BOLUM 3

EPIGENETIK VE KANSER EPIGENOMUNDA
EPI-miRNA’LARIN ROLU

Venhar GURBUZ:

EPIGENETIK

1942 yilinda Conrad Hal Waddington, gelisimsel ¢evre ve fenotip olusumuna neden
olan genom arasindaki dinamik etkilesimleri agiklamak i¢in “epigenetik” terimini
kullanmustir (1). Epigenetik en basit anlamuiyla, genotipte herhangi bir degisiklik
olmaksizin fenotipte meydana gelen kalitsal degisiklikler olarak tanimlanmaktadir
(2). Epigenetik ve genetik degisikliklerin uzun zamandir karsinojenezde yer alan
iki ayr1 mekanizma oldugu diisiiniilmektedir. Genetik ve epigenetik degisimlerin
her ikiside, anormal gen ekspresyonu igerir. Genetik degisiklikler nispeten daha
basittir. Tiimor baskilayicilar (TS) veya onkogenlerin mutasyonu, fonksiyon kayb1
veya kazanimi ve anormal ifadelenme gibi degisimlere neden olabilirler. Kanse-
re giden epigenetik yol ise, o kadar basit degildir. DNA metilasyonu, histon var-
yantlar1 ve modifikasyonlari, nitkleozom yeniden modellemesinin yani sira kiigiik
kodlamayan RNA7ar1 igeren kromatin yapi tarafindan belirlenir (3). Epigenetik ve
genetik degisiklikler arasindaki farkliliklar Sekil 1'de 6zetlenmistir (4).
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Sekil 1. Epigenetik ve genetik degisiklikler (4)
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Mevcutta bulunan epigenetik arastirmalarinin ¢ogu, DNA ve histon protein-
lerinin kovalent ve kovalent olmayan modifikasyonlar1 ve bu modifikasyonlarin
genel kromatin yapiy1 nasil etkiledigi izerinde yogunlagmistir (5). DNA metilas-
yonu ve histon modifikasyonlar: geri dondiiriilebilir epigenetik mekanizmalardir
ve bu 6zelliklerinden dolay1 olduk¢a 6nem kazanmiglardir.

Okaryotik hiicrelerde, genomik DNA>nin yogun bir gekilde paketlenmesi
gerekir, ancak transkripsiyon, replikasyon ve DNA onarimi gibi temel islemler
i¢in de erisilebilir olmalidir (6). Bu sebeple, kromatin yapiy1 ve epigenetik meka-
nizmalar1 diizenleyen modifikasyonlar vardir. Mutasyonlarin aksine, epigenetik
modifikasyonlar tersine ¢evrilebilmektedir. Baslica epigenetik mekanizmalar ara-
sinda DNA metilasyonu, histon proteinlerinin modifikasyonu, mikroRNAlarin
(miRNA) neden oldugu gen ekspresyonundaki modifikasyon ve kromatin remo-
deling degisiklikler bulunur (7). Bu modifikasyonlar, memeli genomunda bulu-
nan farkli hiicrelerde, gelisim agamasinda veya kanser dahil gesitli hastaliklarda
gen ekspresyonunu modiile ederek ortaklasa ‘Epigenetik kodu’ olustururlar (4).
Epigenetik degisiklikler tiimor gelisiminde 6nemli rol oynar ve kanser tiirlerine
ozgii olabilmektedirler (7). Insan timorlerinde tanimlanan ilk epigenetik degisik-
lik, 1983’te DNA metilasyonunun kayb1 olmustur. Ote yandan, kanserde histonla-
rin translasyon sonrasi modifikasyonlarinda da anormal bir model tanimlanmis
ve bunun karsinogenez sirasinda tiim genomun yeniden yapilandirilmasina yol
a¢t1ig1 bulunmustur (8).

DNA METILASYONU

DNA metilasyonu, kromatinin en iyi karakterize edilen kimyasal modifikasyonu-
dur (5). Gen ifadesinin diizenlenmesi, kromatin stabilitesi, genomik imprinting,
DNA onarimi, rekombinasyonu ve replikasyonunda 6nemli rollere sahiptir (7, 9).
Memeli genomunda, DNA metilasyonunun olusumu, CpG diniikleotit dizilerin-
de, bir metil grubunun sitozinin C5 pozisyonuna transferini iceren ve sonucunda
5-metilsitozin olusumunu saglayan epigenetik bir mekanizmadir. Bu siire¢ DNA
Metiltransferaz (DNMT) ailesi tarafindan katalize edilmektedir. CpG adaciklari,
gen promotorlerinin yakininda bulunan bolgelerdir. Bu bolgelerin metilasyonu
veya demetilasyonu, transkripsiyonun inhibisyonu ya da aktivasyonu ile sonugla-
nabilmektedir (7). DNA Metilasyon siirecinde, metil vericisi olarak S-adenil me-
tionin (SAM) kullanilir (10). Okaryotlarda DNA Metiltransferaz ailesi DNMTT,
DNMT2, DNMT3A, DNMT3B ve DNMT3LYyi iceren bes iiyeden olusur (11).
Memeli genomunda DNA metilasyon profili, DNMT1, DNMT3A ve DNMT3B
tarafindan gergeklestirilir (9, 12) ve metilasyon siirecinde farkl: islevlere sahiptir-
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ler. DNMT1, genomdaki metilasyonun siirdiiriilebilmesi i¢in gerekli iken, DNM-
T3A ve DNMT3B, embriyogenez esnasinda de novo metilasyondan sorumludur.
Yapilan pek ¢ok ¢alisma, DNMT ailesinde ortaya ¢ikan kusurlarin timdr trans-
formasyonu ve ilerlemesinde rol oynadigini ve sonucunda tiimorojenez ile iliskili
oldugunu gostermektedir (9). Tiimor baskilayici genlerde, CpG adaciklarinin hi-
permetile olmasi, kanser hiicrelerinde yaygindir ve transkripsiyonel inaktivasyo-
na neden olur. Bu durum, kanser hiicrelerinin tanimlanan ayirt edici 6zelliklerine
katki saglar. Kanser hiicresinin genomu, tekrarlayan sekanslarda ise global hipo-
metilasyona ugramaktadir. Yani CpG adalar1 hipermetile olurken, kanser hiicresi
genomlar1 tekrar bolgelerinde global hipometilasyona ugramaktadir (13). Kanser
hiicrelerinde DNA metilasyonu Sekil 2'de gosterilmistir (14).
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Sekil 2. Kanser hiicrelerinde DNA metilasyonu (14)

HiSTON MODIFiKASYONLARI

Okaryotik ¢ekirdekte DNA, kromatin yapi olarak sikistirilmaktadir. Kromotinin
temel birimi niikleozom olarak kabul edilir. Her bir niikleozomun, bir niikleozom
cekirdegi (kor), baglayict DNA ve cogu durumda bir baglayici histondan olustugu
kabul edilir (15). Histonlar, N- ve C- terminal uglarinda bulunan amino asitler
araciligryla, modifiye olabilen ve yiiksek oranda korunmus proteinlerdir (7). Ya-
pilarina ve islevlerine gore, histon gen ailesi iki ana gruba ayrilmistir. Cekirdek
histonlar (H2A, H2B, H3 ve H4) ve baglayic1 histonlar (H1) (16). H2A, H2B, H3
ve H4 histon proteinlerinin ikiser kopya bulundugu yap histon oktameri olarak
adlandirilir. Oktomer, 147 baz cifti (bg) uzunlugunda DNA molekiiliinii etrafina
cevreler ve nitkleozomal ¢ekirdek partikiilii ismini alir. Bu ¢ekirdek partikiilleri,
kisa bir baglayici (linker) DNA dizisi ile baglanir ve ip tizerindeki boncuk benzeri
bir yap1 olusturur. Baglayict histon H1, DNA giris ve ¢ikis bolgelerinin etrafindaki
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niikleozomal gekirdek partikiiliine baglanir (4, 6, 15). Niikleozomal yap: Sekil 3’te
sematize edilmistir (17).

Sekil 3. Niikleozomal yap1 organizasyonu (17)

Kromatin yapisini degistirmek i¢in histonlarda kovalent ve kovalent olmayan
degisiklikler meydana gelir (18). Histonlarin N-terminal uglar1 niikleozom ce-
kirdeginden disar1 ¢ikar ve amino asitler kolaylikla kovalent modifikasyona ug-
rayabilir (4). Histon asetilasyonu, metilasyonu, fosforilasyonu, ubikuitinilasyonu,
sumolasyonu, adenozin difosfat (ADP) ribosilasyonu, deaminasyonu, propiyoni-
lasyonu ve butrilasyonu gibi kimyasal modifikasyonlarin, histon proteinlerinin
histon olmayan proteinlerle etkilesimini ve genel kromatin yapiy1 etkiledigi bilin-
mektedir (12). Histon modifikasyon siirecindeki sapmalar, insan kanserlerinde,
fonksiyon kazanimi/kaybi, over-ekspresyon, promotor hipermetilasyonu, kro-
mozomal translokasyon veya histon degistirici enzimlerin mutasyonlarina neden
olabilir (19). Kovalent histon modifikasyonlar1 $ekil 3’te verilmistir (20).

Susceptible PTMs al histone tails
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Sekil 3. Histon kuyruklarinin post-translasyonel modifikasyonu (PTM) (20)
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Kovalent olmayan histon modifikasyonlar1 arasinda histon varyantlar1 ve ATP
bagimli kromatin degistiriciler yer almaktadir (18). ATP’ye bagli kromatin yeni-
den modelleme komplekslerinin, histon-DNA etkilesimlerini degistirerek, niikle-
ozomlar1 kaydirarak veya ¢ikararak kromatin erisilebilirligini degistirdigi diisii-
niilmektedir. Ayrica, genellikle kendi modifikasyon paternlerini tagtyan H3.3 ve
H2A.Z gibi histon varyantlar1 6zel saperon ve degisim mekanizmalari ile kromo-
zomal alanlar i¢inde degistirilir (5).
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Sekil 4. Histon modifikasyonlar: arasindaki etkilesim (21)

mikroRNA’lar

miRNAar, endojen, yaklagik 22 niikleotid uzunlugunda, kisa, evrimsel olarak ko-
runmus, kodlamayan RNAlar olarak bilinir. Hedef mRNAnin 3’ transle olmayan
bolgelerine (3’'UTR) kismen veya tam eslesme saglayarak, ya transkripsiyonel sus-
turma yaparlar veya hedef mRNAnin degrede edilmesini saglarlar (4).

miRNAlar, primer miRNA (pri-miRNA) olarak adlandirilan uzun primer
transkriptlerinden iki asamali bir kesimlenme islemi sonucunda iiretilirler. miR-
NA genlerinin ¢ogu ¢ekirdek igerisinde RNA polimeraz II (Pol II) tarafindan
eksprese edilir ve pri-miRNAlar elde edilir. Pri-miRNA, RNAaz III endoniikleaz
olan Drosha enzimi ve onun kofaktorii DiGeorge kritik sendrom bolgesi 8 (DGC-
R8)den olusan bir mikro-prosesor tarafindan kesilir ve 65-75 niikleotid’lik pre-
kiirsor miRNA (pre-miRNA) olarak adlandirilan onciileri olusturur. Kesimden
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sonra olusan pre-miRNA eksportin-5 ile stoplazmaya tasinir. Sitoplazmik Rnaz
IIT endoniikleaz Dicer ile kesilerek yaklasik 22 niikleotid” lik ¢ift iplikli yapilar
olusur. Kisa 6miirlii olan bu cift iplikli yapidan komplementer zincir uzaklagtirilir.
Diger zincir olgun miRNA olarak kalir. Olusan olgun miRNA, miRNA kaynakl
susturma kompleksine (miRISC) alinir. Dizinin komplementerlik durumuna gore
miRISC’i hedef mRNAlara yonlendirir (22).

Karsinogenez siirecinde rol oynayan miRNAlar, onkojenik miRNAlar (on-
co-miR) ve tiimdr baskilayict miRNAlar (tiimor siipressor miR- TS-miR) olarak
adlandirilmaktadir. Normal ve kanser dokular1 karsilastirildiginda, onco-miR’ler,
kanser hiicrelerinde up-regiile olurken, tiimoér baskilayici miR’ler down-regiile
olur (23). Son yillarda ortaya ¢ikan bilimsel veriler, epigenetik diizenleyicilerin
ve miRNAlarin bir¢ok biyolojik siiregte birbirini etkileyebilecegini ortaya koy-
mugstur. miRNAlarin kendisi de epigenetik diizenleyici olarak hareket eder (8).
Bu da epi-miRNAlar olarak isimlendirilen yeni bir miRNA sinifinin olugsmasina
neden olmustur. Yani, kendileri epigenetik diizenleyici olmalarina ragmen, epige-
netik mekanizmada yer alan enzimleri yada fonksiyonel protein komplekslerini
direk olarak hedefleyerek DNA metilasyonu ve histon modifikasyonunu kontrol
edebilirler. Ornegin miR-29 (ilk gosterilen epi-miRNA) DNMT3A ve DNMT-
3B’yi dogrudan ve DNMTT1’i dolayl olarak hedefledigi gosterilmistir. Yine miR-
200an1n global histon H3 asetilasyon seviyesini diizenleyebildigi yapilan bir ¢alis-
ma ile gosterilmistir (24).

Bu baglamda, epigenetik diizenleme ancak epigenetik diizenleyiciler (epi-R)
ve miRNAlar dikkate alinarak anlagilabilir. Reale ve arkadaslarinin yapmis oldu-
gu onemli bir ¢aligmada, miR over-ekspresyonu, epigenetik diizenleyici ablasyo-
nu veya kromatin immiinopresipitasyon deneyleri kullanilarak, miR ve epigenetik
diizenleyiciler arasinda olusan ag tasvir edilmeye ¢alisilmistir (Sekil 4). epigenetik
diizenleyiciler arasinda yer alan dogrulanmis miRNAlar, epi-miR olarak adlandi-
rilmustir (25).
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Sekil 4. miRNAllar ve epigenetik diizenleyiciler arasindaki agin sematik goriiniimi. (A)da,
miR ve epi-R etkilesime girmez ve farkli gen kiimelerini diizenler, (B)de, drtiisen bir gen
dizisini baskilar, (C)de epi-R, miRyi bastirir, (D)de miR, epi-Ryi bastirir, (E)de, hem (C)
hem de (D)deki durum ayni1 miR ve ayni epigenetik yol i¢in gozlemlenebilir. Yukari isaret
eden oklar, up-regiilasyonu, asag1 isaret eden oklar, down-regiilasyonu gostermektedir (25)

Epi-miRNA’lar

Bugiine kadar, DNA metilasyonu, histonlarin modifikasyonu ve su anda insan
kanseri patogenezinde kilit oyuncular olarak kabul edilen en son kesfedilen
epi-miRNAYlar dahil olmak iizere tiimér olusumunda bir dizi epigenetik etkilesim
yer almistir (26). Yakin zamanda bulunan bilimsel veriler, miRNAlarin epigene-
tik, epitranskriptik ve epiproteomik seviyelerde metilasyon baskisinin kontroliin-
deki belirleyici roliinii ortaya ¢ikarmis ve epi-miRNA veya epi-miR olarak adlan-
dirilan yeni diizenleyici alt sinifin olusmasina yol agmustir (27).

Epi-miRNAlar, epigenetik diizenleyiciler i¢inde yer alan enzimleri baskila-
yan yeni miRNA sinifi olarak ortaya ¢ikmistir. Ilk tanimlanan epi-miR, miR 29’
dur. Akciger kanserinde DNMT3A ve 3B tizerinde dogrudan etkisi oldugu gos-
terilmistir. Epigenetik diizenleyiciler, onko-miR veya TS-miRleri, up-regiile veya
down-regiile edebilirler. Ayrica bu molekiillerin geri besleme dongiilerinden etki-
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lenebilirler. Ote yandan, epi-miRler de, bu diizenleyicileri dogrudan veya dolay-
I1 yollarla da diizenleyebilmektedir (Sekil 5). Bu etkilerinden dolay, epi-miR’ler
tiim gen ekspresyon diizenleme sistemini etkileyebilir. Bu durum, 6zellikle kan-
serlerde umut verici terapdtik ajanlar olarak ilgi gormelerini saglamaktadir (28).
Genetik degisikliklerin aksine, epigenetik degisikliklerin geri doniisiimlii olma-
lar1 onlar, yeni terapotik yaklasimlar gelistirme agisindan son derece 6nemli ki-
lar (29). Karsinojenez siirecinde, tiimor gelisimi, progresyonu, onkogenlerin ve
tiimor baskilayici genlerin diizensizligi zorunlu basamaklardandir. Kanser hiic-
relerinde bu sistemlerin yeniden yapilandirilmasi, kanser tedavisinde terapotik
bir strateji olarak kabul edilir. Epi-miRNA ekspresyonunun restorasyonu ile de,
timor baskilayici genlerin yeniden diizenlenmesi, hiicre proliferasyonu, invazyo-
nu ve gocliniin baskilanmast, hiicre apoptozunun inditklenmesi ve kemoterapiye
duyarlilik dahil olmak iizere tiimor hiicrelerinin malign kapasitesini inhibe etme-
si saglanir (30).
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Sekil 5. Epigenetik diizenleyiciler arasindaki etkilesimin sematik gosterimi (28)

Son yillarda yapilan ¢aligmalar gostermistir ki, epi-miRNAlar, DNMT’la-
r1, histon deasetilaz’lar1 (HDAC) veya polycomb genleri gibi anahtar epigenetik
efektorleri hedef alir. En ¢ok ¢alisilan epi-miRNAlar, epigenetik hedefleri ile bir-
likte Tablo 1'de belirtilmistir (31).
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Tablo 1. Kanser iligkili epi-miRNA’lar ve hedefleri (25)
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Epi-miRNAlar DNA metilasyonunu, kritik metilasyonla iliskili proteinleri he-
defleyerek veya DNMT’lar1 hedefleyerek diizenleyebilirken; DNA metilasyonu,
timor siipresér miRNA'lar veya onko-miR’lerin promotoru ile iligkili CpG adala-
rinin hipermetilasyonu veya hipometilasyonu yoluyla miRNA ekspresyonunu dii-
zenleyebilmektedir. Epi-miRNAlar ve DNA metilasyonu arasindaki bu karsilikli
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diizenleme, kanser teshisi ve prognozu igin potansiyel biyobelirtegler saglamak-
tadir (29). Metilasyon profilinde yer alan SAM, DNA, RNA ve protein metilas-
yonunda epigenomik, epitranskriptomik ve epiproteomik hiicresel diizenlenmeyi
saglar (Sekil 6) (27).

Epitranscriptomic
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Orchestration of methylation imprinting in cancer

Sekil 6. Kanser baslangic ve ilerleme siirecinde, epigenetik, epitranskriptomik ve
epiproteomik olarak metilasyon baskisinin diizenlenmesinde epi-miRNAlar (27)

Epi-miRNA ve histon modifikasyonunun karsilikli diizenlenmesine bir ka¢
ornek verecek olursak; RBP2 olarak bilinen H3K4 demetilaz, miR-21 seviyesi-
ni azaltabilmektedir. miR-224’tin over-ekspresyonu, hepatoseliiler karsinomda
H3K9 ve H3K14 asetilasyonu ile diizenlenmektedir. H3K27me3’iin indiiksiyonu
ve histon asetilasyonu, miR-31 seviyesinde azalmaya neden olur. Kronik lenfosi-
tik 16semide miR-15a, miR-16 ve miR-29bnin down-regiilasyonuna HDAC’ler
aracilik eder (32).

SONUC

miRNATlar epigenetik diizenleyiciler icerisinde yer alan bir kodlamayan RNA
siifidir. Kendileri epigenetik diizenleyici olmasina ragmen, epigenetik olarak
diizenlenebilmektedir. Bu tiir miRNAlar epi-miRNA olarak adlandirilmaktadir.
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DNA metilasyonu, histon modifikasyonlar1 ve miRNATar arasindaki mevcut gift

yonli diizenleme, epigenetigi karsinojenezin temel basamagi yapmistir. Bu ba-

samaklardaki ¢ift yonlii epigenetik agin a¢iga ¢ikarilmasi, timor baglangict ve

ilerlemesi hakkinda daha fazla bilgiye ulagmamiza yardimci olur. Sonucunda da
diagnostik, prognostik ve prediktif etkileri klinige yansitilabilir.
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