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OZET

YUKSEK LiSANS TEZi

AKCIGER KANSERINDE PRE-MiR-34A RS35301225 VE PRi-MiR-34B/C
RS4938723 POLIMORFIZMLERININ INCELENMESI

Aycan CELIK

istanbul Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii

Molekiiler Biyoloji ve Genetik Anabilim Dah

Danisman : Prof. Dr. Ercan ARICAN
II. Damisman : Dog¢. Dr. Sevim KARAKAS CELIK

Akciger kanseri GLOBOCAN 2012 verilerine gore diinya genelinde en sik goriilen kanserdir.
Akciger kanseri etiyolojisinde birgok faktor rol oynamaktadir. Bazt miRNA’larin ekspresyon
seviyeleri akciger kanserinde artmis riskle iligkili bulunmustur. MikroRNA’lar (miRNAlar)
kiigtik (19-25 niikleotid), kodlanmayan RNA’lardir ve negatif gen regiilatorleri olarak bilinirler.
miRNA’lar insan kanserlerinin patogenezinde onemli roller iistlenmektedirler. Bu sebeple,
miRNA polimorfizmleri karsinogenez i¢in fazlasiyla dnemli olabilmektedir. miR-34 akciger
kanseri dahil olmak {izere bir¢ok insan kanserinde ekspresyon seviyesinin diistiigii bilinen bir
miRNA ailesidir. MET, RET ve RAB43 gibi onkogenleri hedefleyerek tiimor baskilayicilar gibi
islev gormektedir.

Bu caligmada sirasiyla miR-34a ve miR-34b/c’ye ait iki polimorfizmi (rs35301225 C/T, A ve
rs4938723 T/C) arastirdik. Calisma popiilasyonu 100 akciger kanserli hasta ve 100 saglikli
kontrolden olusmaktaydi. EDTA iceren tiiplere kanlar toplandiktan sonra genomik DNA
izolasyonu yapildi. Genetik polimorfizmler; polimeraz zincir reaksiyonu- restriksiyon parca
uzunluk polimorfizmi (PCR- RFLP) yontemiyle tespit edildi.

miR-34b/c rs4938723’iin heterozigot CT varyantinin, normal TT varyantina gore akciger
kanseri riskinin 6nemli 6l¢iide artmasiyla iliskili oldugunu bulduk (p<0.001). Kontrollerde hig

polimorfizme rastlanmamasina ragmen, 42 hastada heterozigot polimorfizm oldugunu goérdiik.

xii



miR-34b/c polimorfizmi rs4938723’{in akciger kanseri patogenezinde dnemli bir role sahip
oldugu diistiniilmektedir. Ancak miR-34a polimorfizmi rs35301225 ile insan akciger kanseri

arasinda anlamli bir iligki saptanmamustr.

Aralik 2018, 76 sayfa.

Anahtar kelimeler: akciger kanseri, miRNA, miR-34a, miR-34b/c, SNP, polimorfizm
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SUMMARY

M.Sc. THESIS

INVESTIGATION OF PRE-MIR-34A RS35301225 AND PRI-MIR-34B/C
RS4938723 POLYMORPHISMS IN LUNG CANCER

Aycan CELIK

Istanbul University
Institute of Graduate Studies in Science and Engineering

Department of Molecular Biology and Genetics

Supervisor : Prof. Dr. Ercan ARICAN
Co-Supervisor : Assoc. Prof. Dr. Sevim KARAKAS CELIK

Lung cancer is the most common cancer in the worldwide according to GLOBOCAN 2012. A
number of factors play a role in lung cancer etiology. The expression level of some miRNAs in
lung cancer has been associated with increased risk of cancer. MicroRNAs (miRNAs) are small
(19-25 nucleotides), noncoding RNAs and known as negative gene regulators. miRNAs play
an important role in the pathogenesis of human cancers. Because of that, miRNA
polymorphisms can be important for carcinogenesis. miR-34 is a family of miRNAs known to
have reduced levels of the expression in many human cancers including lung cancer. It
functions like tumor suppressors and targets oncogenes like MET, RET and RAB43.

In this study we investigated two polymorphisms (rs35301225 C/T, A, rs4938723 T/C) in
respectively miR-34a and miR-34b/c. The study population composed of 100 patient with lung
cancer and 100 healthy controls. Blood was collected into EDTA-containing tubes and genomic
DNA was extracted. Genetic polymorphisms were detected by using polymerase chain
reaction- based restriction fragment length polymorphism (PCR- RFLP).

We found that miR-34b/c rs4938723 variant heterozygote CT was associated with a significant
increase in the risk of lung cancer compared with their wild-type homozygote TT (p<0.001).

Xiv



There was no polymorphism in 100 controls but we found heterozygous polymorphism in 42
patients. rs4938723 polymorphism of miR-34b/c is thought to play an important role in the
pathogenesis of lung cancer. However, no significant effects were observed in the relation
between miR-34a polymorphism rs35301225 and human lung cancer.

December 2018, 76 pages.

Keywords: lung cancer, miRNA, miR-34a, miR-34b/c, SNP, polimorphism
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1. GIRIS

Akciger kanseri tiim diinyada insidansi en yiiksek olan ve prognozu diisiik oldugu i¢in en sik
6lim nedeni olan kanser tiiriidiir. Uluslararas1 Kanser Ajansi’nin yayinladigt GLOBOCAN
2012 verilerinde diinyada en ¢ok tan1 konulan kanserler akciger (%13.0), meme (%11.9) ve
kolon kanseri (%9.7) iken kanserden 6liimlerin ise en ¢ok akciger (%19.4), karaciger (%9.1) ve
mide kanserinden (%8.8) kaynaklandig1 belirtilmistir [1]. Akciger kanserleri, en sik goriilen
kanser tipleri arasinda iist siralarda ve kanser sebepli 6liimler arasinda ilk sirada yer almaktadir.
Kanser nedenli dliimlerin %28.4’#i akciger kanseri kaynakli olmakla birlikte hastalik diinya
genelinde yilda ortalama 1,4 milyon kisinin Oliimiine sebep olmaktadir. Akciger kanseri,
biyoloji, tedavi ve prognoz goz dniine alindiginda kiiglik hiicreli akciger kanseri (Small Cell
Lung Cancer, SCLC) ve kiigiik hiicreli olmayan akciger kanseri (Nonsmall Cell Lung Cancer,
NSCLC) olmak flizere 2 ana smifa ayrilmistir [2]. Tedavideki ilerlemelere ragmen 5 yillik
sagkalim oranlar1 NSCLC’de yaklasik %15, SCLC’de %5 civarindadir [3]. Akciger kanseri,
etiyolojisinde ¢ok sayida faktoriin rol oynadig: bir hastaliktir. Sigara, hava kirliligi gibi ¢evresel
faktorler, mesleki karsinojenler, diyet, viral enfeksiyonlar, gecirilmis akciger hastaliklari,

genetik ve immiinolojik faktorler baslica etiyolojik faktorlerdir [4].

MikroRNA’lar (miRNA’lar) 19-25 niikleotid uzunlugunda, kii¢iik kodlanmayan RNA’lardir ve
negatif gen diizenleyicileridir. Direkt olarak mRNA’y1 parcalayarak ya da translasyonu inhibe
ederek islev goriirler. Belirli miRNA’larin fonksiyon kaybetmesinin ya da kazanmasinin veya
asirt miRNA ekspresyonunun, bir¢ok kanser tiirliniin tlimorigenezinde anahtar rol oynadigi
diisiiniilmektedir [5]. Akciger kanserinde de bazi miRNA’larin ekspresyon seviyesi hasta
sagkalimiyla iligkili bulunmustur [6]. Bu miRNA’larin kodlandigi DNA dizisinde meydana
gelen bir polimorfizmin de miRNA ekspresyonunu, ikincil yapisin1 ve hedefine baglanma

afinitesini de etkileyebilecegi akla gelmektedir.

miR-34, akciger kanserinde ve bagka insan kanserlerinde (pankreas, kolon, glioma) ekspresyon
seviyesinin diistiigli bilinen bir miRNA ailesidir. Bu sebeple tiimor baskilayict rol oynadigi
iddia edilmektedir. miR-34a, miR-34b ve miR-34c¢ olmak iizere ii¢ {iyesi bulunan miR-34 ailesi
hiicre dongiisii, apoptoz ve yaslanma siire¢lerinin diizenleyicisi olarak islev gérmektedir [7, 8,

9]. miR-34 ailesinin tiimor protein 53 (P53), MY C protoonkogeni (MYC) gibi karsinogenezde



Oonemli rolleri olan proteinlerin genlerini hedefledikleri bilinmektedir [10, 11]. Bunun yan1 sira;
tahmin edilen hedeflerinin MET ve RET protoonkogenleri ve RAB43 (RAS onkogen aile
iyesi), RRAS (RAS-related protein), MRAS (Muscle RAS Onkogen Homologu) onkogenleri
olmast ve P53 tiimdr baskilayici geniyle diizenlenmesi sebebiyle kanser prognozunda

ekspresyonunun 6nemli oldugu diistiniilmistiir [12, 13, 14].

Bu tez kapsaminda; akciger kanseri hastalarinda ve akciger kanseri bakimindan saglikli
bireylerde, miR-34a’nin rs35301225 polimorfizmi ve mir-34b/c’nin rs4938723 polimorfizmi
aragtirtlmistir. Bu calismanin, akciger kanserine yatkinlik profili olusturulmasinda katki

saglayacag diistiniilmektedir.



2. GENEL KISIMLAR

2.1. AKCiGER KANSERI

2.1.1. Epidemiyoloji

Akciger kanseri Tiirkiye ve diinyada hem erkeklerde hem kadinlarda o6liime sebep olan
kanserlerin basinda gelmektedir. Uluslararasi Kanser Arastirmalart Ajanst (IARC -
International Agency for Research on Cancer) tarafindan yayinlanan GLOBOCAN 2012
verilerine gore diinya genelinde erkekler arasinda %23.6 ile en yaygin kanser olan akciger
kanseri, kadinlarda %13.8 goriilme sikligiyla meme kanserinden (%14.7) sonra ikinci siradadir.
Tespit edilen yeni akciger kanserli vaka sayisi 1.824.700 iken, yaklasik 1.589.900 vakada

akciger kanserine bagli 6liim meydana gelmistir [15].

2012°de cogunlukla az gelismis iilkelerde olmak tiizere 1.6 milyon insan akciger kanseri

sebebiyle hayatin1 kaybetmistir ve 2035’e kadar bu saymnin 3 milyona ulasacagi tahmin
edilmektedir [16].

Diinya Ekonomik gelisim Avrupa

9% 2% 1%
(J

34%

16% 39% e

47%

24% 15%

3%

= Bati Pasifik Bélgesi ® Gelismis Bélgeler ® Orta ve Dogu Avrupa = Bati Avrupa
® Avrupa Bélgesi = Az gelismis Bolgeler = Giiney Avrupa = Kuzey Avrupa

Sekil 2.1: 2012 yilina ait akciger kanserine bagli 6liim oranlar1 [16].

T.C. Saglik Bakanlgi, Tiirkiye Istatistik Kurumu (TUIK) verilerini dikkate alarak Tiirkiye’de
kanser vakalarinin on y1l iginde %80 oraninda artis gosterdigini, 2002 yilinda %12 olan kansere
bagli 6liim oraninin ise 2012 yilinda %21’e yiikseldigini agiklamistir. Saglik Bakanligi Kanser
Dairesi Bagkanliginin son kanser istatistikleri raporunda 2014 yilinda erkeklerde trake, brong
ve akcigerde yasa standardize kanser hiz1 52.5/100.000 iken kadinlarda 8.7/100.000 oldugu
bildirilmistir. Yine bu raporda GLOBOCAN 2012 verilerine gore Tiirkiye’de erkeklerde en sik



goriilen kanser tiirii akciger kanseri iken, kadinlarda sirasiyla meme, tiroid, kolorektal ve uterus

korpus kanserini takiben besinci sirada yer aldig1 belirtilmistir [17].

Bunlara ek olarak TUIK 2014 verilerine gore akciger kanseri evrelerinin yiizde dagilimlari
lokalize %18.1, bolgesel %29.2 ve uzak metastaz %52.7 olarak agiklanmustir. Akciger
kanserinin histolojik tiplerinin yiizde dagilimi incelendiginde ise Kiigiik Hiicreli Olmayan
Akciger Kanseri %79.2, Kiigiik Hiicreli Akciger Kanseri %16.6 ve diger %4.2 olarak
gosterilmistir [17].

Tablo 2.1: Akciger Kanserinin Histolojik Tiplerinin Yiizde Dagilim [17].

HISTOLOJIK TiP % % %
AKCIGER 97.2
Kiigiik Hiicreli Olmayan 79.2
Yass1 Hiicreli 37.5
Adenokarsinom 43.8
Biiyiik Hiicreli 1.8
NOS 16.8
Kiigiik Hiicreli 16.6
Diger* 4.2
MEZOTELYOMA 2.8
TOPLAM 100.0 100.0 100.0

(*Malign epitelial tiimér, Malign soliter fibréz tiimor, Malign epitelyom, Mukoepidermoid karsinom, Sarkom, Karsinosarkom)

Akciger kanseri geg teshis edilen kanserlerden biridir. Tiirkiye’de erkekler basta olmak {izere
akciger kanseri ve tiitline bagh kanser tiirlerinde azalma egilimi gézlenmektedir. Ancak son
yillarda tiitiin kullaninminin artmasiyla bunun degisebilecegi, artma egilimine doniisebilecegi

diistiniilmektedir [17].



2.1.2. Etiyoloji
2.1.2.1. Sigara

Sigara kullanimi1 akciger kanseri icin baslica risk faktorlerinden biridir. Sigara 3500’den fazla
kimyasal madde bulundurmaktadir. Bunlardan 20 tanesinin insanlar i¢in karsinojen oldugu
bilinmektedir [18]. Gelismis lilkelerde akciger kanseri hastalarinin yaklasik %90’ min sigara
kullandig1, akciger kanserine bagh oliimlerin ise erkeklerde %90°indan fazlasinin kadinlarda
ise yaklasik %80’inin sigara kullanmimuyla iliskili oldugu bildirilmistir. Ulkemizde ise akciger
kanserli kadinlarin %17’sinin, erkeklerin ise %94’ tiniin sigara kullandig1 belirtilmistir. Saglik
Bakanligi’'nin 2014 yili kanser istatistikleri raporunda sigara kullanimina baglh kanser
vakalarinin sayist erkeklerde 27.718 olarak tahmin edilmektedir. Ayrica bu raporda; akciger
kanserinde ve sigara kullanimina bagl kanserlerde insidansin azaldigina, fakat artan sigara
kullaniminin  kanser goriilme sikligini artirabilecegine dikkat c¢ekilmistir [17]. Sigara
kullanmayan insanlarda bile pasif i¢icilik olarak tabir edilen ¢evreye yayilan sigara dumaninin
solunmasiyla alinan karsinojenler sebebiyle akciger kanseri riskinin 3,5 kat arttigi gézlenmistir
[19]. Erken evrede tan1 alan akciger kanseri hastalarinda sigara kullanimini birakmanin olumlu
etkileri oldugu goriilmiistiir. Bu hastalarda sigara kullanim1 devam ettigi takdirde ise mortalite

ve ikinci bir primer tiimoriin olusma oraninda artis oldugu saptanmustir [20].
2.1.2.2. Cinsiyet, Yas ve Irk

Akciger kanseri erkeklerde daha sik goriilmekle beraber, kadinlarda son yillarda artis
gostermektedir. Ancak kadinlarda hayatta kalma erkeklere gore daha fazla gozlenmistir. Bazi
aragtirmacilar sigara maruziyetinde kadinlarin erkeklere gore 1,5-2 kat daha akciger kanseri

gelistirme riski tasidiklarini belirtmislerdir [21].

Akciger kanserinin ileri yaslarda daha fazla gozlendigi bilinmektedir ve en fazla goriildiigi yas
yaklasik 65°tir. Bu bulgu sigara kullanimiyla iliskilendirilmektedir ¢iinkii sigara aligkanliginin
etkisini gostermesi igin gerekli indiiksiyon siiresinin saglandigi diigiiniilmektedir. Ayrica
arastirmalarda 80 yas {stiinde akciger kanseri goriilme sikliginda bir diisiis oldugu

gosterilmistir [22].

Cok belirgin olmasa da etnik kdkenler arasinda da akciger kanserine yatkinlik agisindan farklar

bulunmaktadir. Afrikan-Amerikanlar ve Yeni Zellanda yerlilerinde daha yiiksek 6liim oranlari



gozlenmistir [23]. Buna ek olarak bir ¢alismada siyahlarin beyazlara gore tasidigi akciger

kanseri riskinin 1,8 kat fazla oldugu bildirilmistir [24].
2.1.2.3. Diyet

Insanlarda akciger kanserinden koruyucu olarak A vitamini, p-karoten, retinol iceren sari-yesil
sebzelerin ve meyvelerin tiiketilmesi tavsiye edilmektedir [25]. Buna ragmen bazi ¢alismalar
vitamin desteginin koruyucu olmadigini, B-karoten, retinol ya da a-tocopherol’iin bir etkisinin
olmadigint savunmaktadir [26, 27, 28]. Hatta takviyeleri alan kisilerde %28’lik bir artmis
mortalite oldugu gosterilmistir [28]. Hayvanlarda yapilan calismalardan bazilar ise
zeytinyagiin 6nemli bir koruyucu etkisinin oldugunu savunmaktadir [29]. Cok diisiik bir risk

faktorii de olsa doymus yag iceren bir diyet tavsiye edilmemektedir [30].
2.1.2.4. Cevresel Kirlilik

Cevre kirliligi akciger kanseri igin bir risk olarak kabul edilmistir. Motorlu tasitlarin egzoz
dumani, 1sitma sistemleri elektrik santraller vb. olusturdugu cevresel kirlilik nedeniyle akciger
kanseri kirsal yerlere gore kentlerde daha fazla gézlenmektedir. Cevre kirliligine maruziyetin
miktar1 ve siiresinin 6l¢iilmesi zor oldugundan ve kirletici konsantrasyonunun degismesinden
dolay1 bu konuda ¢ok fazla c¢alisma yapilamamaktadir. Benzopiren ve aromatik
hidrokarbonlarin yogun oldugu yerlerde akciger kanseri vakalarinin arttig1 gozlenmistir. Ayrica
vinil kloriir, arsenik, krom, nikel, bisklorometileter, egzoz, kiikiirt dioksit, radon gazi gibi
Kirleticilere maruziyet de riski artirmaktadir [31]. 35 izotopu bulunan radon gazi (6zellikle
Rn222)’nin RAS ve P53 mutasyonlarina sebep oldugu gosterilmistir [32]. Ayrica meslekleri
sebebiyle toz veya mikroskobik pargaciklara (asbest, odun tozu, silika) maruz kalan is¢ilerde

akciger kanseri geligsme riskinin yiliksek oldugu belirtilmistir [33].
2.1.2.5. Aile Oykiisii ve Genetik Yatkinlik

Akciger kanserli hastalarin birinci dereceden akrabalarinda kansere yakalanma riskinin 2,4 kat
arttigr bildirilmistir. Ayrica erken yasta akciger tanisi almis birden fazla akrabasi olan
bireylerde riskin daha fazla oldugu gozlenmistir [34]. Sigara kullanmayan ve eskiden kullanan
bireyler ve ailelerini kapsayan bir ¢alismada, herhangi bir kanser tanisi almis aile bireylerinin

sayistyla akciger kanseri riskinin dogru orantili oldugu bildirilmistir [35].



Sigara igicilerinin %15°1 akciger kanserine yakalanir. Bunun sebebi kesin olarak bilinmemekle
beraber karsinojenlerin viicutta daha az birikmesine neden olabilen genetik polimorfizmlerin
varligi yani genetik duyarliliga baglanmaktadir. Bugiine kadar akciger kanserinin ortaya
¢ikmasinda sorumlu olabilecek genler sitokrom P450 aile {iyeleri CYP1A1, CYP2D6, CYP2AG,
CYP2C9, CYP3A4, CYP2EL1 ve glutatyon S-transferaz tiyeleri GSTM1, GSTT ve GSTP olarak
belirlenmistir. Bunlardan CYP1A1, CYP2D6 ve GSTML1 en iliskili olanlardir. Mevcut bilgiler
1s181nda genetik yatkinlik profili elde edebilmek i¢in ¢ok sayida genin farkli polimorfizmleri
tespit edilerek incelenmelidir [36].

2.1.3. Klinik Ozellikler

Akciger kanseri tanis1 cogunlukla erken evrelerde konulamamaktadir. Bunun muhtemel sebebi
hastaligin metastaz yapmadan ya da lokal olarak daha agresif hale gelmeden once belirti
gostermemesidir. Vakalarin yaklasik dortte biri erken evrede, yarisindan fazlasi ileri evrede
primer tiimor, uzak metastaz ve paraneoplastik sendroma bagli semptomlar sebebiyle tani

almaktadir [37]. En sik gbzlenen semptomlar oksiiriik, kilo kaybi, nefes darligi, gégiis agrisidir

[38].

Oksiiriik sigara igen bireylerde mevcut olup, karakter degistirerek devam ederse akciger
kanserinden siiphelenilebilir. Nefes darligi da ¢ogunlukla karsilasilan semptomlardan olup
ayirict bir 6zellige sahip degildir. Bunlarla birlikte invazyonla birlikte Siiperior vena kava
sendromu, Horner sendromu, ses kisiklig1, disfaji meydana gelebilir. Siirekli bas agrisi,
yorgunluk, istahsizlik, kilo kayb1 veya kemik agris1 kemik, karaciger ya da beyin metastazini

isaret ediyor olabilir [37].

Akciger kanserinde siklikla gozlenen paraneoplastik semptomlar ve sendromlar, uygunsuz
antiditiretik hormon sekresyonu, cushing sendromu, hiperkalsemi, hipokalsemi, jinekomasti,
karsinoid sendromdan olugmaktadir. Bunlardan uygunsuz antidiiiretik hormon sekresyonu ve
cushing sendromu ¢ogunlukla kii¢tik hiicreli karsinomda gozlenirken, hiperkalsemi skuaméoz
hiicreli karsinomda siklikla gozlenmektedir. Adenokarsinomlarda diger tiplere gore endokrin

ve paraneoplastik sendromlar daha az gozlenmektedir [39].

2.1.4. Histopatolojik Simiflandirma

Diinya Saghk Orgiiti (WHO — World Health Organization) 2015’te akciger kanseri

siniflandirmasini giincelleyerek acgiklamistir. Bu siiflandirmada temel olarak akciger kanseri,



epitelyal tlimorler, noéroendokrin tiimorler, mezenkimal tiimdrler, lenfohistiyosit tlimdrler,

ektopik orijinli timorler ve metastatik tiimorler olmak iizere alt1 ana gruba ayrilmistir [40].

Tablo 2.2: Akciger Kanserinin Histopatolojik Siniflandirmasi [40].

1. EPITELYAL TUMORLER
1.1. Adenokarsinoma
1.1.1. Lepidik adenokarsinoma
1.1.2.  Asiner adenokarsinoma
1.1.3.  Papiler adenokarsinoma
1.1.4. Mikropapiler ademokarsinoma
1.1.5. Solid adenokarsinoma
1.1.6. Invaziv miisin6z adenokarsinoma
Mix invaziv miisinéz ve nonmiisindz adenokarsinoma
1.1.7. Kolloid adenokarsinoma
1.1.8. Fetal adenokarsinoma
1.1.9. Enterik adenokarsinoma
1.1.10. Minimal invaziv adenokarsinoma
Nonmiisin6z
Miisinéz
1.1.11. Preinvaziv lezyonlar
Atipik adenomat6z hiperplazi
In situ adenokarsinoma
Nonmiisindz
Miisindz
1.2. Skuamoz Hiicreli Karsinoma

1.2.1. Keratinize skuamoz hiicreli karsinoma
1.2.2. Nonkeratinize skuaméz hiicreli karsinoma
1.2.3. Bazaloid skuamoz hiicreli karsinoma
1.2.4. Preinvaziv lezyonlar

In situ skuamiz hiicreli karsinoma

2. NOROENDOKRIN TUMORLER

2.1. Kiiciik Hiicreli Karsinoma

2.1.1. Kombine kiigiik hiicreli karsinoma

2.2. Biiyiik Hiicreli Noroendokrin Karsinoma

2.2.1. Kombine biiyiik hiicreli néroendokrin karsinoma

2.3. Karsinoid Tiimorler

2.3.1. Tipik karsinoid tiimorler
2.3.2.  Atipik karsinoid tiimérler

2.4. Preinvaziv Lezyon

2.4.1. Diffiiz idiopatik pulmoner ndroendokrin hiicre hiperplazisi

2.5. Biiyiik Hiicreli Karsinoma

2.6. Adenoskuamoz Karsinoma

2.7. Sarkomatoid Karsinomalar

2.7.1. Pleomorfik karsinoma
2.7.2.  1gsi hiicreli karsinoma
2.7.3. Dev hiicreli karsinoma
2.7.4. Karsinosarkoma

2.7.5.  Pulmoner blastoma




Tablo 2.2 (devam):

2.8. Diger ve Simiflandirilmamis Karsinomalar

2.8.1. Lenfoepitelyoma benzeri karsinoma
2.8.2.  NUT karsinoma

2.9. Tiikiiriik Bezi Tipi Tiimoérler

2.9.1. Mikoepidermoid karsinoma
2.9.2.  Adenoid kistik karsinoma

2.9.3. Epitelyal -myoepitelyal karsinoma
2.9.4. Pleomorfik adenoma

2.10. Papilomalar

2.10.1. Skuamoz hiicreli papiloma
Ekzofitik
Inverted (ters)
2.10.2. Glandiiler papiloma
2.10.3. Mix skuamoz ve glandiiler papiloma

2.11. Adenomalar

2.11.1. Sklerozan pnomositoma
2.11.2. Alveoler adenoma
2.11.3. Papiler adenoma

2.11.4. Miisindz kistadenoma
2.11.5. Mukoz bez adenomasi

3. MEZENKIMAL TUMORLER

3.1. Pulmoner Hamartoma

3.2. Kondroma

3.3. PEComatoz Tiimorler

3.3.1. Lenfanjiyoleiomyomatoz

3.3.2.  PEComa, iyi huylu
Berrak hiicreli timor

3.3.3. PEComa, kétii huylu

3.4. Konjenital Peribronsiyal Myofibroblastik Tiimor

3.5. Diffiiz Pulmoner Lendanjiyomatoz

3.6. Inflammatuar Myofibroblastik Tiimor

3.7. Epiteloid Hemanjiyoendotelyoma

3.8. Pleuropulmoner Blastoma

3.9. Sinoviyal Sarkoma

3.10. Pulmoner Arter intimal Sarkoma

3.11. Pulmoner Mixoid Sarkoma (EWSR1-CREBL1 translokasyonu ile)

3.12. Myoepitelyal Tiimorler

3.12.1. Myoepitelyoma
3.12.2. Myoepitelyal karsinoma

4. LENFOHISTIiYOSIT TUMORLER

4.1. Mukoza iliskili Ekstranodal Marjinal Zon Lenfoma

4.1.1. Lenfoid doku (MALT lenfoma)

4.2. Diffiiz Biiyiik Hiicreli Lenfoma

4.3. Lenfomatoid Graniillomatoz

4.4. Intravaskiiler Biiyiik B Hiicreli Lenfoma
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Tablo 2.2. (devam):

4.5. Pulmoner Langerhans Hiicreli Histiyositoz
4.6. Erdheim- Chester Hastaligi

5. EKTOPIK ORIJINLi TUMORLER

5.1. Germ Hiicreli Tiimorler

5.1.1. Teratoma, matiir

5.1.2. Teratoma, immatiir

5.2. Intrapulmoner Thymoma

5.3. Melanoma

5.4. Menenjiyoma, NOS

6. METASTATIK TUMORLER

2.1.5. Evreleme

Akciger kanseri tanis1 konulan hastalarda evreleme, hastaligin seyri, yayilmasi ve tedavisini
belirlemek agisindan biiyiik bir dneme sahiptir. Bu sayede daha 6nceki deneyimler ve bunlarin
sonuclarina gore yeni vakalarda en uygun tedavi se¢imi miimkiin olabilmektedir. Benzer
biyolojiye sahip hastalar1 gruplandirarak kanser evresinin belirlenmesi, ilk kez 1946 yilinda
Amerikan Kanser Ortak Komitesi (AJCC- The American Joint Committee on Cancer) ve
Uluslararas1 Kanser Kontrolii Birligi (UICC- The Union for International Cancer Control's)
tarafindan  Onerilen tiimor/nod/metastaz  (TNM-  tumor/node/metastasis)  sistemiyle
gerceklestirilmektedir. TNM sisteminde, primer timoriin biiyiikliigii ve yayilmasi (T), bolgesel
lenf nodu tutulumu (N) ve uzak metastaz mevcudiyetine (M) gore derecelendirme yapilarak [
ile IV arasinda kanserin evresi tespit edilir. 1986 yilinda ise Uluslararas1 Akciger Kanseri
Evreleme Sistemi ad1 verilerek akciger kanserine 6zgii bir evreleme sistemi gelistirilmistir [41].
Sonraki yillarda da giincellemeler ilave edilerek bu sistem kullanilmaya devam edilmistir.
Boylece diinya ¢capinda uygulanabilen en kullanisli sistem olma 6zelligi gostermektedir. AJCC

tarafindan 5 Haziran 2018’de Kanser Evreleme Kilavuzu’nun 8. Baskis1 (2016) giincellenmistir
[42].

Tablo 2.2: Primer Tiimor Tanimlanmasi (T) [42].

T Kategorisi T Kriteri

TX Primer timor degerlendirilemez veya tiimor, balgam veya bronsiyal yikamalarda malign
hiicrelerin varlig1 ile kanitlanir, ancak goriintiileme veya bronkoskopi ile goriintiilenemez.
TO Primer tiimor kanit1 yok
Tis Karsinoma in situ
Skuaméz hiicreli karsinoma in situ (SCIS)

Adenokarsinoma in situ (AIS): saf lepidik desenli adenokarsinoma, en biiyiik boyutta <3 cm
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Tablo 2.3 (devam):

T1

Tiimoériin en biiyiik boyutu <3 cm, akciger veya visseral plevra ile cevrelenmis,
bronkoskopik olarak lob bronsundan daha proksimale invazyon yapmayan (yani ana bronsta

degil).

-Tlmi

-Tla

-Tlb

-Tilc
T2

-T2a
-T2b
T3

T4

Minimal invaziv adenokarsinom: adenokarsinom (en biiyiik boyutta <3 cm) ve biiyiik
o6l¢iide lepidik patern ve <5 mm invazyon
Tiimdriin en biiyiik boyutu <1 cm. Invazif bileseni brons duvari ile sinirh ve proksimalden
ana bronsa kadar uzanabilen herhangi bir biiyiikliikte yiizeysel, yayilan bir tiimor T1a olarak
simiflandirilir, ancak bu tiimorler nadirdir.
Timor >1 cm ama en biiyiik boyutta <2 cm
Timdr >2 cm ama en biiyiik boyutta <3 cm
Tiim6r >3 cm ama <5 cm veya asagidaki dzelliklerden herhangi birine sahip:

- Karinaya olan mesafeden bagimsiz olarak ana bronglari igerir, ancak karinaya
katilmadan

- Visseral plevray: kaplar (PL1 veya PL2)

- Akcigerin bir kismimin ya da tiimiiniin dahil oldugu hiler bolgeye uzanan atelektazi ya
da obstriiktif pnomonit ile iligkilidir
Bu ozelliklere sahip T2 tiimorleri <4 cm ise T2a olarak simiflandirilir veya boyut
belirlenemezse ve> 4 cm ama <5 cm ise T2b olarak siniflandirilir.
Timdr >3 cm ama en biiyiik boyutta <4 cm
Timdr >4 cm ama en biiyiik boyutta <5 cm
Timor >5 cm ama en biiyiik boyutta <7 cm ya da asagidakilerden herhangi birini dogrudan
kaplar: parietal plevra (PL3), gogiis duvari (superior sulkus timoérleri dahil), frenik sinir,
parietal perikard; veya tiimor nodiil (ler) i birincil ile ayni lobda ayirir.
Timor >7 cm veya asagidakilerden birini veya daha fazlasim1 kaplayan herhangi bir
biiyiikliikteki tiimor: diyafram, mediasten, kalp, biiyiik damarlar, trakea, rekiirren laringeal
sinir, 6zofagus, omur govdesi veya karina; Birincil timorden farkli bir ipsilateral lobda ayri

timor nodiil(ler)' ii.

Tablo 2.3: Bolgesel Lenf Nodu Tanimlanmasi (N) [42].

N Kategorisi

N Kriteri

NX
NO
N1

N2
N3

Bolgesel lenf diigtimleri degerlendirilemez.

Bolgesel lenf nodu metastazi yok.

Ipsilateral peribronsiyal ve / veya ipsilateral hiler lenf nodlarinda ve intrapulmoner nodlarda
metastaz.

Ipsilateral mediastinal ve / veya subkarinal lenf nodu(lar)' nda metastaz.

Kontralateral mediastinal, kontralateral hiler, ipsilateral veya kontralateral scalen veya

supraklavikiiler lenf nodu(lar)' nda metastaz.
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Tablo 2.4: Uzak Metastazin Tanimlanmasi (M) (c:Klinik p:Patolojik) [42].

M Kategorisi M Kriteri
cMO0 Uzak metastaz yok.
cM1 Uzak metastaz var.

-cM1la Kontralateral lobda ayrilan tiimor nodiilii (ler); plevral veya perikardiyal nodiillerle birlikte
tumor veya malign plevral veya perikardiyal eflizyonlu tiimér. Akciger kanserli gogu plevral
(perikardiyal) efiizyon, tiimdriin bir sonucudur. Bununla birlikte, birka¢ hastada, plevral
(perikardiyal) stvinin ¢coklu mikroskobik incelemeleri tiimor icin negatiftir ve sivi, kanli ve
eksiida degildir. Bu elementler ve klinik yargi, efiizyonun tiimérle iliskili olmadigim dikte
ederse, eflizyon bir evreleme tanimlayicisi olarak diglanmalidir.

-cM1b Tek bir organda tek ekstrathorasik metastaz (tek bir bolgelerarasi diigiimiin iliskisi bile
dahildir).

-cM1c Tek bir organda veya ¢oklu organlarda multipl ekstrathorasik metastazlar.

pM1 Mikroskopik olarak dogrulanmis uzak metastaz.

-pM1la Kontralateral lobda ayrilan timor nodiilii (ler); plevral veya perikardiyal nodiillerle birlikte
timor veya malign plevral veya perikardiyal efiizyonlu timdr (mikroskobik olarak
dogrulanmig). Akciger kanserli ¢cogu plevral (perikardiyal) efiizyon, tiimoriin bir sonucudur.
Bununla birlikte, birka¢ hastada, plevral (perikardiyal) sivinin ¢oklu mikroskobik
incelemeleri tiimor i¢in negatiftir ve sivi, kanli ve eksiida degildir. Bu elementler ve klinik
yargi, eflizyonun tiimorle iligkili olmadigini dikte ederse, efiizyon bir evreleme tanimlayicisi
olarak diglanmalidir.

-pM1b Tek bir organda tek ekstrathorasik metastaz (tek bir bolgelerarasi diigiimiin iligkisi bile
dahildir). Mikroskpoik olarak dogrulanmuistir.

-pM1lc Tek bir organda veya ¢oklu organlarda multipl ekstrathorasik metastazlar. Mikroskopik
olarak dogrulanmustir.

Tablo 2.5: TNM Evrelendirmesi [42].
T N M Evre
TX NO MO Gizli Karsinoma
Tis NO MO 0
T1imi NO MO 1Al
Tla NO MO 1Al
Tla N1 MO 11B
Tla N2 MO A
Tla N3 MO 1B
Tib NO MO 1A2
Tib N1 MO 11B
Tlb N2 MO 1A




13

Tablo 2.6 (devam):

Tib N3 MO 1B
Tilc NO MO 1A3
Tic N1 MO 11B

Tilc N2 MO A
Tic N3 MO 1B
T2a NO MO IB

T2a N1 MO 11B

T2a N2 MO A
T2a N3 MO 1B
T2b NO MO 1A
T2b N1 MO 11B

T2b N2 MO A
T2b N3 MO 1B
T3 NO MO 11B

T3 N1 MO A
T3 N2 MO 1B
T3 N3 MO lnic
T4 NO MO A
T4 N1 MO A
T4 N2 MO 1B
T4 N3 MO Ic
Herhangi bir T Herhangi bir N M1 v

Herhangi bir T Herhangi bir N M1la IVA
Herhangi bir T Herhangi bir N M1b IVA
Herhangi bir T Herhangi bir N M1lc VB

2.1.6. Molekiiler Patoloji

Kanser bilindigi iizere hiicrelerin birtakim farklilagmalar gecirerek kontrolsiiz bir bicimde asir1
cogalmaya baslamasinin sonucunda ortaya ¢ikmaktadir. Normal hiicrelere gore daha hizli
boliinen ve durdurulamayan bu hiicrelerdeki c¢esitli genlerde ekspresyon farkliliklar1 ve
meydana gelen mutasyonlar kanser tipine gore farklilik gdostermekte ve ¢ogu arastirmaci
tarafindan arastirilmaktadir. Bu farkliliklara bakilarak hastalik ve evre teshisi yapilabilmekte,

bunun yaninda yatkinlik derecesi belirlenebilmektedir.

Tirozin kinaz reseptorlerinden epidermal biiylime faktorii reseptorii (EGFR- Epidermal growth

factor receptor)’niin aktive edici etkiye yol acan mutasyonu akciger adenokarsinomalarinin
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%20’sinde tespit edilmistir ve ileri evre akciger kanserinin tanisinda test edilmektedir. Anormal
aktivasyonu ¢esitli sinyal yolaklarini asir1 etkinlestirerek apoptoz inhibisyonu, hiicre gogalmasi,
migrasyon artis1 yollariyla kanser gelisimine katki saglamaktadir. Bunun yani sira asiri
ekspresyonu da kiiciik hiicreli olmayan akciger kanserlerinin %50-90’inda gozlenmistir.
Bunlarin tedavisinde tirozin kinaz inhibitorleri kullanilarak tiimor gerilemesi saglanmaktadir
[43]. ALK (Anaplastic lymphoma kinase) genindeki kromozomal degisiklikler akciger
adenokarsinomlariin %5’inde gozlenmistir. En sik rastlanan degisiklik EML4 (Echinoderm
Microtubule Associated Protein Like 4)-ALK insersiyonudur [44]. Kromozomal degisiklikler
goriilen diger 5Snemli genler ROS1 ve RET genleridir. ikisinin de akciger kanserinde insidansi
%1-2 arasindadir ve yine tirozin kinaz inhibitorleriyle tedavileri 6nerilmektedir [44]. ROS1
degisiklikleri EGFR, KRAS, BRAF ve diger onkogenik degisikliklerle bir arada
goriilebilmektedir [45].

Onkogenik mutasyonlardan KRAS mutasyonu akciger adenokarsinomalarinin %20-30’unda
gozlenmistir. Mutasyonla birlikte RAS yolag aktif kalmakta ve MAPK (Mitojen-aktive protein
kinaz) fosforilasyonu aktiflesmektedir. Bu da hiicre ¢ogalmasi ve tiimor gelisimine neden
olmaktadir [46]. Bunun yam sira daha nadir olmakla beraber diger kanserlerdeki gibi BRAF
mutasyonu da onkojenik degisiklige sebep olmaktadir. Ozellikle meme kanserinde karsilagilan
ve kullanilan ERBB2 (Erb-B2 Reseptor Tirozin Kinaz 2 / HER2) mutasyonu ve amplifikasyonu

akciger adenokarsinomalarinda sirastyla %2-4 ve %10-20 oraninda saptanmaktadir [47,48].

MET protoonkogeni akciger kanserinde biiylik 6neme sahip degisime ugrayan bir diger gendir
ve amplifikasyonu, asir1 ekspresyonu ve mutasyona ugramasi bulundugu sinyal yolaginin
etkilenmesini farkli biyolojik rollerinden 6tiirii ¢esitli kanserlerde timor gelisimini, ilerlemeyi

ve invazyonu artirdigi gosterilmistir [49- 51].

Ayrica bu genler disinda mikroRNA (miRNA) genlerinde meydana gelen degisikliklerin de
timorigenezde etkili oldugu kesfedildikten sonra akciger kanseriyle iligkili miRNA’lar
arastirilmistir. Bunlardan en Onemlisi farkli kromozomlarin ¢ogunlukla frajil bolgelerinde
konumlanmis let-7 (lethal-7) miRNA ailesinin genleridir. Akciger kanserinde bu genlerin
siklikla delesyona ugradigr saptanmistir [52]. Delesyon olmadigi zamanlarda ise tiimor
baskilayici role sahip let-7’nin azalmis ekspresyonu kotii prognozla iligskilendirilmistir [53]. let-
7 ailesinin hedef genleri siklin bagimli kinaz CDKG6, c-MYC ve KRAS gibi onkogenlerdir.
Akciger kanserinde ekspresyonunun azaldigi bilinen bagka bir miRNA ailesi, c-MYC, CREB,
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CDK4/6, MET, BCL-2 gibi onkogenleri hedefleyen miR-34 ailesidir [54]. P53 tarafindan
uyarilan tiimor baskilayici role sahip miR-34’{in bircok kanser tipinde etkisi oldugu

gosterilmistir [55].

Kiigiik hiicreli akciger kanserinde miR-17-92 (miR-17, miR18a, miR-19a, miR-20a, miR-19b-
1, miR-92-1) ailesinin ekspresyon seviyesinin arttig1 bilinmektedir [56]. Bunun gibi ekspresyon
seviyesi veya aktivitesi artarak kanser gelisimine katkida bulunan miRNA’lara onkomir adi
verilmektedir ve tlimor baskilayic1 genleri hedeflemektedirler. Akciger kanserinde onkomir

olarak bilinen bazt miRNA’lar; miR-31 [57], miR-21, miR-200b, miR-375, miR-486 [58]dur.
2.2. MIKRORNA

Insan genomunun yalmzca %1.5’inin fonksiyonel iiriine doniistiiriildiigii bilinmektedir.
Genomun kalan biiyiilk boliimiiniin 6nemi islevsel kiigiik RNA’larin kesfedilmesiyle
anlasilmistir. Bu kii¢ciik RNA’lardan olan mikroRNA’lar (miRNA) tek zincirli, sa¢ tokas1 yapisi
iceren, kodlanmayan RNA’lardir. 19-25 niikleotid uzunlugunda olup negatif gen
diizenleyicileri olarak islev gormektedirler [ 5]. Binlerce insan miRNA’s1 kesfedilmis olup insan
genomunun yaklasik %3’tinii olusturdugu bilinmektedir. Bunun yani sira protein kodlayan

genlerin yaklasik %30 ’unun diizenlenmesinde gorev almaktadir [59].

2.2.1. MikroRNA’larin Tarihgesi

miRNA’lar ilk olarak Lee ve dig. tarafindan 1993’te Caenorhabditis elegans (C. elegans) isimli
nematodta lin-4 (linage-4) geninin tanimlanmasiyla tespit edilmistir. lin-4 bu nematodun larva
gelisiminin zamanlamasini kontrol eden bir gendir ve 22 niikleotidlik bir RNA dizisi transkribe
etmektedir. Bunun yani sira lin-14 mRNA translasyona ugramayan 3’UTR (untranslated
region) bolgesiyle komplementer olup baz eslesmesi ile translasyonunu baskiladigi

gosterilmistir [60]. Moss ve dig. lin-4’iin 1in-28’1 de regiile ettigini bildirmislerdir [61].

2000’de ise Reinhart ve dig. tarafindan yine C. elegans’ta 22 niikleotidlik let-7 (lethal-7) adinda
ikinci miRNA kesfedilmistir [62]. Aym1 ¢alismada bu miRNA’nmn lin-28, lin-41, lin-42
mRNA’larinin fonksiyonlarini inhibe ettigini bulmuslardir [62].

Daha sonraki yillarda ¢ogu ¢ok hiicreli organizmada bunlara benzeyen kii¢iik RNA molekiilleri

kesfedilmis ve mikroRNA (miRNA) terimi kullanilmaya baslanmistir [63].
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2.2.2. MikroRNA Biyogenezi ve Fonksiyonu

MikroRNA lar niikleusta bulunan genetik materyaldeki miRNA genlerinden RNA polimeraz
II tarafindan transkribe edilir. Transkripsiyon sonrasi olusan tirline pri-miRNA adi verilir. Bu
cift iplikli sap- ilmek yapisindaki primer prekiirsor, 1 kb’dan daha biiyiik olabilir ve 5’ cap
(M’G) ile 3’ poli A kuyruguna sahiptir [64]. Niikleusta pri-miRNA RNaz 1l ailesinden bir
enzim olan Drosha ve kofaktérii DGCR8 (DiGeorge syndrome critical region gene-8)
tarafindan kesilerek pre-miRNA’ya doniistiiriiliir. Drosha ve DGCRS8 birlikte mikroiglemci
kompleksi (microprocessor complex) olusturur ve DGCRS ¢ift iplikli RNA molekiiliinii tanir.
Drosha ise bu molekilii iki ucundan keserek 5° ucunda monofosfat, 3’ ucunda 2 niikleotid
hidroksil bulunan pre-miRNA’y1 meydana getirir. Bu prekiirsor molekiil yaklagik 70 niikleotid
uzunlugunda ve hairpin (sag¢ tokasi) yapisindadir. Bazi pre-miRNA’lar birtakim mRNA’larin
cok kisa intronlarindan (mirtron) splicing (uc birlestirme) ve debranching (parcalama) ile

tiretildigi icin Drosha-DGCRS8 adimini atlar [65].

Olusan pre-miRNA, niiklear bir tasima reseptorii olan Exportin 5 ile Ran (Ras-related nuclear
protein)-GTP bagimli olarak sitoplazmaya tasinir. Sitoplazmada yine RNaz III ailesinden bir
endoniikleaz olan Dicer ve ¢ift zincirli RNA’y1 tantyan TRBP (transactivating response RNA
binding protein) ile kesilir. Islem sonunda 18-24 niikleotidlik cift iplikli miRNA:miRNA
dubleksi olusur [66]. Bazi pre-miRNA’larda RNaz-H benzeri endoniikleaz aktivitesine sahip
Argonaute 2 preoteini (AGO2) 3’ ucundan kesim yaparak Dicer’in islevini destekleyebilir. Bu
durumda ac-pre-miRNA (AGO2-cleaved precursor miRNA) adi verilen bir ara {irlin olusur

[65]. Daha sonra miRNA dubleksi meydana getirilir.

AGO?2 proteini, Dicer ve TRBP kompleksine katilarak RISC (RNA-induced silencing complex)
ad1 verilen bir riboniikleoprotein kompleksini meydana getirir. Mevcut miRNA dubleksinden
biri de bu komplekse katilacaktir. AGO2 bu dubleksten 5’ ucu daha kararli olan1 segerek
RISC’e dahil edilmesini saglar. Bu iplik kilavuz iplik (guide strand) adini alir. Diger RNA ipligi
ise yolcu ya da anti-kilavuz iplik olarak adlandirilmaktadir [67]. Cogunlukla yikima ugrar fakat
nadiren miRNA olarak islev gérmek iizere RISC’e dahil olabilir [65]. miRNA biyogenezi Sekil
2’de gosterilmektedir [68].

miRNA’lar RISC’e katildiktan sonra hedefledikleri mRNA’nin yikimina sebep olabilir ya da
bu mRNA’nin translasyonuna engel olabilir. Hedef mRNA’ nin genellikle 3> UTR bdlgesi ile
(5’UTR ya da agik okuma gergevesinde (ORF- open reading frame) de olabilir) miRNA’nin 5’
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ucundaki ¢ekirdek (seed) ad1 verilen 6- 8 niikleotidlik dizisi tamamen komplementer ise RISC
mRNA’y1 degrede eder. RISC’e katilan miRNA’larin mRNA deadenilasyonuyla poli-A
kuyruklarmi kaybederek ve 5’ cap yapilarini yok ederek bu degredasyonu tetikledigi
belirtilmistir. Poli-A kuyruklar1 ve 5° cap yapilarim1 kaybeden mRNA’lar kararliliklari
kaybederek AGO2 proteinlerinin hedefleri olurlar ve bu proteinler RNaz aktivitesi gostererek
ilgili mRNA’nin yikiminm1 saglar [69]. mRNA’nin 3’ucu ile miRNA’nin ¢ekirdek bdolgesi
arasindaki komplementerlik azaldik¢a hedef mRNA’nin translasyonu baskilanabilmektedir.
Mekanizma kesin olarak belirlenemese de hedef mRNA seviyesi artarken protein seviyesinin
degismedigi dolayisiyla translasyonel baskilanmanin mevcut oldugu tahmin edilmektedir [70].
Baz1 calismalar Okaryotik hiicrelerde translasyon baslama faktorlerinden elF-4F nin
aktivitesiyle ribozomun 40S ve 60S alt birimlerinin birlesmesinin 6nlendigini, baska bir yol
olarak RISC’in,

translasyonun uzama asamasinda ribozomal kompleksin mRNA’dan

ayrilmasina sebep olarak translasyonu baskiladigini ileri siirmiistiir [71].

DNA
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Sekil 2.2: miRNA Biyogenezi [68].
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miRNA’lar biitiin bunlarin yan1 sira hedef mRNA’larin ifadesinin artmasini da saglayabilirler.
AGO2’ye bagl olgun miRNA’lar, FXR1-iso-a proteini (Fragile X mental retardation related
protein 1) ile birlikte hedef mRNA’nin A (adenin) ve U (urasil) yoniinden zengin bolgelerine

baglanarak ifadesini artirabilmektedir [72].

2.2.3. MikroRNA-Kanser liskisi

miRNA’lar post-transkripsiyonel seviyede gen ekspresyonunu diizenleyen RNA
molekiilleridir. Dokuya spesifik olarak ifade edilirler ve hiicre farklilagmasi, proliferasyonu ve
apoptoz gibi hiicresel yolaklarda ©onemli roller {istlenirler. Ayni zamanda kanserle
iliskilendirilmis lokuslarda ya da frajil bolgelerin %50’sinden fazlasinda konumlanmis olmalari
kanser patogenezindeki 6nemlerini ortaya ¢ikarmistir [73]. miRNA’lar hedef mRNA’larinin
fonksiyonuna bagli olarak onkogen veya tiimor baskilayict 6zellikte olabilmektedir. Bir
onkogenin ekspresyonunu diizenleyen miRNA’lar timor baskilayict miRNA’lar olarak
adlandirilmaktadir. Bu miRNA’larin ekspresyon seviyelerindeki azalma onkogenin
ekspresyonunu artiracagindan karsinogeneze katki saglamaktadir. Onkogen ozelligi gosteren
miRNA’lar (onkomir) ise tiimor baskilayict genlerin translasyonuna engel olduklarindan
kanserlesmeye sebep olabilirler [74]. miRNA’larin bu rollerinin kesfedilmesi sonrasinda farkl
kanser tiplerinde miRNA ekspresyonlarinin seviyeleri ve degisimleri incelenmis, normal ve
timorlii  dokular arasinda farkli seviyelerde eksprese edilebildikleri veya mutasyon,
polimorfizm gibi cesitlilik barindirabildikleri gériilmiistiir. Ik olarak 2001 yilinda Kronik
Lenfositik Losemide (KLL) siklikla goriilen delesyona ugrayan 13q14 bolgesinde miR-15a ve
miR-16-1 kodlayan genlerin bulundugu tespit edilmistir. Daha sonra yapilan arastirmada KLL
hastalarin yarisindan fazlasinda bu miRNA’larin ekspresyonlarinin azaldigi ya da hig

yapilmadigr gosterilmistir [75].

Bu caligmalarla miRNA’larin ekspresyon profillerinin kansere yatkinlikta, progresyonunun
Ongoriilmesinde veya tan1 amagli kullanilabilir biyobelirtegler olduklar: fikri ortaya atilmistir.
Ornegin; miR-16-1 KLL’de, miR-146a, miR-196a-2 meme kanserinde ve let-7a akciger
kanserinde tan1 amagli degerlendirilmektedir. Ayrica miRNA profilleri kanserlerin alt tiplerinin
belirlenmesi i¢in de kullanilabilmektedir [76]. miRNA ekspresyon seviyelerinin yani sira
miRNA iligkili tek niikleotid polimorfizmleri (miRSNP) de biyobelirte¢c ve terapdtik hedef
olarak kullanilmak tizere arastirilmaktadir. Farkli miRSNP’ler gen ekspresyonu

diizenlemesinde farkli etkilere sahiptir. Bu miRSNP’ler genel olarak; miRNA genlerindeki
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SNP’ler, miRNA biyogenezinde ve islenmesinde gorevli genlerdeki SNP’ler ve hedef genlerde
bulunan miRNA baglanma bolgesindeki SNP’ler olmak tiizere ii¢ grupta incelenmektedir.
SNP’lerin ekspresyon seviyesine etkisi ise bulundugu bolgeye gore degismekte ve boylece

genetik hastaliklara yatkinlik veya direng saglayabilmektedir [77].

2.2.4. Akciger Kanserinde MikroRNA’lar

Akciger kanserinde miRNA ekspresyon seviyeleri ile iligkili bir¢ok ¢alisma bulunmaktadir.
Ormegin; miR-17-92 ailesinin (MiR-17, miR-18a, miR-19a, miR-20a, miR-92-1) ekspresyon
diizeyinin kiigiik hiicreli akciger kanserinde arttigi tespit edilmistir [78]. let-7 ailesinin ise
akciger kanseri dokularinda azalmis ekspresyon seviyesine sahip olduklar1 gosterilmistir [79].
miR-21, miR-486, miR-375 ve miR-200b’nin artmis ekspresyon diizeyleri gézlenmistir [80].
Bu ¢alismalarin yani sira benzer bir ¢alismada miR-574-5p ve miR-1254’{in biyobelirteg olarak
tanida kullanilmasi 6nerilmektedir [81]. Bunlarin yani sira miR-34, akciger kanserinde ve baska
insan kanserlerinde (pankreas, kolon, glioma) ekspresyon seviyesinin diistiigii bilinen bir
miRNA ailesidir [5, 6, 8, 9].

Bunun yani1 sira; miRNA genlerinde, hedeflerinin genlerinde ve sentezinde gorevli genlerde
bulunan SNP’lerin pozisyonlarina bagli olarak akciger kanseri riskini etkiledigi
ongoriilmektedir. miRNA sentezinde gorevli genlerle ilgili yapilan bir calisjmada AGO1
tizerinde bulunan rs636832 (A/G) polimorfizminin guanin (G) alleline sahip bireylerin akciger
kanserine yakalanma ihtimallerinin daha diisiik oldugu bildirilmistir [82]. miRNA genlerindeki
polimorfizmlerin hastalik riskine katkisi arastirilan bir galismada miR-196a2 rs11614913 (T/C,
Timin/Sitozin) TT genotipinin akciger kanseri riskine karst bireyleri koruyor olabilecegi

bulunmustur [83].

miRNA’larin hedef genlerinin miRNA ile iliski kuracaklar1 3 UTR’sinde bulunan SNP’ler de
kanser gelisimine katki saglayabilmektedir. Anti-apoptotik bir protein olan BCL2 geninin 3’
UTR’sindeki yeni bir miRNA baglanma bolgesi olusturan rs1564483 (G/A) polimorfizmiyle
akciger kanseri arasindaki iliski incelenmistir. A allelinin diisiik akciger kanseri riski ile ve ileri
evre kiigiik hiicreli olmayan akciger kanseri hastalari i¢in daha iyi sagkalim sunmasi ile iligkili

oldugu gozlenmistir [84].
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Sonug olarak yapilan ¢alismalar miRNA genlerini, baglanma bolgelerini, hedeflerini etkileyen
genetik degisikliklerin hiicresel protein diizeyleri {izerinde biiylik 6l¢lide 6nem arz ettigini ve

genetik hastaliklarin gelisiminde katki saglayabilecegini gostermektedir.

2.2.5. miR-34 Ailesi

Memelilerde miR-34 ailesi iki farkli genden kodlanan 3 miRNA’dan olusmaktadir (miR-34a,
miR-34b ve miR34c). miR-34a kendi transkriptini kodlarken, miR-34b ve miR-34c aym

promotoru ve primer transkripti paylasmaktadir [85].

miR-34a 1p36.22 lokasyonunda bulunmaktadir. 110 bp transkriptten olusturulan olgun miRNA
22 niikleotidden olusmaktadir [86]. miR-34b ve miR-34c 11g23.1 lokasyonunda
bulunmaktadir. Sirasiyla 84 ve 77 bp transkript kodlayan bu genden ikisi de 23 niikleotid igeren
iki miRNA’ya olgunlastirilir [87, 88] (Sekil 3).

SRS ~30 kbp miR-34a

i i
1p36 /-BE}-C‘ E2 —

CpG Adasi

miR-34b/'c
BTG4 miR-34b miR-34c

1123 E2 —

CpG Adasi

Sekil 2.3: Insan miR-34a, miR-34b ve mir34c genlerinin genomik lokasyonu [85]. Yukarida siyahla
gosterilen kutular miRNA hairpinlerini, beyazla gosterilenler ekzonlar1 temsil etmektedir. Taranmig
kutular ise P53 baglanma bolgelerini gostermektedir [85].

Asagidaki sekilde (Sekil 4.) miR-34a, miR-34b ve miR-34c¢ ‘nin hairpin yapilari, tabloda (Tablo
7.) bu miRNA’larin olgun formlarimin dizileri verilmis ve ¢ekirdek dizileri gdsterilmistir [85,
89, 90, 91]. Buna bakildiginda hedef mRNA ile asil iligkiyi kuran ¢ekirdek dizilerinin yiiksek
derecede benzerlik gosterdigi goriilmektedir. Dolayisiyla bu miRNA’larin hedef genlerinin

ayni olabilecegi, ayn1 yolaklarda benzer islev gosterebilecekleri tahmin edilmektedir.
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Sekil 2.4: miR-34a, miR-34b ve miR34c¢ ‘nin hairpin yapilar1 [89, 90, 91].

Tablo 2.6: Olgun miRNA’larn dizileri [85].

mMiRNA Dizi

hsa-miR-34a 5’-UGGCAGUGUCUUAGCUGGUUGU-3’
hsa-miR-34b 5’-UAGGCAGUGUCAUUAGCUGAUUG-3’
hsa-miR-34c 5’-AGGCAGUGUAGUUAGCUGAUUGC-3’

((hsa: Homo sapiens) Kalin harflerle gosterilen dizi bolgeleri miRNA’nin ¢ekirdek dizisini gostermektedir.)

miR-34, akciger kanserinde ve diger insan kanserlerinden bazilarinda (pankreas, kolon, glioma)
ekspresyon seviyesinin diistligli bilinen bir miRNA ailesidir [5, 6, 8, 9]. Yapilan ¢alismalarda
1p36 bolgesindeki delesyonlarin ndroblastoma, glioma, meme kanseri, kii¢iik hiicreli olmayan
akciger kanseri, kiigiik hiicreli akciger kanseri, melanoma, kolorektal kanser gibi ¢esitli insan
kanserlerinde gozlenmistir [92]. Gallardo ve dig. yaptiklar1 bir ¢alismada kiiclik hiicreli
olmayan akciger kanserine sahip insanlarin timér dokularinda miR-34a ekspresyonunun
azaldigin1 ve bu diisiik ekspresyon seviyesi ile artmis niiks riski arasinda bir iligki oldugunu
gostermistir  [93]. miR-34a’nin diisiik ekspresyonu kolon kanseri, akciger kanseri,
noroblastoma ve glioblastomada da gosterilmistir [10, 94, 95,]. Bununla birlikte malignant
melanoma, kolon kanseri ve oral kanserde miR-34b/c’nin de DNA metilasyonuyla ekspresyon

seviyesinin azaldig1 bildirilmistir [105, 106, 107].
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miR-34 ailesinin baskiladig1 genler arasinda SIRT1 (Sirtuin 1), MET, MYC, BCL2, CDK4/6,
NOTCH1, E2F3 gibi hiicre dongiisiinde ve apoptozda rol oynayan, hiicre i¢in son derece 6nemli
oldugu bilinen genler bulunmaktadir [7, 10, 11, 96, 97]. He ve dig. (2007) yaptiklar1 ¢alismada
miR-34 ailesinin P53 tarafindan diizenlendigini ortaya ¢ikarmiglardir [98]. P53’iin miR-34
genlerinin upstream bdlgesinde bulunan P53 cevap elementine baglandig1 ve miR-34’{in de
dahil oldugu bir¢ok miRNA’nin ekspresyonunu artiran bir transkripsiyon faktorii olarak is

gordiigii gosterilmistir [10, 98, 99, 100].

miR-34’ilin; P53’lin rol oynadig1 yolaklarda CDK4 ve siklin E2’yi baskilayarak rol oynadigi
bildirilmistir [98]. Arastirmalar sonrasinda miR-34a’nin apoptozu ve G1 fazinda durdurulmayi
tesvik ettigi bulunmustur. Tiimdr baskilayici 6zelligi ortaya ¢ikarilan miR-34a’nin E2F yolagini
inhibe edip P53/P21 yolagini aktive ettigi ve hiicre dongiistinii durdurdugu kesfedilmistir [97].
Bunu siklin D1 ve CDK6’y1 hedefleyerek gergeklestirdigi bilinmektedir [98]. Bunun yani sira
miR-34b ve miR-34c’nin de P53’i hedefleyerek hiicre proliferasyonu ve biiyiimesini kontrol

ettigi bulunmustur [101].

DNA hasan onkogenik stres diger stresler

¥ 4 ¥
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3

transkripsiyonml-l aktivasyonu
<>
GADDA45 @
transkripsiyon sonrasi
gen sessizlesgtirme
BV

l<f DG e

hiicre biiyiimesi hayati idame apoptoz

Sekil 2.5: miR-34"in gorev ve hedefleri [98].

Genel olarak onkogen aktivasyonu, replikasyon stresi, telomer kisalmasi ve oksidatif stres gibi

etkenler sonucu DNA hasar1 meydana gelir ve P53’tin ATM-kinazlar tarafindan aktivasyonu
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gergeklestirilir. P53 korunmus baglanma bdlgelerine baglanarak miR-34’iin de aralarinda
bulundugu hedef genlerin ekspresyonunu artirir. Drosha ve Dicer kompleksleriyle islenen ve
olgun hale gelen miR-34 aile iiyeleri RISC kompleksi vasitasiyla hedeflerinin translasyonunu
inhibe eder. Bunun sonucunda hiicre biiylimesi engellenerek apoptoz tesvik edilir. Dahasi,

G1’de durdurulma, yaslanma ve migrasyonun inhibisyonu da meydana gelir [85].
2.2.5.1. miR-34a rs35301225 Polimorfizmi

miR-34a, 1. kromozomdan 9.151.668-9.151.777 nikleotidler arasindan kodlanmaktadir.
Polimorfizm ise 9.151.743. niikleotidde bulunmaktadir [108].
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Sekil 2.6: miR-34a geninin genomik lokasyonu [109].
Dizi bilgisi [108];

>gnl|dbSNP|rs35301225|allelePos=301|totalLen=601|taxid=9606|snpclass=1|alleles="A/C/T|
mol=Genomic|build=131

GCAAACACTGGCTACTATTCTCCCTACGTGCAAACTTCTCCCAGCCAAAAGCCGC
CCACACCAAGCCCCTGTGCCTTTTTCCTTCCGCACCCACGAGCAGGCTGCTCCTGG
GGCCCTGGAGCTCACTTTCCCAGCCGCCCTCACCACCCACCGTGGCGCAGAAGAG
CTTCCGAAGTCCTGGCGTCTCCCACTGGTCTGGGCATCTCTCGCTTCATCTTCCCT
CTTGGGCCCCACAACGTGCAGCACTTCTAGGGCAGTATACTTGCTGATTGCTTCCT
TACTATTGCTCACAACAACCAGHTAAGACACTGCCAAAGAAACACTCACAGCTG
GCCGGTCCACGGCATCCGGAGGGGACTCGGGGGACAGGCCTGTCCTGCCTCTCCC
CAGCACCTGTTGATAAGAAGGAAATGTGGGGAGGAAAGAAAGGATGCAGGAGG
CCGAGGTGGGAGGATCGCTTCAGGCCAGGAGTTCAAGACCAGCCCAGGCAACTA
GCAAGACTCCATCTCTACAAAAAAATTTTAAAAATTAGCCAGGCATGGTGACATG
CGTGCCTGTAGTCCTAGCTACTGGAGAGGCCAGGGCAGGAGGATCGCTTGAG

Yukarida verilen dizide H; C, T ya da A niikleotidlerini ifade etmektedir. Polimorfizm meydana

geldiginde C allelinin yerini T ya da A almaktadir.
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2

b

Sekil 2.7: a. Normal miR-34a'nin olgun yapisi. b. Polimorfik miR-34a'nin olgun yapisi [110].

Bu polimorfizm miRNA’nin olgun dizisinde yer almaktadir ve miR-34a’nin ikincil yapisini
degistirdigi tahmin edilmektedir [110]. Asagida normal ve polimorfik miR-34a’nin tahmini
ikincil yapist gosterilmistir (Sekil 7, Sekil 8) [110]. Kirmizi renkle gosterilen bolge miRNA’ nin
olmayan bir loop (ilmek) olugmaktadir. Bu yapr degisimi miRNA’nin fonksiyonunu
etkileyebilmektedir.

2.2.5.2. miR-34b/c rs4938723 Polimorfizmi

miR-34b ve miR-34c¢ 11. kromozomdan sirastyla 111.512.938-111.513.021 ve 111.513.439-
111.513.515 niikleotidleri arasindan kodlanmaktadir [111].
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Sekil 2.8: miR-34b ve miR-34c genlerinin genomik lokasyonu [112].
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Dizi bilgisi [111];

>gnl|dbSNP|rs4938723|allelePos=501|totalLen=1001|taxid=9606|snpclass=1|alleles="C/T'|mol
=Genomicl|build=150

TCCTTGGGCAGTTCTTTAGTTGTTTTAATAGTGTGAGTTTGTAGTTTGTATTGAAT
GATCCAGATGACCTGCCCCTGTTCATGTTACTTGTGGCATCTATGAGACCATTTGC
TGGTTTTAGGGAATCAATCTATAGGTGGGAAGTTTTCTTTTGCAGAAACTAATTTA
GAACTAAGCCTTTGGTGTCAGCAATGGGTGCTCTATACTGGATGCATGAAGACCA
TATTTCTAGGGGAGGCTGCTTCCAGCTGAATTTCACAAGGTGAGGATAAAGAGAA
CATTCCTTATCCTCTCCTGATTAATTCATTAAAGGCAAAGGAGGGGAAGGAAAGT
TATTAGCAGAGATCTCCCAGAAGTCCTCTGTAACTGTCCCTTTTGCCCAACTGTCA
CAAGATACTGTTTTTCTGGCATCCACAGCCCTAACCCTGAATATCCAAATGTACTC
GTGCATCAAGGATCTACTCAAGTCTCACCTCCTCTGGGAACCTTCTTTGACCTATY
ACAGCTCTCATTGAGGACCTCCCTTCTATTTCTGATACAAATAGTTTCTACTATTC
TAAATAGTCCCTAGTTTAGTAATTTATTATATATATACTGTCTTGAATGGTATGGC
CTTGATCTCAAGAGGACCACGATTTGATGTAACTAACAAGCTGCCTGGCTCACTA
TTTGACTAGAAGGCCCAGGCTTCACATCACTGCATGGCCCTCTAAGAGTATAAGG
CCAAGTCCCCAACAGAGCACAGAGGTGCAGATGAGACTCTCCAAGCCATCCTCCC
ATATGTCAGAGGCTACCCAAGCCCACCTCCATTTGGAAAATTCAAACCTATAATT
TGAGGTACCTGGGAAGCCGCTTTCCCAGGGCGGAATGGTCACGGAAACTGGGTA
GGCTGGGGGCCTTCTTGGGGAATGAGGGAGTGGAGGAGCTCTTTGTCCCTCCTGC
TAGATCAGAAAGAGAAACGTCTCAAGAATCTGGGCCTCCATCTTCTAGGCGTCTC
CCTT

Bu iki miRNA ayni kromozomda yakin lokuslarda bulunmaktadir ve ortak promotoru ve primer
transkripti (pri-miR-34b/c) paylasmaktadir. Promotor bolgesinde tanimlanmig olan SNP
(rs4938723); 111.511.840. niikleotidde T’nin C’ye degisimiyle meydana gelmektedir [111].
Polimorfizmin promotor bolgesinde bulunmasi olgun miR-34b/c’nin ekspresyonunun ve/veya

fonksiyonunun ve dolayisiyla hedef genlerinin degisiminde 6nemli olabilir.
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GAT A-X: conserved sequence: R- ATAG -W

-«

CCTCTGGGAACCTTCTTTGACCTAT(C/TIMCAGCTCTCATTGAGGACCTCC
CTICTATTTCTGATACAAATAGTTIC TACTATIC TAAATAGTCCCTAGTTITA
GTAATITATTATATATATACTGTCTTGAATGGTATGGCC TIGATC TCA
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e
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Sekil 2.9: pri-miR-34b/c’nin promotor bolgesindeki SNP rs4938723'in lokasyonu ve yapist [113].
Beyaz ve siyah kutular sirsiyla eksonlart ve miRNA hairpinlerini gostermektedir. En solda P53
baglanma bdlgesi bulunmaktadir. Siyah c¢izgi CpG adasimt belirtmektedir. 1s4938723 promotor
bolgesinde bulunmakta olup sagi isaret eden ok transkripsiyon yoniinii gostermektedir.

rs4938723 transkripsiyon baglama bolgesinde 423 bp yukarida, CpG adasinda meydana gelen
bir SNP’dir. Web tabanli SNP analiz aract TFSEARCH 1.3’e gore buradaki T/C degisimi
tahmini GATA-X transkripsiyon faktorlerinin, promotordaki (A/T)-G-A-T-A-(A/G) korunmus
dizisine baglanmasin etkilemektedir. Bu da karsinogenezle iliskili yolaklarda rol alan hedef
genlerin ekspresyonlarinin direkt olarak aktive edilmesine ya da baskilanmasina yol

acabilecektir [114, 115].
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3. MALZEME VE YONTEM

3.1. KULLANILAN ARAC VE GERECLER

Bu c¢alismaya, Zonguldak Biilent Ecevit Universitesi Tip Fakiiltesi Egitim ve Arastirma
Hastanesi Onkoloji Anabilim Dali’nda histopatolojik olarak akciger kanseri tanisi konmus,
akraba olmayan 100 hasta (caligma grubu) ve herhangi bir inflamatuar hastaligi olmayan 100
saglikli birey (kontrol grubu) dahil edilmistir. Bilgilendirme isleminin ardindan tiim goniillii
bireylerin rutin kontrolii i¢in verdikleri kanin 2ml’si EDTA’I tiiplere alinmistir. Periferik
dolagimdaki 16kositlerden PureLink® Genomic DNA Mini Kit ile DNA izolasyonu yapilmistir.
Elde edilen DNA’lar analizi yapilana kadar -20°C’de saklanmistir. miR-34a ve miR-34b/c gen
polimorfizmlerinin genotiplenmesi i¢in oncelikle uygun primerler tasarlanarak PCR ile ilgili
diziler c¢ogaltilmigtir. Daha sonra segilen restriksiyon enzimleri ile kesim reaksiyonu
gerceklestirilmistir ve agaroz jel elektroforezi yontemi ile analiz edilmistir. Elde edilen veriler

istatistiksel olarak degerlendirilmistir.

3.1.1. Alet ve Cihazlar

A\

Thermal Cycler (BIO-RAD T100™)

Buzdolab1 (Bosch)

Buzdolabi (Altus)

Mikrosantrifiij (Niive NF 048)

Minisantrifiij (Isolab)

Vorteks (Niive NM 110)

Termal Blok (Inovia UHB-1)

Etliv (Niive EN 500)

Mikropipet seti (Thermo Scientific — Finnpipette, Sartorius, Isolab)
Mikrodalga Firin (Altus ALMD 17B)

Manyetik Karistirict (Niive MK 418)

Elektroforez Gii¢ Kaynagi (Thermo Scientific EC 300XL)
Elektroforez Tanki (JUNYI®)

Jel Dokiimantasyon Sistemi (Vilber Lourmat Bio-Print ST4, Cedex, France)
Derin Dondurucu (Bosch)

Otoklav (Niive)

V V V V V V VYV V V VYV V V VYV V VY
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» Spektrofotometre (Mecasys- Optizen)
» Hassas Terazi (Rad-Wag)

3.1.2. Kimyasal Malzemeler

Y

PureLink Genomic DNA Mini Kit (invitrogen by life technologies)
dH20 (distile su) (Eczacibasi)

Trizma base (Sigma T1503)

Asetik Asit (Merck — UN 2789)

Etilendiamin tetraasetik asit (EDTA) (Sigma 3341160)
Ethidium Bromide (EtBr) (Sigma E-7637)

Orange G (Sigma — 07252-25G)

Disodyum EDTA (Na2EDTA) (Thermo Scientific — 17892)
Gliserol (Aklar Kimya)

Ethanol Absolute (>%99.9) (Isolab chemicals UN1170)
Agaroz (life technologies)

100 bp DNA Ladder (Thermo Scientific GeneRuler 100bp)
50 bp DNA Ladder (Thermo Scientific GeneRuler 50bp)
10X Taq Buffer (+(NH4)2SO2, -MgCl2) (Thermo Scientific)
2 mM dNTP Mix (Thermo Scientific)

25 mM MgCl; (Thermo Scientific)

Dimetil siilfoksit (DMSO) (VMR Life Science)

Taq DNA Polimeraz 5U/ul (Thermo scientific)

Primerler (Oligomer — 100nmol)

Ddel restriksiyon enzimi (Thermo Scientific)

Msel restiksiyon enzimi (Thermo Scientific)

V VV VYV V V VYV V V VYV V V VY V V V VYV V V VY V

Bccl restriksiyon enzimi (New England BioLabs)

3.1.3. Cozeltiler

> 50X Tris-Asetik asit-EDTA (TAE) Tamponu

242 g Tris baz

57.1 ml asetik asit
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37.2 g Na2EDTA

Distile su ile 1000 ml’ye tamamlanir. Bir gece boyunca manyetik karistiricida ¢éziinmesi

saglanir.

> Elektroforez Yiiriitme Tamponu

Hazirlanan 50X TAE’den 20 ml alinir, distile su ile 1000 ml’ye tamamlanir.1X’lik TAE

yiirlitme tamponu hazirlanmis olur.

> Orange G Cozeltisi

2.232 g Na,EDTA

200 mg Orange G

60 ml Gliserol

40 ml distile suda ¢ozilir.

> %3’luk Agaroz Jel Cozeltisi

200 ml 1X TAE Tamponu
6 g Agaroz
10 ul Ethidium Bromide

> %1.5’1lik Agaroz Jel Cozeltisi

200 ml 1X TAE Tamponu
3 g Agaroz

10 ul Ethidium Bromide
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3.2. KULLANILAN YONTEMLER
3.2.1. Periferik Kandan DNA izolasyonu
3.2.1.1. Prensip

Periferik kanda bulunan hiicreler niikleaz inhibitorii guanidin HCI varliginda, proteinlerin
degredasyonunu saglayan proteinaz K ile inkiibe edilir. Bu islemle hiicrelerin pargalanmasi
saglanir. A¢iga ¢ikan hiicresel niikleik asitler spin kolona yerlestirilmis silika tabanli membrana
baglanirlar. Bu 6zel matriksteki fiberlere baglanan niikleik asitleri kontaminasyona veya
safsizliga sebep olabilecek hiicresel elemanlardan ve ortamdaki diger molekiillerden arindirmak
icin yikama ve santrifiigasyon islemleri gergeklestirilir. Sonrasinda diisiik yogunluklu tuz

elisyonu ile fiberlere bagli olan niikleik asitlerin bu yapidan ayrilmasi saglanir.
3.2.1.2. Protokol

Toplanan kanlarin 200 upl’si ile PureLink Genomic DNA Mini Kit (invitrogen by life
technologies) kullanilarak iiretici firmanin asagidaki protokoliine gore DNA izolasyonu

gerceklestirilmistir.

Protokol:

1. 55 °C'de su banyosu veya 1s1 blogu hazirlanir.

2. Steril bir mikrosantrifijj tiipiine, 200 pL taze veya donmus kan 6rnegi eklenir.
3. Ornege 20 uL Proteinaz K eklenir.

4. Ornege 20 pL RNase A eklenir, karistirmak icin kisaca vortekslenir ve 2 dakika oda

sicakliginda inkiibe edilir.

5.200 pL PureLink® Genomic Lysis Binding Buffer eklenir ve homojen bir ¢ozelti elde etmek

i¢in iyice vortekslenir.
6. Proteinlerin par¢alanmasini tesvik etmek igin 55 © C'de 10 dakika inkiibe edilir.

7. Lizat'a 200 pL %96-100 etanol eklenir, homojen bir ¢6zelti elde etmek i¢in 5 saniye boyunca

vortekslenir.
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8. Bir toplama tiipii ve bir PureLink® Spin Column'u (spin kolon) paketten ¢ikarilir.

9. PureLink® Genomic Lysis Binding Buffer ve etanol ile hazirlanan lizat (~ 640 pL)
PureLink® Spin Kolonu'na eklenir.

10. Oda sicakliginda 1 dakika boyunca 10.000 x g'de santrifiijlenir.

11. Toplama tiipti atilir ve spin kolon kitle birlikte verilen temiz bir PureLink® toplama tiipiine

yerlestirilir.

12. Kolona etanol ile hazirlanan 500 pL. Wash Buffer 1 eklenir.

13. Oda sicakliginda 1 dakika boyunca 10.000 x g'de santrifiij edilir.

14. Toplama tiipii atilir ve spin kolon temiz bir toplama tiipiine yerlestirilir.
15. Kolona etanol ile hazirlanmis 500 uL Wash Buffer 2 eklenir.

16. Kolonu 3 dakika boyunca maksimum hizda oda sicakliginda santrifiij edilir. Toplama tiipii

atilir.
17. Spin kolon steril bir 1.5 mL mikrosantrifiij tiipiine yerlestirilir.
18. Kolona 25-200 pL PureLink® Genomic Elution Buffer eklenir.

19. Oda sicakliginda 1 dakika inkiibe edildikten sonra kolon oda sicakliginda 1 dakika boyunca

maksimum hizda santrifiijlenir. Tiip saflastirilmis genomik DNA igerir.

20. Ikinci bir eliisyon asamas1 ayn1 hacimde Elution Buffer kullanilarak gergeklestirilir. Kolon

oda sicakliginda 1,5 dakika maksimum hizda santrifiijlenir.

21. Tipe akan genomik DNA igeren buffer DNA’nin saklanacagi mini santrifiij tiiplerine

aktarilir ve -20 °C'de uzun siire saklanabilir.

3.2.2. Primer Tasarim ve Restriksiyon Enzimi Sec¢imi

NCBI (National Center for Biotechnology Information-Ulusal Biyoteknoloji Bilgi Merkezi)’in
kisa genetik varyasyonlarin bilgilerini derlemek i¢in olusturdugu dbSNP veritabaninda

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP/) polimorfizmlerin ID’leri taranarak dizi bilgileri saglandi


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP/
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(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP/snp_ref.cgi?do_not_redirect&rs=rs35301225 /
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP/snp_ref.cgi?do_not_redirect&rs=rs4938723). Bu
diziler, mevcut kesim bolgeleri ve restriksiyon enzimlerinin haritasini ¢ikarmaya yarayan
online bir ara¢ olan NEB Cutter (http://nc2.neb.com/NEBcutter2/) adresine kopyalandiktan
sonra polimorfizmi taniyan enzimler belirlenerek aralarinda diziyi en az lokustan kesenler
secildi. Daha sonra enzimlerin diziyi bir bolgeden kesebilecegi niikleotid araliklar1 belirlenerek

bu diziye primer tasarlama caligmalar1 gergeklestirildi.

Primer tasariminda temel olarak Primer 3 programini kullanan NCBI’1n primer tasarlama arac1
Primer-BLAST (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/) ve PerlPrimer
uygulamasindan yararlanildi. Edinilen primer ¢iftlerinden Tm ve %GC oran1 uygun olanlar,
kendileri ve birbirleriyle komplementer baz eslesmesi yapmayanlar segilerek online bir primer
Ozellikleri  hesaplayicis1  olan  OligoCalc  (Oligonucleotide  Properties  Calculator-

http://biotools.nubic.northwestern.edu/OligoCalc.html)’ta kontrol edildi.

miR-34b/c i¢in tanima bdlgesi bu genin polimorfizmine spesifik olan enzim bulunamadigi igin
primer tasarlanirken forward primer (ileri primer)’de baz degisikligi yapilmigtir. SNP’nin
oldugu bazin upstream’inde bulunan bazlardan 3.sii (T) primer siparis edilirken C olarak
yazilmis ve orada bir kesim bolgesi olugmasi saglanmistir. Bu stratejiyi iceren PCR-RFLP
yontemi; PCR-ARFLP (Polymerase Chain Reaction- Artificial-Restriction Fragment Lenght
Polymorphism / Polimeraz Zincir Reaksiyonu- Yapay Restriksiyon Par¢a Uzunluk

Polimorfizmi) olarak isimlendirilmektedir.

3.2.3. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR)

[zole edilen DNA’larin kalitesi ve saflig1 spektrofotometrede 260 ve 280 nm dalgaboylarindaki
Olctimler kullanilarak degerlendirildi. PCR’da kullanilabilecek konsantrasyonda olacak sekilde
ayarlandi (25-50 ng). miR-34a ve miR-34b/c gen amplifikasyonlari PCR yodntemiyle

gerceklestirildi. Kullanilan forward ve reverse (ileri ve geri) primer dizileri asagidaki gibidir:
miR-34a F: 5> CAA ACA CTG GCT ACT ATT CTCCCT A 3’
miR-34a R: 5 ATC CTT TCT TTC CTC CCC ACATTTC 3’

miR-34b/c F: 5> CCT CTG GGA ACC TTC TTTGACCCA T3’


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP/snp_ref.cgi?do_not_redirect&rs=rs35301225
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP/snp_ref.cgi?do_not_redirect&rs=rs4938723
http://nc2.neb.com/NEBcutter2/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/
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miR-34b/c R: 5° CTC TGT TGG GGA CTT GGC CTT ATA 3’

Her bir 6rnek i¢in toplam 25 pl reaksiyon hacminde PCR ortami hazirlandi. Reaksiyon tiipiine
1 mM 1X Taq Buffer, 1,5 mM MgCly, 0,2 mM dNTP mix, 30 pmol primerler, 25-50 ng DNA
ve 1U Taq polimeraz enzimi eklendi. Amplifikasyonlar “Biorad T100™ Thermal Cycler”

cihazi ile asagidaki programlarda gerceklestirildi.
miR-34a Program:

95°C 3 dakika....... (Ilk Denatiirasyon)

95°C 1 dakika........... (Denatiirasyon)
55°C 1.5 dakika.. (Primer Baglanmasi) 35 Déngii
72°C 1 dakika.................. (Uzama)
72°C 7 dakika.............. (Son uzama)

miR-34b/c Program:

95°C 3 dakika....... (ilk Denatiirasyon)

95°C 1 dakika........... (Denatiirasyon)
57°C 1.5 dakika.. (Primer Baglanmas) [ 35Dongi
72°C 1 dakika.................. (Uzama)
72°C 7 dakika.............. (Son uzama)

Amplifikasyon sonunda elde edilen firiinler %1.5’luk agaroz jelde yiiriitillerek UV altinda
goriintiilendi ve bant boylar1 (sirasiyla 431 bp ve 265 bp) dogrulandi.

3.2.4. Agaroz Jel Elektroforezi

Oncelikle 2429 Tris baz, 57.1 ml glasiyel asetik asit ve 37.2 g Na;EDTA bir cam sise icerisinde
manyetik karistiricida bir gece boyunca ¢ozdiiriilerek 50X’°lik TAE tamponu hazirlandi. Daha

sonra elektroforez isleminde kullanilmak iizere 1X’e seyreltmek i¢in 50X’likten 20 ml alinarak
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dH20 ile 1000 ml’ye tamamlandi. Jelin hazirlanirken ve yiiriitme esnasinda yiirlitme tamponu

olarak bu ¢ozelti kullanildi.

PCR sonrasinda tasarlanan primerlerin dogru bolgeyi ¢ogaltip ¢ogaltmadigini kontrol etmek
icin iirlinler agaroz jelde yiiriitiildii. Amplikonlarin miR-34a i¢in 431 bp ve miR-34b/c i¢cin 265
bp’lik tek bant igermesi beklenmekteydi. Bunun belirlenmesi icin %1.5’luk agaroz jel
hazirlandi. 200 ml 1X TAE tamponu ve 3 g agaroz bir erlen igerisine aktarildi ve mikrodalgada
homojen bir goriiniim olugsuncaya kadar agarozun erimesi saglandi. Jelin tablaya ve taraklara
zarar vermemesi i¢in hafifce karistirilarak sogumasi beklendi. Daha sonra 10 mg/ml’lik
EtBr’den 10 ul eklenerek iyice karismasi saglandi ve hazirlanan tablaya dokiildii ve taraklar
yerlestirildi. Jel donduktan sonra taraklar ¢ikarilarak i¢inde 1X’lik yiiriitme tamponu (1X TAE
tamponu) bulunan elektroforez tankina yerlestirildi. PCR tiriinleri {izerlerine 10 pl Orange G
boyas1 eklenerek pipetaj yapilarak jeldeki kuyucuklara yiiklendi. Bant boyutlarini
karsilastirarak tespit etmek amaciyla referans DNA bantlar1 iceren 100 bp’lik DNA Ladder
kullanildi. Ornekler 120 voltta 30 dk yiiriitiildii. Yiiriitme sonunda jel, jel dokiimantasyon
sistemi (Vilber Lourmat Bio-Print ST4, Cedex, France) ile UV altinda goriintiilendi. Elde edilen
bantlarin boyutlar1 kullanilan DNA Ladder ile karsilastirilarak yaklasik olarak belirlendi ve

dogrulandi.

3.2.5.Restriksiyon Par¢a Uzunluk Polimorfizmi (RFLP)

PCR sonrasi elde edilen amplikonlarin, se¢ilen uygun enzimlerle ve bunlarin optimum ¢alisma
sicakliklarinda inkiibe edilerek restriksiyonu gerceklestirildi. Bu reaksiyon, 10-15 pl PCR
tirtinii, 5U restriksiyon enzimi ve 1X tampon (enzime uygun) ile 25 pl hacimde gerceklestirildi.
Asagida kullanilan enzimler ve reaksiyon kosullart gosterilmistir (Tablo 3.1). Enzim kesimi
sonrasinda yukarida anlatildigr gibi %3’liikk agaroz jel hazirlanarak drnekler yiiklendi ve 120

voltta 50-60 dk yiiriitiildi. Bant boyutlar1 kullanilan DNA Ladder’a gore degerlendirildi.

Tablo 3.1: Kullanilan enzimler ve reaksiyon kosullari.

Gen SNP ID Restriksiyon Kesim Bolgesi Reaksiyon
Enzimi kosullari

miR-34a rs35301225 Ddel 5°...C|TNAG...3’ 37°C’de 4 saat
inkiibasyon

CIT,A 3’...GANT1C...5’
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Tablo 3.1 (devam):

miR-34a rs35301225 Msel 5’...T|TAA...3’ 65°C’de 2 saat
CIT.A 3. . AATYT...5’ inkiibasyon

miR-34b/c rs4938723 Becl 5°...CCATC(N)a]...3’ 37°C’de 4 saat
TIC 3’...GGTAG(N)s?...5’ inkiibasyon

3.2.6. Verilerin Degerlendirilmesi

Tiim degerlendirmelerde 100 bp’lik DNA Ladder kullanildi. Gézlenen bantlara gore {iriinlerin

molekiiler boyutlar1 ladder ile karsilastirilarak belirlendi.

miR-34a rs35301225 polimorfizminde normal allel olan C, T veya A ile degisebilmektedir. Ug

farkl1 allel tespit edilmeye calisildigi icin iki restriksiyon enzimi kullanilmistir. Ddel enzimi C

allelinde kesim yapmaktadir. Msel enzimi ise T allelini tanimaktadir. 431 bp’lik PCR {iriinii C

allelini i¢eriyorsa Ddel enzimiyle 300 bp ve 131 bp olmak iizere kesim gergeklesmistir. T alleli

bulundugu durumda ise Msel kesimi sonucu 431 bp’lik iiriin yine 300 bp ve 131 bp olmak {izere

kesilmistir. Bu polimorfizm igin 6 farkli genotip ihtimali mevcuttur. Genotipleme yaparken

gbzlenen bantlar ve bunlara gore belirlenen genotipler asagida verilmistir.

Tablo 3.2: rs35301225 polimorfizminin genotiplemesi. Bant boyutlar1 yukaridan asagiya 431, 300 ve

131bp’dir.

CcC CcC TT TT AA AA CT CT CA CA AT AT

Ddel | Msel | Ddel | Msel | Ddel | Msel | Ddel | Msel | Ddel | Msel | Ddel | Msel
| — | s | DI | D | | | ——

—_— — I | | —— [r—

— — I | | —— [r—
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miR-34b/c 154938723 polimorfizminde normal allel T’nin yerine C’nin bulunmasi sz
konusudur. Kullanilan Beel enzimi polimorfik allel C’yi taniyarak kesmektedir. Genotipte T
alleli bulunmasi durumunda 265 bp’lik, C alleli bulunmasi durumunda 235 bp ve 30 bp’lik
bantlar beklenmektedir. Ancak 30 bp’lik bant degerlendirmenin yapildig1 %3’liik agaroz jelde
gozlenememektedir. Dolayisiyla genotipleme 265 bp ve 235 bp bantlar géz oniine alinarak
gerceklestirilmistir. Genotipleme yaparken gozlenen bantlar ve bunlara gore belirlenen

genotipler asagida verilmistir.

Tablo 3.3: rs4938723 polimorfizminin genotiplemesi. Bant boyutlar yukaridan asagiya 265, 235 ve 30
bp’dir. 30 bp'lik bant jelde gdzlenememektedir.

TT CcC CT

Bccl Bccl Bccl

3.2.7. istatistiksel Analiz

Gergeklestirilen vaka kontrol caligmasinda akciger kanseri hastalar1 ve saglikli kontroller
arasindaki polimorfizmlerin genotip sikligim karsilastirmak igin y? (Ki-kare) testi kullanilds.
Polimorfizmler ve akciger kanseri arasindaki iliski ikili lojistik regresyon analizi yoluyla
modellendi. Genotipler arasindaki akciger kanseri riskini kargilagtirmak i¢in OR degeri ve %95
giiven aralig1 hesaplandi. p<0.05 degeri, istatistiksel olarak anlamli kabul edildi. Istatistiksel
analiz SPSS 18.0 (SPSS Inc., Chicago, IL) paket programi kullanilarak gerceklestirildi.
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4. BULGULAR

Akciger kanseri ile miR-34 gen polimorfizmleri arasindaki iliskinin incelendigi bu ¢alismaya
100 akciger kanseri hastasi, 100 saglikli kontrol dahil edilmistir. Akciger kanseri hasta
grubunda 89 erkek 11 kadin bulunurken, kontrol grubunda 88 erkek 12 kadin bulunmaktadir.

Gruplar arasinda yasa ve cinsiyete bagli anlamli bir fark bulunmamaktadir (Tablo 4.1).

Tablo 4.1: Akciger kanseri hasta ve kontrol grubunun cinsiyet ve yasa gore dagilimi.

miR-34b/c (rs4938723) Kontrol Hasta
Kadin 12 11
Erkek 88 89
Yas Ortalamasi 45,8+10,62 43,26+10,54

Her bireyden onaylari dahilinde alinan kanlardan PureLink Genomic DNA Mini Kit
kullanilarak genomik DNA izolasyonu yapilmistir. Uygun primer ve enzimler kullanilarak
PCR-RFLP yontemiyle rs35301225 ve rs4938723 polimorfizmleri i¢in allel ve genotipler

belirlenmistir.

miR-34a polimorfizmi rs35301225 akciger kanseri riskiyle iliskili bulunmamustir. Kontrol ve
hasta gruplarinin ikisinde de polimorfizme rastlanmamistir. Ancak miR-34b/c polimorfizminin

akciger kanserine yakalanma riskini 6nemli 6l¢iide artirdig: belirlenmistir.
4.1. MIR-34 GEN POLIMORFIZMLERININ FREKANSLARI

4.1.1. miR-34a rs35301225 Polimorfizmi

Akciger kanseri hastalar1 ve kontrollerde rs35301225 polimorfizmini saptamak i¢in ilgili gen
bolgesi amplifiye edilen her bir 6rnek %1.5’luk agaroz jelde yiiriitiilerek kontrol edildi (Sekil
4.1). Bant boyutlar1 marker (100 bp DNA Ladder) ile karsilastirildiginda beklenildigi gibi
yaklasik 431 bp (£10 bp) olarak gozlendi.



38

Sekil 4.1: miR-34a primerleriyle yapilan PCR'1n agaroz jelde kontrolii. Ik kuyucukta 100 bp DNA
Ladder kullanilmigtir. Diger kuyucuklarda farkl bireylere ait PCR {irtinleri bulunmaktadir.

PCR iiriinleri ikiye boliindii ve biri Ddel ile digeri ise Msel ile kesilerek RFLP gergeklestirildi.
Genotipleme i¢in kesim iiriinleri hazirlanan %3’liik agaroz jelde yiiriitiildii ve goriintiilendi
(Sekil 4.2). Marker (DNA Ladder) ile kiyaslanarak belirlenen bantlara gore genotiplerin (1.
kesim Ddel ve 2. kesim Msel olmak {izere) su sekilde olmasi beklenmekteydi; 1- 300+131 bp
/ 2- 431 bp CC alleli, 1-431 bp / 2- 300+131 bp TT alleli, 1- 431 bp / 2- 431 bp AA alleli, 1-
431+300+131 bp / 2- 431+300+131 bp CT alleli, 1-431+300+131 bp / 2- 431 bp CA alleli, 1-
431 bp / 2- 431+300+131 bp AT alleli. Genotipleme sonucunda hasta ve kontrol grubundaki
biitlin bireylerin CC genotipine sahip olduklar1 goriilmiistir (Tablo 4.1). Dolayistyla
rs35301225 polimorfizminin akciger kanseri riskini etkilemedigi diistiniilmektedir.
Caligmadaki bireylerde polimorfizm bulunmamasi sebebiyle goreceli risk analizi

gerceklestirilememistir.
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M 1.Ddel 1.Msel 2.Ddel 2 Msel 3. Ddel 3 Msel 4.Ddel 4 Msel 5Ddel S Msel 6.Ddel 6 Msel 7.Ddel 7.Msel 8.Ddel 8 Msel 9.Ddel 9 Msel

Sekil 4.2: miR-34a gen polimorfizminin sonuglar1. (Ilk kuyucuga 100 bp DNA Ladder yiiklenmistir.
Daha sonra ikiser kuyucuk bir bireye ait olmak iizere Ddel ve Msel restriksiyon iiriinleri sirayla
yiiklenmistir. Biitiin bireylerde yukarida goriildiigi gibi CC genotipi gézlenmistir.)

Tablo 4.2: rs35301225 genotipleri ve akciger kanseri riski. n; gozlenme sayisi.

SNP ID Parametreler Kontrol (n) Hasta (n) p degeri
rs35301225 Genotip
CC 100 100 -
Allel
C 200 200

4.1.2. miR-34b/c rs4938723 Polimorfizmi

Akciger kanseri hastalar1 ve kontrollerde rs4938723 polimorfizmini saptamak icin ilgili gen
bolgesi amplifiye edilen her bir 6rnek %1.5’Iuk agaroz jelde yiiriitiilerek kontrol edildi (Sekil
4.3). Bant boyutlar1 marker (100 bp DNA Ladder) ile karsilastirildiginda beklenildigi gibi
yaklasik 265 bp (10 bp) olarak belirlendi.
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Sekil 4.3: miR-34b/c primerleriyle yapilan PCR'm agaroz jelde kontrolii. Ik kuyucukta 100 bp DNA
Ladder kullanmilmistir. Diger kuyucuklarda farkli bireylere ait PCR {iriinleri bulunmaktadir.

PCR iiriinlerinden 15 pl kullanilarak Becl enzimi ile restriksiyon reaksiyonu gerceklestirildi.
Genotipleme i¢in kesim iiriinleri hazirlanan %3’liikk agaroz jelde yiiriitiildii ve goriintiilendi
(Sekil 4.4).

N N S U e e e e ———
M 1Bcel 2Beel 3Becl 4Beel SBeel 6Bcel 7Bceel 8Beel 9.Becel 10.Becl 11 Beel 12 Beel 13 Beel 14.Becel 15.Becll6.Becl

Sekil 4.4: miR-34b/c gen polimorfizminin sonuglari. ilk kuyucuga 50 bp DNA Ladder yiiklenmistir.
Sonraki her kuyucukta farkli birer bireye ait restriksiyon {iriinleri bulunmaktadir. 265 bp bant bulunan
kuyucuklarda TT genotipi (6rn. 6. birey), 265+235 bp bant bulunan kuyucuklarda CT genotipi (6rn. 4.
birey) gozlenmektedir. Gruplarda CC genotipi bulunmamaktadir.

Marker (DNA Ladder) ile kiyaslanarak belirlenen bantlara gére genotiplerin su sekilde olmasi
beklenmekteydi; 265 bp TT alleli, 235+30 bp CC alleli, 265+235+30 bp CT alleli. 30 bp’lik
bantlar jelde gozlenemediginden degerlendirme 265 ve 235 bp’lik bantlara gore yapilmstir.
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Genotipleme sonucunda hasta grubunda 58 TT ve 42 CT genotipli birey gozlenirken hi¢ CC
genotipe sahip olan bireye rastlanmamustir (Tablo 4.2). Kontrol grubunda ise biitiin bireyler
polimorfik olmayan TT genotipine sahiptir. Polimorfizmin genotip frekanslar1 Sekil 4.5’te
gosterilmistir. Bu bulgulara gore rs4938723 polimorfizminin CT genotipinin akciger kanseri
riskini artirdigr tespit edilmistir (p<0.001). Ancak kontrollerin hepsi normal genotipe sahip

oldugu i¢in relatif risk oran1 (OR- odds ratio) hesaplanamamustir.

Tablo 4.3: rs4938723 genotipleri ve akciger kanseri riski. Istatistiksel analiz ikili lojistik regresyon
analizi ve ki-kare testi kullanilarak gergeklestirilmistir. n; gozlenme sayisi.

SNP ID Parametreler Kontrol (n) Hasta (n) p degeri
rs4938723 Genotip
TT 100 58 <0.001
CT 0 42
Allel
T 200 158
Cc 0 42

100
80
60
40
20

- A Hasta
A

A Kontrol

T CcT CcC

H Kontrol M Hasta

Sekil 4.5: miR-34b/c rs4938723 polimorfizmi genotip frekanslari.
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5. TARTISMA VE SONUC

Akciger kanseri GLOBOCAN 2012 verilerine gore diinya genelinde 6liime sebep olan
kanserler arasinda ilk sirada yer almaktadir [15]. Genel olarak sigara, cinsiyet, yas, irk, diyet,
cevresel kirlilik, aile dykiisii, genetik yatkinlik gibi etiyolojik faktorlerin sebep oldugu akciger
kanseri; diger kanser tiirlerinde oldugu gibi iilkemizde gittikce goriilme sikligi artan bir

hastaliktir [17].

Kanser patogenezinde rol oynayan onkogen ve timdr baskilayici genlerdeki degisiklikler
akciger kanserinde de gozlenmektedir. Ornegin bir tirozin kinaz reseptdrii olan EGFR’nin
aktivasyonunu artiran bir mutasyon akciger adenokarsinomalarinin %20°’sinde tespit edilmis ve

ileri evre akciger kanseri tanisinda biyomarker olarak kullanilmaktadir [43].

Akciger kanserinde MET, BRAF, HER2 gibi 6nemli fonksiyonlara sahip proteinleri kodlayan
genlerde de ekspresyon degisiklikleri ve mutasyonlar saptanmistir [47-51]. Bu genlerle birlikte
bu genleri hedefleyen miRNA’larin da kodlandig1 genlerde meydana gelen degisimlerin ve
ekspresyon farkliliklarinin kansere etki edebilecegi kesfedilmis ve arastirmalar bu alana
yonelmistir. Akciger kanserinde belirlenen ilk miRNA degisimi let-7 miRNA ailesinde olmakla

beraber siklikla delesyona ugradiklar1 gézlenmistir [52].

Bunun gibi bazi miRNA’larin kanser {izerinde etkileri g6z 6niinde bulundurularak onkogenik
miRNA’lar (oncomiR) ve tiimdr baskilayict miRNA’lar (tumor suppressor miR) olmak {izere
smiflandirilmislardir [102]. miR-34 de akciger kanseri ve diger insan kanserlerinde ekspresyon
seviyesinin diistiigii tespit edilen tiimor baskilayici bir miRNA’dir [5, 6]. Hedefledigi genler
arasinda SIRT1, MET, MYC, BCL2, CDK4/6, NOTCHL1, E2F3 gibi hiicre dongiisii, apoptoz ve
yaslanmada onemli roller iistlenen genler oldugu bilinmektedir [7, 10, 11, 96, 97]. Tiimor
baskilayic1 p53 ile birlikte gorev yapan miR-34’{in yaslanma, apoptozu ve Gi fazinda
durdurulmay: tesvik ettigi, migrasyonu inhibe ettigi, hiicre proliferasyonunu ve biiylimesini

kontrol ettigi bildirilmistir [85, 97, 101].

Bu tez kapsaminda PCR-RFLP yontemi kullanilarak, miR-34 ailesinden olan miR-34a’nin pre-
miRNA dizisinde bulunan rs35301225 (C/T, A) ve miR-34b ve miR-34c’nin ortak

promotorlarinda yer alan rs4938723 (T/C) polimorfizmlerinin akciger kanseri riski ile iligkisi
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arastirilmistir. Literatiirde bu iki polimorfizmin akciger kanseri ile iliskilerinin incelendigi bir

caligmaya rastlanmamastir.

Gallardo ve dig. [93] kiigiik hiicreli olmayan akciger kanseri lizerinde yaptiklari bir ¢aligmada
tiimor dokularinda miR-34a ekspresyonunun azaldigini ve bu diisiik ekspresyon seviyesinin

akciger kanserinde niiks riskini artirdigini ortaya koymuslardir.

Gong ve dig. [103] biyoinformatik analizleri kullanarak rs35301225’in varyant allelinin miR-
34a ve hedefleri arasindaki etkilesimin kaybina sebep oldugunu agiklamistir. miR-34’nin olgun
dizisinde bulunan bu polimorfizmin; biiyiik dizileme projelerinde bildirilmemesine ragmen

hastaliklarda 6nemli rol oynuyor olabilecegini diistinmiislerdir.

Bizim c¢alismamizda 100 akciger kanserli birey, 100 saglikli birey rs35301225 ac¢isindan
incelenmis ve hi¢birinde polimorfizme rastlanmamistir. Dolayisiyla bu polimorfizmin, akciger
kanseri ile iliskili olmadig1 diisliniilmektedir. Az ¢alisilmis olan bu polimorfizmin literatiirde

akciger kanseri ile iligkisine rastlanmamustir.

Calismamizdan farkli olarak; Jiang ve dig. [104] yaptiklar ¢alismada insan kolon kanserinde
miR-34a’nin  rs35301225 polimorfizminin E2F1’in  ekspresyonunu artirarak  hiicre
proliferasyonunu tesvik ettigini bildirmislerdir. Calismada polimorfizmin sadece C/A degisimi
incelenmistir. Kontrol grubunda CC, CA ve AA genotiplerine sahip bireylerin sayisi sirastyla
328, 184 ve 106 olarak gozlenmistir. Hasta bireylerde ise CC, CA ve AA genotipleri sirastyla
189, 155 ve 341 olarak tespit edilmistir. CA ve AA genotipin kolon kanseri riskini artirdigi, A
alleli tagtyicilarinin daha biiytik tiimor boyutu ve kotii farklilasma ile iligkili oldugu ve ameliyat
sonras1 sagkalimi daha kisa olmasiyla baglantili oldugu belirtilmistir. Bunlarin yani sira
polimorfizmin S fazi yiizdesini artirarak hiicre dongiisiinii degistirebildigi bildirilmistir.
Polimorfik allel frekanslarindaki farkliligin ise etnik varyasyonlardan kaynaklandigi

distiniilmektedir.

Daha 6nce yapilan ¢alismalarda malignant melanomada, kolorektal kanserde ve oral kanserde
miR-34b ve miR-34c’nin ortak promotorlarinda bulunan CpG adalarinin hipermetilasyonuyla

down-regiile edildigi tespit edilmistir [105, 106, 107].

Hastaliklara genetik yatkinlik saglayabilen SNP’lerin promotor bolgelerinde bulunmasinin

kanser gelisimi i¢in kritik bir rol oynadigi diisiiniilmektedir. Son zamanlarda miR-34b ve miR-
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34c’nin  promotorlarinda (11g23.1) fonksiyonel bir polimorfizm olan 1s4938723
tanimlanmistir. Atasal allel olan T’nin C’ye degisimini igeren polimorfizmin, GATA-X
baglanma bolgesini etkiledigi tahmin edilmektedir. GATA-X transkripsiyon faktorleri
promotordaki spesifik W-G-A-T-A-R dizisine baglanarak hedef genlerin ekspresyonunu
diizenlemektedir. Normal allel GATA-X transkripsiyon faktorlerine baglanamazken;
polimorfik C alleli GATA-X transkripsiyon faktorlerine baglanabilmektedir [114].

Xu ve dig. [113] c¢alisma grubu 501 hasta 548 kontrolden olusan arastirmalarinda,
rs4938723’lin CT ve CC genotiplerinin TT ye gore hepatoseliiler karsinoma riskini artirdigini
bildirmislerdir. Hepatoseliiler karsinoma {izerine benzer bir ¢alisma Han ve dig. [116]
tarafindan gerceklestirilmis olup CC varyantinin kanser riskiyle iligkili oldugu tespit edilmistir.
Son ve dig. [117] ise CT ve CC frekansinin hepatoseliiler kanserli hastalarda kontrollere oranla

daha yiiksek oldugunu fakat sagkalimla iligkili olmadigini gostermistir.

[lging olarak Zhang ve dig. [118] Cin popiilasyonunda rs4938723’iin CC varyantinin 6zofagus
skuamoz hiicreli karsinomada azalmus risk ile iliskili bulmustur. Yin ve dig. [119] yine 6zofagus
skuamdz hiicreli karsinomada CC genotipinin frekansinin kontrollerde hastalara gore daha fazla
oldugunu tespit etmistir. Bu miRNA’larin farkli kanserlerde cesitli gorevler iistlenebilecegini

akla getirmektedir.

Oh ve dig. [120] bu polimorfizmin ve miR-34"ii direkt olarak regiile ettigi bilinen TP53’{in bir
polimorfizminin  (Arg72Pro) kolorektal kanser riski ile iligkisini arastirmiglardir.
Gergeklestirdikleri 545 hasta 428 kontrol bulunan PCR-RFLP c¢alismasinda; rs4938723
polimorfizminin CT varyantinin kolorektal kanseri riskini artirdigini agiklamiglardir. TP53
polimorfizminin ise normal olan GG genotipinin kolorektal kanserden koruyucu olduklar
gbzlenmistir. Sonu¢ olarak iki polimorfizm de kolorektal kansere yatkinlik saglamaktadir.
Ancak Gao ve dig. [121] kolorektal kanserle rs4938723 polimorfizmi arasinda bir iliski

bulunmadigini bildirmistir.

2014 yilinda yapilan bir diger ¢alismada Cin popiilasyonunda mide kanseri ve rs4938723
arasindaki iligki arastirilmistir. Yang ve dig. [122] CC genotipinin ve C allelinin, TT genotipi
ve T alleliyle karsilastirildiginda mide kanseri riskini azalttigini, C allelinin mide kanseri

acisindan koruyucu bir rol listlenmis olabilecegini gostermistir.
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Chen ve dig. [123] yapmis olduklari ¢alismada bu polimorfizmin CT ve CC genotiplerinin TT
genotipiyle karsilastirildiginda, papiller tiroid karsinomaya (PTC-papillary thyroid carcinoma)
yatkinlik sagladigini dolayisiyla polimorfizmin kanser riskini artirdigini bildirmistir. Bununla
beraber kombine analizler sonucunda rs4938723 CT/CC ve TP53 CG/CC (Arg72Pro) normal
genotiplere kiyasla PTC riskini artirdig1 tespit edilmistir. Ayni ¢alismada PTC hastalarinda

mMiR-34b ekspresyon seviyesi onemli dlglide yiiksek bulunmustur.

Carvalho ve dig. [124] retinoblastoma iizerine yaptiklari bir arastirmada 130 hasta ve 105
kontrol kullanmiglardir. C allelinin retinoblastoma (RB) riskini etkilemedigi gosterilmistir.
Ancak CC genotipine sahip RB hastalarinda TT genotiplilere gore taninin daha erken yasta
miimkiin oldugu saptanmistir. C allelinin, bir RB1 gen mutasyonu ile birlikte bulundugu zaman
retinoblastoma baglangicin1 artirabilecegi diisliniilmiis ve rs4938723 polimorfizminin bu

kosullar altinda kalitimsal RB i¢in bir aday biyomarker olabilecegi ileri stiriilmiistiir.

2018 yilinda yapilan bir arastirmada ise mesane kanseri ile pri-miR-34b/c rs4938723
polimorfizmi arastirilmistir. Hashemi ve dig. [125]; 136 hasta ve 144 kontrolden olusan ¢alisma
popiilasyonlarinda PCR-RFLP yontemi ile gerceklestirdikleri arastirmada kontrol ve hasta

gruplar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark gézlemlemediklerini rapor etmislerdir.

Literatlirdeki ¢aligmalara bakildiginda rs4938723 genel olarak hepatoseliiler karsinoma riskini
artirtyor, cocukluk cagi akut lenfoblastik 16semi ve mide kanserinde riski azaltiyor gibi
goriinmektedir. Bunlarin yani sira Zhang ve dig. [126] 6zofagus skuaméz hiicreli karsinomada
azalmis riskle iliskili oldugunu bildirmisken; Zhu ve dig. [127] herhangi bir iligski bulamamustir.

Sanaei ve dig. [128] meme kanseri riski ile iligkili olmadigint gostermislerdir.

Bizim calismamizda akciger kanserine sahip 100 hasta ve saglikli 100 kontrol rs4938723
polimorfizmi agisindan genotiplenerek degerlendirilmistir. Normal allel olan T’nin C’ye
degisimi soz konusu olan polimorfizmde kontrollerin hepsi normal genotipe (TT) sahipken,
hasta grubunda 58 TT ve 42 CT genotipli birey tespit edilmistir. Homozigot polimorfizm hig
gozlenmemistir. Heterozigot genotipin kontrollerde bulunmamasina ragmen, hastalarin
neredeyse yarisinin  bu genotipe sahip olmasi ¢ok Onemli bir bulgu olarak
degerlendirilmektedir. Nitekim analizler sonucunda rs4938723 polimorfizminin, istatistiksel
olarak anlamli bir risk faktorii oldugu ortaya ¢ikmistir (p<0.001). Buna bagli olarak CT

genotipinin akciger kanseri riskini artirdigin1 diistinmekteyiz. Literatiirde akciger kanseri ile
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rs4938723 polimorfizminin iliskisini arastiran bir ¢alismaya rastlanmamustir. Calismamiz bu

acidan bakildiginda da biiyiik 6nem arz etmektedir.

Akciger kanseri diinya genelinde erkekler arasinda en yaygin kanserken kadinlar arasinda
meme kanserinden sonra ikinci sirada goriilmektedir. GLOBOCAN verilerine gore 1.824.700
yeni vaka tespit edilmis ve yaklasik 1.589.900 vakada akciger kanserine bagl olarak 6liim
meydana gelmistir. Sigara, cinsiyet, yas, irk ve cevresel kirlilik gibi etiyolojik faktorlerin

yaninda ¢ok sayida genetik degisim bu kanserin gelisimine yol agabilmektedir.

KRAS, BRAF, EGFR ve MET gibi kanserde ekspresyon seviyesi degisen veya genetik degisime
ugrayan genlerin yani sira bu genleri hedefleyen miRNA’larin degisimleri de kanser riski
olusturabilmektedir. Bu konuda yapilan ¢alismalar let-7, miR-17-92 ailesi, miR-21, miR-34

miRNA’larinin akciger kanseri ile iligkisi oldugunu 6ngérmistiir.

Bu calisma igin akciger kanseri riski olusturabilecek genetik degisiklikler aragtirilmig ve miR-

34a ve miR-34b/c ‘deki tek niikleotid polimorfizmleri rs35301225 ve rs4938723 secilmistir.

Literatiirde rs35301225 ile ilgili sadece bir tane ¢alisma bulunmaktadir ve bu ¢alismada kolon
kanserinde bir risk faktorii olabilecegi rapor edilmistir. Bizim ¢alismamizda ise hasta veya
kontrollerde polimorfizme rastlanmamistir. Sonuglara gore polimorfizmin mindr allel
frekansinin (bildirilmemistir) diisiik olabilecegi tahmin edilmekte ve dolayisiyla ¢alismanin
daha genis bir popiilasyonla tekrarlanmasi gerektigi diisiiniilmektedir. Bunun yani sira sonuglar
bireylerin etnik kokenlerine de bagli olabileceginden; farkli cografyalardaki bireyler
rs35301225 agisindan degerlendirilmelidir. Bu polimorfizm miR-34’iin pre-miRNA dizisinde
yer almakta ve miRNAnin ikincil yapisinda bir degisiklige sebep olmaktadir. Bu degisim miR-
34’lin olgunlastirilmasini, hedef genlerini ve islevini etkileyebileceginden Onemli olarak
degerlendirilmektedir. Bundan dolay1 akciger kanserinin yaninda bu polimorfizmin diger
kanserler ve genetik hastaliklarda da risk olusturabilecegi veya koruyucu rol iistlenebilecegi
tahmin edilmektedir. Sonraki ¢aligmalarda farkli hastalik gruplarinda, daha genis ve farkli
etnisiteden ¢aligma  popiilasyonlariyla polimorfizmin  degerlendirilmesinin  gerektigi

distiniilmektedir.

miR-34b/c polimorfizmi igin ise literatiirde g¢eliskili sonuglar mevcuttur. Yapilan ¢alismalar
sonucu 1rs4938723’lin kanser tilirlerine gore etkisi degisirken ayni kanser tiiri i¢in farklh

sonuclarin  da  bildirildigi  gozlenmektedir. Calismamizda fonksiyonel 154938723
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polimorfizminin akciger kanseri riskini artirici bir etkisinin oldugunu gosterilmistir. CT
genotipi istatistiksel olarak akciger kanseriyle 6nemli 6l¢iide iliskili bulunmustur. Ancak yine
de akciger kanserinde rs4938723°lin etkisinin arastirildigi ilk calisma olmasi sebebiyle
calismanin daha yiiksek sayida hasta ve saglikli bireyle tekrar edilmesi faydali olacaktir. Yine

arastirmanin farkl irklarda gergeklestirilmesi 6nerilmektedir.
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