskilayict1 genleri, hiicre
farklilagmasini ve apoptozu kontrol eden genleri en-
gelleyerek tiimor olusumunu tetiklerler. Diger yan-
dan, bazi1 miRNA’larin ifadesi kanserli hiicrelerde
azalmigtir. Bu miRNA’larin genel olarak tiimdr bas-
kilayici islevi gosterdigi diistiniilebilir. Timor bas-
kilayic1 miRNA’lar tiimor olusumunu onkogenleri
engelleyerek ve farklilasmay: saglayan genlerin ak-
tivitesini artirarak engellerler. Ilk kesfedilen miR-
NA olan let-7, ayn1 zamanda tiimdr baskilayici
islevi gosterdigi belirlenen ilk miRNA’lardandir.
let-7’ nin kanserlerde genellikle delesyona ugrayan
bir kromozomal bolgede bulunmasi ve gen ifadesi-
nin azalmasinin onkojenik farklilagma kaybina yol
actiginin belirlenmesi let-7’ nin timor baskilayici
etki gosteren bir miRNA olarak kabul edilmesine
sebep olmugtur. Tiimor baskilayici olarak islev gos-
teren diger miRNA’lardan miR-15a/16-1 grubu-
nun,® kronik lenfotik l6semide anti-apoptotik gen

bcl-2'yi hedef aldig: belirlenmigtir.%

Let-7 gibi bazi miRNA’lar genel olarak timor
baskilayici islevi gésterirken, bazilari da tiimor do-
kularinda normal dokulara gore daha fazla ifade
edilir ve tiimor baskilayici genleri hedef alarak on-
kojenik iglev gosterirler. Onkogen olarak islev gos-
miRNA’lardan
mekanizmasi digerlerine nazaran iyi belirlenmis
olan miR-17-92 grubuna dahil olan miRNAlar, c-
myc onkogeni aracilig1 ile transaktive olurlar ve ke-

terdigi  belirlenmis islev

mirgen modelleriyle gerceklestirilen ¢aligmalarda
lenfojenezi hizlandirdiklar1 belirlenmigtir.**#! miR-
155 grubuna dahil olan miRNA’larin ise enflamas-
yonun diizenlenmesi ve immiin cevap olusumunda
onemli rolleri vardir ve transgenik kemirgen mo-
dellerinde 16semiyi tetikledikleri belirlenmistir.*
# miR-21’in ise gesitli neoplazmlarda pTEN1% ve
PDCD4 gibi 6nemli tiimor baskilayici genleri he-
def aldig belirlenmigtir. 48

I miRNom VE KANSER

miRNA’lar ve kanser arasindaki ilk baglanti bazi
miRNA’larin hiicre bliytimesini ve apoptozu dii-
zenlediginin belirlenmesi* ve bu miRNAlarin ba-
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zilarinin kanserle iligkilendirilmis gen bolgelerinde
bulundugunun anlagilmas: ile ortaya ¢ikmistir.
miRNA’larin karsinogenezde etkili olabilecekleri-
nin anlagilmasindan sonra, bir¢cok caligmada farkl
kanser tiirlerinde spesifik bir hiicre tipinde ifade
edilen miRNA’larin (miRNom) ifade seviyelerin-
deki degisimler incelenmistir. {1k olarak miRNom-
‘un normal ve patolojik dokular arasinda farklilik
gosterdigi belirlenmigtir.>® Bu farkliliklarin ince-
lenmesi ile gen ifadeleri tizerindeki kontroliin kalk-
t1g1 miRNA’lar tespit edilerek, insan kanserlerinde
etkili olan miRNA’lar ve patolojik rolleri belirle-

nebilir.>15?

Takamizawa ve ark. akciger kanseri iizerine
yapilan in vitro ve in vivo ¢aligmalarinda, azalmig
let-7 ifadesi gozlemlemislerdir. Azalmis let-7 sevi-
yesi ameliyat sonrasi kisalmig sag kalim siiresi ile
iligkilendirilirken, hastaligin evresi ile baglantili
bulunmamigtir.®

Meme kanseri ile iligkili olarak ise lorio ve ark.
miRNA ifade modellerinin normal ve neoplastik
meme dokusu arasinda biiytik farklihk gosterdigi-
ni, 0zellikle miR-125b, miR145, miR-21 ve miR-
155 mikroRNA’larinin ifadelerinin meme kanseri
dokusunda oldukc¢a azalmis oldugunu goézlemle-
miglerdir.> Ayrica normal ve kanserli meme doku-
ifade
farkliliklarinin tiimdr seviyesi, cogalma indeksi, os-

su arasinda gorilen miRNA diizeyi
trojen ve projesteron reseptori ifadesi ve vaskiiler
invazyon ile iligkili oldugu gosterilmistir.

Michael ve ark. kolonik adenokarsinoma ve
normal mukozada miRNA ifade profillerini karsi-
lagtirarak gen ifadesi seviyelerinde farklilik olan
28 miRNA belirlemis ve miR-143 ve miR-145 ifa-
delerinin kolorektal neoplazinin adenomatoz ve
kanser agamalarinda azalmig oldugunu belirlemis-
lerdir.®

miRNA’larin ifade profillerinin belirlenmesi
yalnizca karsinogenezde rol oynayan miRNA’larin
belirlenmesi agisindan degil, kanserlerin siniflan-
dirilmasi agisindan da faydalidir. Farkli dokulardan
kokenlenen bir ¢ok tiimor, yalnizca miRNA ifade
profillerine gore siniflandirilabilir. Bu konuda ya-
pilan ilk pilot ¢calismada 129 miRNA’nin insan kan-
serlerini siniflandirabilecegi gosterilmistir.>* Bu
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miRNA’larin kanser dokularinda, normal dokulara
nazaran Ozellikle az miktarda oldugu belirlenmis-
tir. Bu durum karsinogenezde miRNA ifadesinin
baskilandigina isaret eder. Ayrica miRNA profille-
ri timorlerin gelisimsel kokenlerini ve farklilagma
derecelerini gostermesi acisindan da bilgilendirici-
dir. Bu sebeple genis anlamda miRNA’larin hiicre-
leri daha farklilagmig bir agamaya gotiirdiikleri ve
bu miRNA’larin tiimorlerde goriilen ifade profille-
rinin normal dokularla kargilagtirilmasinin bu hiic-
relerde

farklilagmanin derecesini gosterdigi

dtsiinilebilir.

miRNA profillerinin belirlenmesinin mRNA
profillerine gore avantaji, miRNAlarin mRNA pro-
fillerinin ayirt edemedigi az farklilagmis kanser tip-
lerini simiflandirabilmesidir. Rosenfeld ve ark.
tarafindan yapilan bir caligmada miRNA ifade pro-
filleri ile kanserin kokenlendigi dokunun dogru
olarak tanimlanabildigi belirlenmistir.>> Dolayisty-
la miRNA profillerinin, kékenlendigi dokusu bilin-
meyen kanserlerin tanimlanmasi agisindan biiyiik
klinik 6nemi vardir. Rosenfeld’ in ¢alismasinda 253
o6rnek miRNA mikroarray analizi ile incelenmis ve
22 kanser tipi 48 miRNA ile %90’dan fazla dogru-
lukla simiflandirilmigtir.>

miRNA IFADESININ DUZENLENMESI:

c-myc ve p53
Kanserlerde anormal miRNA ifadesinin altinda ya-
tan mekanizmalar1 anlayabilmek amaciyla miR-
NA’larin diizenlenme mekanizmalarini inceleyen
caligmalarin sayisi artmaktadir. Yiiz yetmis bes in-
san miRNA promotorunun niikleozom pozisyonla-
mas1 ve mikroarrayde kromatin immiinopresi-
pitasyon (CHIP on Chip-chromatin immunopreci-
pitation on microarray) ile incelendigi bir ¢aligma-
da, miRNA promotorlarinin yapisal agidan mRNA
promotorlarindan farklilik gostermedigi belirlen-
mistir.>>>” miRNA’larin promotor yapilarini ve ifa-
delerinin diizenlenmelerini belirlemek amaciyla
yapilan ¢aligmalarin sonucu olarak, miRNA’larin
protein kodlayan genlerle ayni sekilde diizenlen-
dikleri gosterilmistir.

miRNA transkripsiyonunun kritik diizenleyi-
cilerinden biri c-Myc genidir. Bir proto-onkogen
olan c-Myc, heliks-ilmik-heliks 16sin fermuar for-
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munda bir transkripsiyon faktériidiir.>® Insan gen-
lerinin %10-15’ini diizenleyerek hiicre biiytimesi-
ni ve apoptozu kontrol eder.>® c-Myc geni ifadesi
iizerindeki kontroliin kalkmasi protein kodlayan
genlerin hem aktivasyonu hem de baskilanmast ile
iligkilidir ve bir¢cok kanser tiiriinde goriilen bir du-
rumdur.®’ c-Myc geni ayn1 zamanda miRNA genle-
rinin transkripsiyonunu da diizenler.®'%? c-Myc,
miRNA promotorlarinda bulunan E-kutularina
baglanir ve miR-17-92 grubunun transkripsiyonu-
nu tetikler.®! miR-17-92 kiimesinin hiicre dongiisii
diizenleyicisi E2F1’i baskiladig bilinen ve miR-17-
5p ile miR-20’nin de dahil oldugu toplam alt1 iiye-
si vardir. Timorlerde goriilen artmis c-Myc
aktivasyonuyla tutarl olarak, miR-17-92 genellik-
le tiimorlerde yiiksek oranda ifade edilir. c-Myc,
mir17-92 kiimesinden miRNA’larin ifadesini artir-
masinin yani sira timor baskilayic: 6zellik goste-
ren miR-15a-19-34 gibi bircok miRNAnin
ifadesini de azaltir.? Lenfoma hiicrelerinde c-Myc
tarafindan ifadesi baskilanan miRNA’larin digsal
olarak ifadesinin saglanmasinin hiicre biiyiimesi-
nin azalmasina sebep oldugu belirlenmistir. Bu du-
rum c-Myc aracili timoér olusumunda, c-myc’nin
bazi miRNA’lar1 baskilamasinin énemli rol oyna-
digina igaret eder.®* ChiP analizleri bu baskilama-
nin en azindan kismi olarak c-Myc’nin dogrudan
miRNA promotoruna baglanmasiyla gerceklestigi-
ni gostermistir.*?

miRNA ifadesini bir transkripsiyon faktorii
gibi etkilemese de, miRNA miktarini degistirdigi
belirlenen diger bir protein ise p53’tiir. DNA ha-
sarinin olustugu sartlarda aralarina miR-143 ve
miR-16’nin da dahil oldugu bir¢ok miRNA’nin
miktar1 artar. p53’ten yoksun HCT116 hiicrele-
rinde DNA hasar1 kosullarinda bu miRNA’larin
miktarlarinin artmadigi ve dolayisiyla p53’iin
DNA hasarina cevap olarak artan miRNA’larin is-
lenmesi i¢in gerekli oldugu gosterilmistir.®* Ko-
immunopresipitasyon ¢aligmalar: p53’in Drosha
ile bir kompleks halinde bulundugunu ve in vitro
ortama p53 eklenmesinin Drosha islevini arttirdi-
g1 gostermistir.®® Bu sonuglar Drosha ile p53 et-
kilesiminin ekstraseliiler uyarima hizli miRNA
cevabi olusturmak icin gerekli olduguna isaret
eder.
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I EPIGENETIK DUZENLEME VE EPI-miRNA'LAR

miRNA genlerinin ¢ogu protein kodlayan genlerle
ayn1i RNA polimeraz aracilig1 ile transkribe oldugu
ve promotor yapilari protein kodlayan genlerin
promotorlarinin yapisindan farksiz oldugu igin,
protein kodlayan genleri diizenleyen epigenetik
kontrol mekanizmalarinin® miRNA’lar1 da diizen-
liyor olmasi olduk¢a muhtemeldir. Bunu destekler
sekilde, bir¢cok kanser tipinde anormal miRNA ifa-
desinden epigenetik mekanizmalarin sorumlu ol-
dugu belirlenmistir. Kanserde oldukga sik goriilen
bir durum olan asir1 metile olmus tiimor baskilayi-
c1 genlere benzer sekilde miR-9-1, -193a, -137,-
342,-203 ve -34b/c gibi bircok miRNA lokusunun
cesitli kanser tiplerinde hipermetile oldugu belir-
lenmistir.®>% Bunun yani sira, miRNA promotor-
larinin gelisim ve patojenez sirasinda histon
modifikasyonlar: tarafindan da diizenlendikleri
gosterilmistir.

Meme kanseri hiicre hatt1 SKBr3’tin histon
de-asetilaz (HDAC) inhibitorii LAQ824 ile mua-
melesi sonucu 32 olgun miRNA ifadesinin énem-
li derecede azaldig: belirlenmistir.®’” Mesane
kanseri hiicreleri hem DNA demetilasyon ajani
olan 5-aza-2’deoksisistidin hem de bir HDAC in-
hibitorii olan 4-fenilbiitirik asit ile muamele edil-
diginde tiim insan miRNA’larinin %5’inin
ifadesinin arttif1 belirlenmistir.®® Bu ¢aligmada
epigenetigi etkileyen kimyasallar yoluyla ifadesi-
nin artt1g1 belirlenen miRNA’lar arasinda bir CpG
adacig: bolgesinde bulunan ve kanserlerde hem
promotor metilasyonu hem de histon modifikas-
yonlari ile susturulan miR-127’de vardir. Bu miR-
NA’nin dahil oldugu gruba ayni zamanda
miR-136, -431, -432, -433’de dahildir. Ancak hiic-
relerin hem demetilasyon ajani hem de HDAC in-
hibitori
yalnizca miR-127’nin ifadesinin arttig1 belirlen-

ile muamele edilmesi durumunda
mistir. Ayrica her iki ilacin da ayr1 ayr kullanil-
mas1 durumunda miR-127 ifadesinde bir degisim
gortilmemistir. Bu durum hem histon modifikas-
yonlarinin hem de DNA metilasyonunun miR-
127  ifadesini
miR-127’nin hedefinin onkogen bcl-6 olmas: ve

etkiledigini gosterir. Ayrica

bu miRNA’nin ifadesinin epigenetik olarak sustu-
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rulmasinin bcl-6 ifadesini tetiklemesi, miR-
127°nin mesane karsinogenezine katkida bulun-
duguna isaret eder.

Kolorektal kanser hiicre hatt1 HCT-116, de no-
vo DNA metil transferazlar olan DNMT1 ve
DNMT3Db genleri ¢ift nakavt (DKO-double knock-
out) hale getirilip, DKO ve yabanil tip hiicrelerin
miRNA ifade profilleri karsilastirildiginda incele-
nen 320 miRNA’dan %6’sin1in ifadesinin DKO hiic-
relerde arttigl belirlenmistir. Bu c¢alisma ile
diizenlenme kontrollerinin kalktig1 belirlenen
miRNA’lardan yalnizca miR-124 kanser hatlarinda
metile, normal hiicrelerde ise metile olmayan bir
CpG adacig1 bolgesinde bulunur. miR-127 dogru-
dan CDK6’ y1 hedef alir ve bu miRNA’nin ifadesi-
nin tekrar saglanmasi CDK6 miktarinin diigmesine
sebep olur. Ayrica CDK6 agag1 efektorii olan prote-
inin fosforilasyonunu da etkiler.®®

Yine DNMT1 ve DNMT3 i¢in ¢ift nakavt hiic-
relerde normalde promotor hipermetilasyonu ile
susturulmus olan let-7-a3’in ifadesinin artt1g1 gos-
terilmistir.”® Akciger adenokarsinomu primer tii-
morlerinde ise let-7a-3 promotorunun normal
doku promotorlarina gére hipometile oldugu ve bu
durumun artmis onkojenik gen transkripsiyonuna
sebep oldugu belirlenirken, epitel ovaryum kanser-
lerinde let-7a-3 promotorunun hipermetile oldugu

belirlenmigtir.”7!

Epigenetik mekanizmalarla kontrol edilen di-
ger bir miRNA, miR-1'dir. Hepatokarsinomlarda
miR-1’in promotor hipermetilasyonu ile susturul-
dugu, fakat DNTM-null HCT-116 hiicrelerinde
miR-1"in hipometile oldugu ve tekrar ifade edildi-
gi gosterilmistir.”? DNTM3B-null hiicrelerde ise hi-
pometilasyon ve tekrar ifade belirlenmemigtir. Bu
sonuclar DNTM1’in bu miRNA’nin diizenlenme-
sinde 6nemli rol oynadigini gosterir.

Bircok calismada miRNA’larin metastaz ile
iligkili genleri etkileyerek metastatik siireci etkile-
diginin gosterilmesi tizerine’” Lujambio ve ark.,
metastatik kanserlerde epigenetik faktorlerin miR-
NA ifadesini etkileyip etkilemedigini belirlemek
lizere li¢ metastatik lenf nodu hiicre hattini 5-aza-
2’-deoksisistidine maruz birakarak mikroarray ana-
lizinin ardindan CpG adasi analizi ve bilsiilfit
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genom dizilemesi gerceklestirerek ti¢c miRNA’nin
(miR-148a, miR-34b/c ve miR9) kanser spesifik hi-
permetilasyon gosterdigini belirlemistir.%

Epigenetik inaktivasyon ile miR-148a ve miR-
34b/c ifadesi tetiklendiginde hiicrelerin motilitesi-
nin azalmasinin yani sira, ksenograft modellerde
hiicrelerin metastatik potansiyellerinin inhibe ol-
dugu ve c-Myc, E2F3, CDK6 ve TGIF2 gibi hedef
onkojenik genlerin ifadelerinin azaldig: belirlen-
mistir. Ayrica bu ti¢ miRNA’nin promotor hiper-
metilasyonunun insan kanserlerinde metastaz ile
ileri derecede iliskili oldugu gosterilmistir.® miR-
34b/c grubunun kolorektal kanserlerde normal ko-
lon mukozasinin kolorektal kanser tiimorleri ile
karsilagtirilmasi sonucu %90 oraninda hipermetile
olduklar: belirlenmigtir.”® miR-9 ve miR-148’in
(miR-152, -124a ve -663 ile beraber) gogiis kanse-
rinde epigenetik olarak susturuldugu ve 5-aza-2’-
deoksisistidin ile muamele edilen goégiis kanseri
hiicre hatlarinda miR-9-1’in tekrar aktive oldugu
belirlenmigtir.”’

Asetilasyon ve metilasyon gibi gegici diizenle-
menin yani sira miRNA’lar ayrica gen bolgelerinin
damgalanmas: ile kalici epigenetik kontrole de
maruz kalirlar. Iki damgalanmis bélge H19 ve
DIk1-Gt2’nin miRNA kiimeleri icerdigi belirlen-
migtir.”8”° Farkli damgalama modellerinin normal
gelisim icin gerekli oldugu bilindiginden, bu miR-
NA’larin gelisim sirasinda heniiz belirlenmememis
bir rolleri olmas1 muhtemeldir.

Bazi miRNA’lar epigenetik mekanizmalarla
kontrol edilirken, bazilari da dogrudan veya dolay-
L1 olarak epigenetik mekanizmada rol oynayan fak-
torleri hedef alirlar. Bu miRNA’lara epi-miRNA ad1
verilmistir. Ayrica bazi epi-miRNA’larin ifadeleri-
nin epigenetik olarak kontrol ediliyor olmasi bir
geri besleme dongiisii olusturarak epigenetik me-
kanizmalar ve miRNA’lar arasindaki diizenlenme
iligkisini daha da karmagiklagtirir.

Epi-miRNA’larin varhigs ile ilgili ilk kanit akci-
ger kanseri hiicrelerinde bir miRNA ailesinin (miR-
29a, -29b ve 29c) DNTM3a ve DNTM3b’yi hedef
aldiginin belirlenmesiyle elde edilmistir.®® miR-
29’larin ifadesinin tetiklenmesinin de novo DNA

metilasyonunu bozarak kanser hiicrelerinde genel
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DNA hipometilasyonuna sebep oldugu belirlenmis-
tir. Ayrica akciger kanserinde promotor hipermeti-
lasyonu ile epigenetik olarak susturulan timor
baskilayici genlerin miR-29]ar ile muameleden son-
ra promotorlarinda gerceklesen CpG adacig1 deme-
tilasyonunun sonucu olarak tekrar ifade edildikleri
ve dolayistyla kanserli hiicrelerin apoptoza gittigi ve
bitytimelerinin inhibe oldugu belirlenmistir.®’ Bu
kesif daha once bilinmeyen bir mekanizmay1 orta-
ya ¢ikartmis, miRNA’larin epigenetik siireci dogru-
dan etkileyerek gen ifadesini dolayli olarak
diizenledikleri anlagilmigtir. Muhafaza DNA metil
transferazi olan DNTM1, de novo DNTMlerin yok-
lugunu telafi edebilecegi icin miR-29]ar ile mua-
mele edilmis hiicrelerde genel hipometilasyon
gozlenmesi, bu miRNA ailesinin DNMT1 aktivitesi-
ni etkiliyor olabilecegine isaret eder. Bu sonuglar ile
tutarli olarak akut myeloid l6semi hiicrelerinde
miR-29b’nin DNTM3a ve DNTM3b’nin yani sira
DNTM1 geninin transaktivatorii olan SP1’i dogru-
dan etkileyerek DNTM1’i dolayli olarak susturdugu
belirlenmistir.®’ DNTM3b ifadesi ayn1 zamanda
miR-148a ve miR-148b’nin kontrolii altindadir.
miR-148 grubu, DNTM3b mRNA’sinda kodlayici
bolgeye baglanarak bu de novo DNTM'’i diizenler.
Ayrica DNTM3Db’ nin ¢esitli kirpilma varyantlarin-
dan sorumlu olmas1 muhtemeldir.®?

Fare embriyonik kok hiicrelerinde miR-290
grubunun dogrudan bir DNTM3 inhibitorii olan
RBL2’yi hedef aldif1 gosterilmigtir.838* miR-290
grubunun Dicer’dan yoksun embriyonik kok hiic-
relerde ifade edilmedigi, RBL2'nin ise agir1 ifade
edildigi ve bunun sonucu olarak de novo metilas-
yon yolaginin bozuldugu belirlenmistir. Bu durum
artmis telomer rekombinasyonuna ve asir1 telomer
uzamasina sebep olur. Bu etkiler miR-290 grubu-
nun tekrar ifade ettirilmesi ile tersine donmiis-
tiir.83# Tlging bir sekilde Dicer geni nakavtindan
sonra HEK293 hiicrelerinde miR-290 grubunun de
novo DNTM ler tizerinde higbir etkisi gozlemlen-
memigtir. Bu durum miR-290’larin DNTM3’ler
tizerindeki etkilerinin hiicreye veya tiire spesifik
olabilecegini gosterir®.

Epi-miRNA’lar HDAC’larin ve polikomb rep-
resif kompleks genlerinin de ifadelerini kontrol
ederler. HDAC4 hem miR-1'in hem de miR-140"1n
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hedefidir,®>%¢ miR-449a ise HDAC1’in 3’'UTR bél-
gesine baglanir.?’” HDAC!’in baz1 kanserlerde ifa-
desi artar ve miR-449un prostat kanseri
hiicrelerinde tekrar ifade ettirilmesi HDAC1 mik-
tarinin azalmasini saglayarak hiicre dongiisiiniin
durmasini ve apoptozu tetikler.” EZH2 polikomb
represif kompleks 2'nin katalitik alt birimidir ve
histon H3 lizin 27’yi trimetilleyerek heterokroma-
tin olusumundan ve dolayisiyla bircok timor bas-
kilayic1 genin susturulmasindan sorumludur.
Varambally ve ark. prostat kanseri hiicre hatlarin-
da ve primer tiimorlerde miR-101 ifadesinin EZH?2
seviyelerindeki artisla iliskili bir sekilde azaldigini
gostermislerdir.®® miR-101’in bir epi-miRNA oldu-
guna isaret eden bu bulgular miR-101’in hem pro-
stat hem de mesane kanseri modellerinde EZH2’yi
dogrudan hedef aldiginin gosterilmesiyle kanitlan-
mustir.38% Ayrica EZH2'nin miR-101 ile baskilan-
masinin kanser hiicrelerinin ¢ogalmasini ve koloni
olusumunu engelledigi belirlenmistir.?’ miRNA’la-
rin, protein kodlayan genlere benzer sekilde epige-
netik diizenlemeye maruz kaldiginin ve
epi-miRNA’larin epigenetik mekanizmada rol alan
etkenleri diizenlediklerinin belirlenmesiyle gen
diizenlenmesi mekanizmalar1 daha da karmagik bir
hale gelmistir. insan genomunun nasil diizenlendi-
ginin anlagilabilmesi ve karsinogeneze katkida bu-
lunan gen ifadesi degisimlerinin belirlenmesi ve
diizeltilebilmesi i¢in bu mekanizmalarin daha iyi
anlagilmasi gerekmektedir.

mikroRNA HEDEFLERININ
BELIRLENMESI N KULLANILAN
BIYOINFORMATIK ARAGLAR

miRNA dizisi ile hedef mRNA dizisinin birbirleri-
ne tam olarak eslenik olmamasi miRNA hedef gen-
lerinin belirlenmesini oldukca zorlastirsa da son
birka¢ yilda miRNA hedeflerinin belirlenmesi
amactyla bir¢ok biyoinformatik arag gelistirilmis-
tir. Bu programlar spesifik baz ¢ifti olusumu kural-
larina ve muhtemel 3’UTR tanima bolgelerinin
belirlenmesi i¢in korunum analizlerine dayanirlar.
Yalnizca baz ¢ifti olusumu kurallarina dayali prog-
ramlar genellikle biiyiik oranlarda yanlig-pozitif so-
nug verirler. Bu yanlig-pozitif sonuglarin oram
sonugclarin yalmizca diger canlilarda korunmusg olan
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dizilerle sinirlandirilmasiyla azaltilabilir.”® Asagida
siralanan kriterler kullanilarak miRNA hedefleri ile
ilgili olarak biyoinformatik programlar ile elde
edilen sonuglarin gegerliligi artirilabilir: i) miRNA-
lar hedefle ya 5’ ucunda 2.-8. niikleotidler boyun-
ca (kok dizi) yiiksek oranda esleniklik gosterirler
ve hedefe olan benzerlik miRNAnin 3’ ucuna dog-
ru geri kalan kisminda daha azdir; ya da 3'ucu he-
defe biiyiik oranda eslenikken 5’ ucu ile ¢ok daha
az oranda esleniklik gosterir.” ii) G:U ciftleri ener-
jetik acidan stabil olmalarina ragmen miRNAlarin
hedefe baglanmasimi bozarlar.*?

miRNA’larin hedeflerinin belirlenmesinde
kullanilan algortimalarin ti¢ii en sik kullanilan
programlardir. Bunlar, PicTar,” Target-Scans® ve
miRanda®¥dir. PicTar, 5’ ugta birinci veya ikinci
niikleotitten baglayarak 7 niikleotidin (kok dizinin)
hedefe tam olarak eslenik olmasi prensibine daya-
nir. Daha sonra tam olarak eslenik olmayan kok di-
ziler i¢cin miRNA:hedef baglanmasinin serbest
enerjisi hesaplanir. Enerji esik degerleri girilip ser-
best enerji agisindan muhtemel olmayan sonuglar
elendikten sonra birka¢ organizmada evrimsel ko-
runuma baglh olarak en muhtemel dogru sonuglar
belirlenir. TargetScanS miRNA’nin 5’ ucunda 2. ve
8. niikleotitler arasindaki dizi ile hedef arasinda
tam esleniklige gore kok dizi baglanma bolgelerini
bes organizmada (insan, sempanze, kopek, fare ve
tavuk) korunmus olan dizilere dayanarak belirler.
MiRanda ise tam eglenik kok dizi varligina dayan-
maktan ziyade modifiye edilmis farkl bir yaklasi-
ma dayali olarak caligir.

Biyoinformatik algoritmalar yiizlerce tahmini
miRNA hedefi belirlese de bu sekilde belirlenmig
hedeflerin gecerliliginin anlagilmasi i¢in deneysel
bilgilere gerek vardir. Ama birgok miRNA gen ifa-
desini mRNA seviyesinde degil, yalnizca protein
seviyesinde etkiler. Hedef proteinlere dair bilgiler
miRNA dizileri ile beraber kullanilarak ¢ok daha
etkin miRNA hedef tahmini gergeklestirilebilir.
Yakin zamanda Huang ve ark. mikroRNA’lar ile
beraber cDNA ifade profillerine dair verileri insan
miRNA hedeflerinin belirlenmesi amaciyla Baye-
sian analiz algoritmasiyla biitiinlegtirmisler ve 104
insan mikroRNA’s1 i¢in 88 doku ve hiicre tipinde
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RNA ifade verileri ile desteklenen 1597 tahmini
hedef belirlemiglerdir.®® Tahmini miRNA hedefle-
rinin gegerliligini belirlemek i¢in en sik bagvuru-
lan yontem 3’-UTR bolgelerine mRNA iizerindeki
tahmini miRNA baglanma dizisinin lusiferaz rapor-
torlerine klonlanmasi ve ifadelerinin 6l¢tilmesidir.
Ancak bu metod ¢ok verimli degildir ve miRNA’-
nin muhtemel hedef dizisi esasen dahil oldugu
mRNA dizisinden ¢ikartilarak yalnizca kisa bir di-
zi halinde vektore klonlandig: icin gergek fizyolo-
jik durumu yansitmayabilir.

0 SONUC

On bes yil 6nceki kesiflerinden bu yana miRNA’-
larin biyosentezi ve islev mekanizmasi hakkinda
oldukgca fazla bilgi edinilmistir. miRNA’larin di-
zenlenmesindeki bozukluklar bir¢ok kanser tipiy-
le iligkilendirilmig, miRNA ifadesi profillerinin tani
ve tedavide faydal kriterler saglayacag: 6ngoriil-
miistiir. Ayrica kanserlerde bozuk diizenlenen bir-
cok miRNA’nin
oynadiginin belirlenmesiyle timor olusumunda ve

apoptotik  siireclerde rol
sitotoksik muameleye hassasiyette miRNA’larin et-
kili oldugu belirlenmistir. MikroRNA’lar hakkinda
elde edilen bunca bilgiye ragmen kanserde tani ve
tedavi amaclh kullanimlarinin pratikte uygulana-
bilmesi i¢in mikroRNA iiretiminde ve iglenmesin-
de rolii olan tiim enzim ve proteinler biliniyor mu,
kok dizi eslenikligi disinda miRNA’larin hedefleri-
ni tanimasinda etkili olan faktorler nelerdir, miR-
NA’larin
diizenleniyor gibi sorularin cevaplanmasi gerek-

transkripsiyonu tam olarak nasil

mektedir.

Yine de miRNA aracili tedaviye yo6nelik bir-
cok caligma yapilmaktadir. Ozellikle karsinoge-
degismis miRNA etkili
oldugunun anlagilmasindan sonra miRNA ifadesi-

nezde ifadesinin
ni etkileyebilen kiiciik molekiilleri belirlemek ve
terapotik molekiiller olarak kullanimlarini ince-
lemek amaciyla bir¢ok ¢caligma yapilmistir. Bu ¢a-
ligmalar sonucunda belirlenen molekiillerden biri
RISC’in miRNA ve hedefe baglanmasini arttiran
Enoxacin’dir. Enoxacin, miRNA aracili baskila-
may1 arttirici etki gosterir. Bu durum tiimoér bas-
kilayici etki gosteren ve sitotoksik kanser
tedavilerine hassasiyeti artirdig1 belirlenen let-7
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gibi miRNA’larin® ifadesini artirarak karsinoge-
nezi olumsuz etkilese de bazi miRNA’larin 6zel-
likle de onkogen etki gosteren miRNA’larin
baskilanmasi tedavi asamasinda faydali olabilir.
Tedavi amaciyla miRNA inaktivasyonunun ger-
ceklestirilebilmesi i¢in en uygun yontem kilitli
niikleik asitlerin (LNA-Iocked nucleic acid) kul-
lanimi gibi goziikmektedir. Bu molekiiller kanser
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