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OZET

Meme kanseri, diinyada kadinlar arasinda en sik goriilen kanser tiiriidiir. Son yillarda
meme kanseri olusumunda rol oynayan genlerin ve mikroRNA (miRNA)’larin iglevlerinin
anlasilmaya baglanmasi, hem meme kanserinin molekiiler patolojisinin anlagilmasini hem de
yeni molekiiler hedefe yonelik tedavilerin gelistirilmesini saglamaktadir.

Calismada, ER(+) Tiirk primer meme kanserli 40 hastanin tiimor, normal doku ve
periferik kan 6rneklerinde; meme kanseri gelisiminde prognostik ve prediktif agidan 6nemli
olan HOXB13 ve IL17BR genlerinin ve bu genleri hedef alan miRNA’ larin (miR-661, miR-
1260, miR-1278 ve miR-1266) ekspresyon analizleri gergeklestirilmistir. Elde edilen veriler;
Bagimsiz iki Ornek t-testi, Islem Karakteristik Egrisi, Lojistik Regresyon, Kaplan Maier ve
Cox Oransal Risk Regresyon Analizi ile degerlendirilmistir. Hastalarin tiimor dokularinda
normal dokuya gore, HOXB13 ekspresyon seviyesinde 1.31 kat artis, /L17BR ekspresyon
seviyesinde ise 0.80 kat azalis belirlenmesine ragmen istatistiki bir anlamlilik saptanmamustir
(p=0.3559, p=0.3166). HOXBI13:IL17BR ekspresyon oranindaki artigin sagkalim ve
tedaviye yanit ile iliskisi anlamli bulunmustur (p= 0.0491, p=0.0267). miR-661, miR-1260,
miR-1266 ekspresyon seviyeleri, timor dokuda normal dokuya gore sirasiyla; 1.94, 1.59 ve
1.38 kat art1g; miR-1278 ekspresyon seviyesi ise 0.30 kat azalig gostermistir (p= 0.3578, p=
0.3451, p=0.6930, p= 0.2428). Rekiirens/metastaz (-) hastalar ile rekiirens/metastaz(+)
hastalar arasinda HOXB13’1 hedef alan miR-1278 ve IL17BR’yi hedef alan miR-1266
ekspresyon seviyelerinde istatistiksel olarak anlamli farklilik gézlenmistir (p = 0.0014, p=
0.0048). Hastalarin periferik kanlarinda ise HOXB13 ve IL17BR genlerinin ekspresyonu
gbézlenmemistir.

Elde edilen bulgular 1s1g1nda; ER(+) primer meme tiimorlerinde HOXB13 ve IL17BR’yi
hedefleyen miRNA diizeylerindeki farkliliklar degerlendirilerek, tiimoriin agresivitesi ve
metastaz riski hakkinda bilgi edinilebilecektir. Bdylece, farkli etkin tedavi yaklagimlarinin
diizenlenmesi ve hastalarin yasam siiresi ve kalitesinin gelistirilebilmesine yonelik ¢aligmalara
katki saglanabilecektir. Ayrica mevcut ¢alisma; ER(+) Tiirk primer meme kanserli
hastalarda, kotii prognozun takibinde ve uygulanan tedavinin etkinliginde faydalanilabilecek
miRNA diizeyindeki biyobelirteclerin belirlenmesi konusunda yapilacak ileri ¢aligmalara yol

gosterici olan, uluslararasi ve ulusal literatiire katki saglayabilecek nitelikteki ilk ¢alismadir.

Anahtar kelimeler: Meme kanseri, ER, HOXB13, IL17BR, mikroRNA.
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SUMMARY
PROGNOSTIC AND PREDICTIVE SIGNIFICANCE OF HOXB13, ILI7BR GENES
AND miRNAS ASSOCIATED WITH THESE GENES IN BREAST CANCER.

Breast cancer is the most common type of cancer among women worldwide. In recent
years, understanding the functions of genes and miRNAs that play a role in breast cancer
development, has been providing expectations for understanding the molecular pathology of
breast cancer as well as developing new molecular targeted therapies.

In this study, the expression analysis of HOXB13 and IL17BR genes and their target
miRNAs (miR-661, miR-1260, miR-1278 ve miR-1266) carried out in tumor, normal tissue
and peripheral blood samples of 40 ER(+) Turkish primary breast cancer patients. Obtained
data were evaluated by Independent Samples t-test, ROC Curve, Logistic Regression, Kaplan
Maier and Cox Proportional Hazards Regression Analysis. Expression levels of HOXB13 is
1.31 fold higher and expression levels of /L17BR is 0.80 fold lower in tumor samples than
normal tissues of patients but it isn’t determined any statistical significance (p = 0.3559, p =
0.3166). An increase in HOXB13:IL17BR gene expression ratio is significantly correlated
with survival of breast cancer patients and treatment response (p= 0.0491, p=0.0267). miR-
661, miR-1260 and miR-1266 expression levels are 1.94, 1.59 and 1.38 fold higher and miR-
1278 expression level is 0,30 fold lower in tumor than normal tissue (p= 0.3578, p= 0.3451,
p=0.6930, p=0.2428). HOXB13 associated miR-1278 and /L17BR associated miR-1266
expression levels are significantly correlated with recurrence/distant metastasis (p = 0.0014, p
=0.0048). HOXB13 and IL17BR gene expressions are not observed in peripheral blood
samples of patients.

These data will be beneficial for evaluation of miRNA expression levels target HOXB13
and /L17BR to obtain information about tumor aggressiveness and metastasis risk in ER(+)
primary breast cancer patients. In this manner, it can be contributed to the studies of
organization of different effective treatment approaches and improvement the quality of life
and survival of patients. Moreover, the present study is the first study that can contribute to
the international and national literature in terms of guide for further studies for the
determination of biomarkers in miRNA levels providing follow-up of poor prognosis and

evaluating the effectiveness of the treatment in ER(+) Turkish primary breast cancer patients.

Key words: Breast cancer, ER, HOXBI3, IL17BR, microRNA.
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1. GIRIS

Ulkemizde siklikla karsilasilan ve dliimlere neden olan meme kanserinin tani, takip ve
tedavisinde kullanilabilecek biyobelirtecler yetersiz kalmaktadir. Son bes yilda elde edilen
bulgular, hastalara uygulanacak tedavi kararlarinin sekillenmesinde endokrin yanitin ve
prognostik risk faktorlerinin etkin sonug verdigini géstermistir. Endokrin tedavide
(Tamoksifen ile tedavi) hormon reseptor durumu standart hedef olarak belirlenmekle birlikte,
bazi onkogenlerin yaptig1 ¢esitli molekiiler degisikliklerin tlimoriin endokrin tedavisine
verecegi yanit1 degistirecegi diisiiniilmektedir. Benzer olarak, hastaligin prognostik siirecinin
hastanin yas1 ve menapoz durumu gibi klinik parametrelerle, tiimdr biiyiikligii, histolojik
grade ve lenf nodu statiisii gibi patolojik parametrelere bagli oldugu bilinmektedir. Ancak iyi
prognoza sahip olarak nitelendirilen 6strojen hormon reseptorii pozitif, lenf nodu negatif
hastalarda tedavi sonrasi niiks gergeklesebilmektedir. Bundan dolayr meme kanseri
gelisiminde etkili olan molekiiler yolaklarin anlagilmasina ihtiya¢ duyulmaktadir.
HOXB13:IL17BR gen ekspresyon orani, ER sinyal yolagi araciligi ile 6strojen hormonu
tarafindan regiilasyonun kontroliinii saglamaktadir ve ER pozitif meme kanserli hastalarda,
HOXB13:IL17BR ekspresyon oranindaki artis rekiirrens, metastaz ve hastanin survisi ile
iligkili olup kotii prognoz belirtecidir.

Son yillarda yapilan kanser arastirmalarinda, protein kodlamayan kii¢ciik RNA
molekiilleri olan mikroRNA (miRNA)’lar tanimlanmistir. Okaryotik hiicrelerde bulunup,
protein kodlamayan ve gen ekspresyonunun transkripsiyon sonrasi diizenlenmesinde gorev
alan yaklagik 22 niikleotid biiyiikliiglindeki bu molekiiller miRNA olarak tanimlanmaktadir.
miRNA’ lar, mRNA’ nin 3' kodlama yapmayan bolgesinde (3' UTR) baz eslesmesi yaparak
bu bolgede bulunan transkriptlerin translasyonunu baskilamakta ve bu sekilde gen
diizenlenmesine etki etmektedir. Bu diizenlenmenin ¢esitli mekanizmalarla bozulmasi
hastaliklara ve kanser olusumlarina sebep olmaktadir. Son yillardaki kanserin genetik
temelllerini arastiran ¢alismalarda, protein kodlamayan miRNA’larin HOXB13 ve IL17BR
genlerinin mRNA’lariin fonksiyonunu etkiledigi ve bdylece hiicresel olaylarin
diizenlenmesinde rol oynadig1 gosterilmistir. Ancak meme kanseri gelisiminde etkisi oldugu
bilinen HOXB13 ve IL17BR genlerinin ve bu genleri hedef alan miRNA” larin Tiirk
populasyonundaki ekspresyon seviyeleri bilinmemektedir. Bu amagla planlanan ¢alismada,
Tirk populasyonuna ait, ER(+) 6zellikte, primer meme kanseri tanis1 almig bireylerin timor

dokularinda ve periferik kanlarinda, meme tiimorii gelisimi ile ilgili olabilecegi belirtilen
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HOXBI13, IL17BR genlerinin ve bu genlere ait giincel miRbase sisteminde yer alan hedef
miRNA’larin (HOXB13 i¢in; miR1278, miR-661 ve miR-1260, /L17BR i¢in; miR-1266)
ekspresyon profilleri degerlendirildi. Calismanin sonucunda, bu populasyona 6zgii hastalara
ait tiimorlerde, HOXB13 ekspresyon seviyesinde artis, /L1 7BR ekspresyon seviyesinde ise
azalig belirlendi. HOXB13:IL17BR ekspresyon oraninin, sagkalim ve tedaviye yanit ile
iligkisi degerlendirilerek bu orandaki artigin hastalifin prognostik ve prediktif siireci ile ilgili
olabilecegi onerildi. HOXBI13 ile iligkili miR-1278 ekspresyonunundaki artisin ve IL17BR ile
iliskili miR-1266 ekspresyonundaki azalisin rekiirens ve/veya metastaz ile iliskisi olabilecegi

oOne siiriilerek prognostik ve prediktif agidan 6nemli oldugu ifade edildi.



2. GENEL BILGILER

2.1. Kanserin Tanimi

Kanser, hiicrelerin asir1 ve zamansiz ¢gogalmalarina yol acan metabolik ve davranigsal
degisiklikler gegirdikleri, cok sayida faktoriin (fiziksel ve kimyasal ajanlar, viriisler, genetik
faktorler) neden oldugu ¢ok basamakli bir siirectir (1). Bir kanser hiicresi bir¢ok ag¢idan
organizmanin denetim mekanizmalarindan bagimsiz sekilde ¢ogalarak sagkalim avantaji elde

eden saldirgan ve isgalci bir hiicre olarak tanimlanabilir.

2.2. Kanserin Goriilme Sikhig:

Diinyada her y1l 9 milyon insan kanser tanis1 almakta ve 5 milyon kisi bu hastalik
nedeniyle kaybedilmektedir. Diinya Saglik Orgiitii ve Uluslararasi Kanser Arastirma
Ajansi’nin verilerine gére 2008 yilinda diinya genelinde 12 milyon kisiye kanser teshisi
konulurken, bu rakamin 2030 yilinda 26 milyonu asacagi tahmin edilmektedir

(www.saglik.gov.tr).

Kanser, Amerika ve Ingiltere gibi gelismis iilkelerde 6liim sebepleri arasinda
kardiyovaskiiler hastaliklardan sonra ikinci sirada yer almaktadir (2). Genellikle gelismis
toplumlarin major saglik problemi olarak diisiiniilmesine ragmen, son yillarda gelismekte olan
iilkelerde yasayan popiilasyonlarin dortte iigiinde tiim kanser tiirlerinin yarisindan fazlasi
goriilebilmektedir. Tiirkiye’de kanser haritasi incelendiginde ise iilke genelinde yillar
icerisinde kanser sikliginda bir artis s6z konusu olup (Sekil 1), her yil yaklasik 150,000 yeni
kanser olgusu teshis edilmektedir. Farkli kanser tiirlerinin cinsiyete gore dagilimi dikkate
alindiginda Tiirkiye’de erkeklerde en sik akciger kanseri, kadinlarda ise meme kanseri
goriilmektedir (Sekil 2) (www.saglik.gov.tr). Diinyada, erkeklerde ilk {i¢ sira kanser tiirii,
prostat, akciger ve kolon iken, Tiirkiye’de bu siralama akciger, prostat ve mesane seklindedir.
Erkeklerde akciger kanseri insidans1 Tiirkiye’de 100.000°de yaklasik 69’larda olup diinya
ortalamasi ise 100.000°de 30-35’lerde, Avrupa Birligi ortalamas1 ise 100.000’de 48’lerdedir.
Kadinlarda ilk {i¢ kanser tiirii diinyada meme, kolon ve akciger kanseri iken Tiirkiye’de

siralama meme, tiroit ve kolorektal kanseri seklindedir (www.kanser.gov.tr).


http://www.saglik.gov.tr/
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2.3. Kanserin Hiicresel Kokeni ve Gelisimi

Cogu kanser sadece tek bir hiicreden ya da az sayida hiicreden meydana gelmektedir (3).

Bu hiicre/hiicrelerin yapisal diizenlerinde meydana gelen degisiklikler, hiicre boliinmesini,

komsu hiicrelerle iligkileri ve immiin sistemden kagma kapasitesini kontrol eden genetik

siireclerde meydana gelen modifikasyonlar sonucu ortaya ¢ikmaktadir. Kanser gelisim

siirecinin ilk basamagi olan timdr olusumu, tek bir hiicrenin anormal sekilde proliferasyonuna

neden olan genetik degisimlerin sonucu olarak diisiiniilmektedir. Hiicre proliferasyonu,

klonal olarak ¢ogalan tiimor hiicresi populasyonlarinin biiyiimesine neden olmaktadir. Timor
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hiicre popiilasyonlarinda genetik degisimler sonucunda olusan mutasyonlarin birikmesi ile
tiimdr gelisimi devam eder. Kanser hiicresine secici bir avantaj saglayan bu mutasyonlar
klonal seleksiyon adi verilen siirecin baslamasina ve ¢cogalma, hayatta kalma, invazyon ve
metastaz kapasitesi artan tiimor hiicrelerinin segilmesine olanak tanir (4). Bu hiicreler
lokalize olduklar1 bolgede varliklarini stirdiirdiikleri siirece benign tiimor olarak adlandirilir.
Klonal seleksiyon periyodunun tiimor gelisimi boyunca devam ettigi durumda ise tiimor
hiicresi invaziv nitelik ve daha hizli biiylime yetenegi kazanmakta ve malign 6zellik
gostermektedir (5). Malign tiimor 6zelligi gosteren kanser hiicresinin koken aldigi dokudan
uzaklagarak lenf ya da kan dolagimi araciligi ile uzak organlari kolonize ettigi yayilim siireci
metastaz olusumunu ifade etmektedir (Sekil 3). Metastatik kanser hiicreleri yeni kosullara
uyum saglamakta yetenekli olup sitotoksik ilaglar ya da radyasyon tedavileri gibi kendilerini
Oldiirme ¢abalarina kars1 koymaktadir (6).

Timdr baslangia
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Sekil-3 Tiimor gelisim siirecinin evreleri (4)
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2.4. Meme Kanseri

Meme kanseri, akciger kanserlerinden sonra diinyada en sik rastlanan ikinci malign
tiimor olup kanserden 6liim nedenleri arasinda yine ikinci sirada yer alirken, kadinlar arasinda
en yaygin goriilen kanser tiirii ve kansere bagli 6liimlerin temel nedeni olarak bilinmektedir
(7, 8). Diinyada her y1l 1,300,000 den fazla kadina meme kanseri tanis1 konmakta ve her yil
450,000 den fazla kadin bu hastalik nedeniyle kaybedilmektedir (9). Tiirkiye’de ise meme
kanseri goriilme sikliginin kadinlar arasinda %35 oraninda oldugu goriilmektedir (10).

1990’11 yillardan bu yana bir¢ok endiistrilesmis toplumda meme kanseri insidansi giderek
artmis olmasina ragmen, son yillarda geligmis iilkelerin biiyiik cogunlugunda, egitim
seviyesinin yiikselmesi ile birlikte mamografik tarama programlarinin genis olgiide
yayginlagmasi ve daha etkili adjuvan sistemik tedavilerin giindeme gelmesi sonucunda meme

kanserinden 6liim oranlarinda belirgin bir azalma gézlenmektedir (11, 12).

Yas faktorii ve kadin cinsiyet gibi major risk faktorlerine sahip meme kanserinin
goriilme siklig1 oran1 35 ve 39 yagslar1 arasinda hizli bir artis gosterip menapoz donemine
kadar orandaki bu artis devam etmektedir (13, 14). 50 yas ve sonrasinda daha yavas seyirde
yiikselen meme kanseri insidansi (14, 15), 80 yasindan sonra ise plato seviyesine ulagmaktadir

(13, 14).

Diinya tlizerindeki iilkeler arasinda var olan cografi farkliliklar da meme kanseri insidansi
ve mortalite oranlarinin degismesine neden olmaktadir (16). Ozellikle; Kuzey Amerika,
Avrupa ve Avustralya’da bulunan endiistrilesmis iilkelerde meme kanseri goriilme riski daha
az sanayilesmis Asya ve Afrika popiilasyonlarina gore daha yiiksek olma egilimindedir; ancak

Japonya bir istisnadir (17).

Meme kanseri gelisiminde etkili olan risk faktorlerinden demografik 6zelliklerin
(cinsiyet, yas, irk/etnisite gibi) yani sira kisinin reprodiiktif dykiisii, ailesel/genetik faktorler
ve gevresel faktorler de 6nem tagimaktadir (18). Reprodiiktif agidan 6strojen hormonuna
maruz kalinan siirede artis olmasi (erken menars ve ge¢ menapoz), ilk canli dogumun daha
ileri yasta yapilmas1 ve hi¢ dogum yapmamis olmak meme kanseri gelisme riskinde artisla
iliskilidir (19, 20). Aile 6ykiisii varligt meme kanseri agisindan énemli bir risk faktoriidiir.
Bir adet birinci derece akrabada meme kanseri olmasi, meme kanseri riskini 1.80 kat
artirmaktadir (21). Bunun yaninda molekiiler genetik alanindaki gelismelerle kalitsal meme

kanseri ile iligkili BRCAI, BRCA2, TP53 ve PTEN gibi ¢esitli genler tanimlanmistir. Bu
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genlerde meydana gelen mutasyonlarin bireyin meme kanserine yakalanma olasiliginin
artmasinda pay1 oldukca fazladir (22). Ayrica; yiiksek sosyoekonomik diizey, geng yasta
radyasyona maruz kalma, hormon replasman tedavisi (HRT) ve oral kontraseptif kullanimi
gibi ¢evresel risk faktorlerinin de meme kanseri olusumunda etkili olabilecegi bilinmektedir

(23-26).

Erkeklerde meme tiimorleri %0.5 ile %1 arasinda degisen insidans oranlart ile nadir
olarak goriilmektedir (27, 28). Amerika’da her y1l yaklasik 2,140 vakaya erkek meme kanseri
tanis1 konmakta; yillik 6liimlerin sayisi ise 450’ ye ulasmaktadir (29). Kadinlarda goriilen
meme kanserine benzer 6zellikte yas ile birlikte erkek meme kanseri riski de artmaktadir (27,
30). Ancak; erkeklerde kadinlara gore diagnoz yas1 daha ge¢ olmakla birlikte (27, 30-31),
kadinlardan farkli olarak erkek meme tiimorlerinin %50°si evre 3 veya evre 4 olup agresif

Ozellik gostermektedir (32).

Meme kanseri, farkli biyolojik davranislar gosteren, farkli klinik-patolojik ve molekiiler
karakteristik 6zelliklere sahip ¢ok sayida alt tipi bulunan heterojen bir malignansidir. Bu alt
tiplerin meme kanseri tedavisine verdikleri yanit ve gosterdikleri prognoz da birbirinden
belirgin bir bicimde ayrilmaktadir (33). Meme kanserinin farkli davraniglarini ve farkl tedavi
seceneklerine yanitlarini belirleyen timdr ¢api, tiimor evresi, hasta yasi, aksiler lenf
nodlarmin tutulumu ve hormon reseptorlerinin durumu gibi ¢ok sayida 6zellik giiniimiizde
meme kanseri tanisinda kullanilmakta olup temel prognostik faktor olarak saptanmistir (34,

35).

Hastaligin prognozu ve buna yonelik uygun tedavi yaklasiminin ortaya konmasi adina
meme kanserli hastalar1 farkli risk kategorisine ayirmada kullanilan klinik ve patolojik
Ozellikteki bu faktdrler, bireysel agidan hastaligin prognostik 6zelligini belirlemede ve risk
degerlendirmesinde yetersiz kalmaktadir (34). Bu agidan, bireye 6zgii yeni tedavi
yontemlerinin gelistirilmesinde, meme tiimorlerinin 6zelliklerinin iyi anlagilmasi ve buna
paralel olarak hastalara uygulanacak tedavi protokoliiniin belirlenmesinde, meme tiimdrlerinin

molekiiler diizeydeki siniflandirmalarinin gerekliligi ortaya konmaktadir (35).



2.5. Meme Kanserinin Histolojik Siniflandirilmasi

Meme kanserinin histolojik yapisi in-situ karsinom ve invaziv (infiltrat) karsinom olmak
lizere baslica iki kategoride incelenmektedir. In-situ meme karsinomu, biiyiime paternleri ve
sitolojik 6zellikleri ile birbirinden ayrilan duktal veya lobiiler seklinde iki alt grup ile
siniflandirilmaktadir. In-situ duktal karsinom, lobiiler karsinoma gore daha yaygin
goriilmekte ve heterojen 6zellikteki tiimdr gruplarinin yapisal agidan farklilik gosterdigi bes
farkl alt sinifa ayrilmaktadir. Bunlar; Komedo, Kribriform, Mikropapiller, Papiller ve Solid
alt simiflaridir (Sekil 4) (36, 37).

MEME KANSERI

In Situ Karsinom [ Invaziv (Infiltrat) Karsinom ]

O
Duktal Lobiiler =
Duktal
1
Solid Diisiik Lobiiler (Kolloid)
histolojik

Komedo

Duktal
varyasyon

Kribriform Papiller
Mikropapiller
Tyi Zayif
farklilagmig farklilasmis
Orta derecede
| farklilagmig ]

Bu smiflandirmada agagidaki esaslar temel alimmigtir:
1. Niikleer Pleomorfizm
2. Glandula/Tubiil Olusumu
3. Mitotik Oran

Sekil-4 Meme kanseri alt tiplerinin histolojik siniflandirilmasi (37)

Kanser hiicresinin lenf ve kan damarlar1 araciligi ile ¢evre dokulara metastaz yapma
egilimi, invaziv (in-situ olmayan) 6zelligini gdstermektedir. Invaziv meme karsinomlari in-
situ karsinoma benzer 6zellikte, histolojik alttiplere farklilagsan heterojen yapidaki tiimorlerdir.
Bu grupta yer alan major tiimor tipleri; infiltrat duktal, invaziv lobiiler, duktal/lobiiler,
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miisinoz (kolloid), tubiiler ve meduller meme karsinomlarini icermektedir (Sekil 1) (37).
Bunlar arasinda, invaziv (infiltrat) duktal meme kanseri tiim invaziv lezyonlarin %70-80’ini
olusturan en yaygn alt tiptir (38). Invaziv duktal karsinom ile ilgili olarak tiimdr gruplarinin
molekiiler evrelerine gore degisik dlgiilerde farklilastigi ve bu farklilagsmada niikleer

pleomorfizm, tubiil olusumu ve mitotik index seviyelerinin etkili oldugu bilinmektedir (39).

2.6. Meme Kanserinin Molekiiler Stmiflandirilmasi

Mikroarray ¢alismalar ile gergeklestirilen gen ekspresyon profillerinin analizi sonucu
meme kanserinin farklt molekdiler alttipleri tanimlanmistir (40, 41) (Sekil 5). Klinik agidan
degisen Slgiide heterojenite gdsteren meme karsinomu; hormon reseptor pozitif ve hormon
reseptor negatif olmak {izere temelde iki molekiiler sinif ile kategorize edilmektedir. Hormon
reseptOr pozitif meme kanserleri kendi igerisinde Luminal A ve Luminal B olarak adlandirilan
alt tiplere ayrilmaktadir. HER-2 pozitif ve bazal-benzeri gruplar ise hormon reseptor negatif
meme kanserleri igerisinde tanimlanan major molekiiler alttiplerdir (34). Bunun yaninda bazi
caligmalarda; Luminal A, Luminal B, HER-2 pozitif ve bazal-benzeri gruplara gore klinik
acidan daha zay1f 6lciide nitelendirilen Luminal C ve normal meme-benzeri molekiiler
alttiplerden de bahsedilmektedir (42-48). Meme kanserinin molekiiler siniflandirilmasinda
tanimlanan bu gruplar, gen ekspresyon paternleri, klinik 6zellikleri, tedaviye yanit ve prognoz

gibi faktorler agisindan birbirinden farklilik gostermektedir (34).

2.6.1. Luminal A

Luminal tipteki tiimorler, luminal sitokeratinleri ve normal meme dokusuna ait
luminal epitelyal hiicrelerin genetik markirlarini yiiksek seviyede eksprese eden tiimorlerdir
(49). Bu siniftan olan Luminal A tipi tiimorler; meme kanserleri icerisinde %50-60 orani ile
en yaygin goriilen alt gruptur (37). Patolojik olarak diisiik histolojik evre ve iyi Olciide
farklilagma 6zelligi ile karakterize edilmektedir. Ostrojen reseptdrii (ER) pozitifligi
progesteron reseptorii (PR) pozitifligine gore daha ¢ok goriilmekle birlikte HER-2
ekspresyonu gozlenmemektedir. Ayrica, hiicresel proliferasyon aktivitesini belirten Ki67
indexi genellikle diisiik diizeyde olup %14’iin altindadir (34). Luminal A alt grubunu temsil
eden tiimorler iyi prognoz 6zelligi ile nitelendirildikleri gibi antidstrojenlere karsi hassasiyet

gosterip endokrin tedaviye olumlu yanit vermektedir (47).



2.6.2. Luminal B

Tiim meme kanserleri igerisindeki goriilme oran1 %10 ile %20 arasinda degisiklik
gosteren ve prognostik olarak orta diizeyde siniflandirilan alt gruptur (37). Luminal B tipi
tiimorlerin molekiiler profilleri genel olarak ER ve/veya PR ekspresyonu, HER-2 ekspresyon
varlig1, yiiksek histolojik evre ve yiiksek derecede proliferasyon 6zelligi ile karakterizedir.
Luminal B alt tipi, luminal A alt tipine benzemekle birlikte Luminal A tipi timdrlerden daha
agresif fenotip, yliksek histolojik evre ve daha kotii prognoz 6zelligi ile ayrilmaktadir. Bu
yiizden iki alt tip arasinda belirleyici biyobelirtecleri bulmaya yonelik ¢alismalar biiyiik 6nem
tasimaktadir. Bu grupta yer alan tiimorlerin immiinohistokimyasal tanimlanmasinda ER,PR
ve HER-2nun yaninda Ki67 proliferasyon indexinin de degerlendirilmesi daha dogru sonug
vermektedir. HER-2 gen ekspresyonu Luminal B tipi tiimorlerin yaklasik %30°nda
gozlenmekte olup HER-2 ekpresyonu goriilmeyen timdrlerde yiiksek Ki67 proliferasyon
orani (>%14) belirtilmektedir. Tamoxifen ve aromataz inhibitorleri ile tedavi miimkiin
olmasina ragmen endokrin tedavi Luminal A grubu tiimérlerde oldugu kadar basarili degildir.
Meme kanserinin bu alt grubunun tedavisi halen zor olmakla birlikte, kemoterapiye yanitta

Luminal A alt tipine kiyasla daha olumlu sonuglar alinmaktadir (34).

2.6.3. HER-2 Pozitif

Bu simifta yer alan tiimorler, tiim meme karsinomlarinin %15’1ini temsil etmekte olup
ERBB-2 (HER-2/Neu) geninin asir1 ekspresyonu veya amplifikasyonuna karsilik steroid
hormon reseptorlerinin (ER veya PR) ekspresyon yoklugu ile karakterize edilmektedir. HER-
2 pozitif tiimorlerin patolojik agidan kétii derecede farklilasma 6zelliginde ve lenf nodlarina
metastaz yapma egiliminde oldugu bilinmektedir (40). Molekiiler histolojik evresi yiiksek
(%75’den fazla) olan bu tiimdrlerin proliferasyon aktiviteleri de artmis olup agresif nitelikleri
On plana ¢ikmaktadir. Luminal gruptaki timdorlere gore klinik agidan daha kotii prognoz
ozelligi gostermektedir. HER-2 pozitif meme karsinomlarinin tedavisinde trastuzumab
(Herceptin) ad1 verilen anti-HER?2 terapisi ve antrasiklin temelli kemoterapi secenekleri biiyilik

Olcilide basar1 saglayan uygulamalardir (34).

2.6.4. Bazal Benzeri
Hormon reseptorleri negatif meme kanserleri grubunda yer alan bu tiimorler, tim
meme kanserlerinin %10-20’sini temsil etmektedir (40). Bazal fenotip gdsteren meme

karsinomlari, diger molekiiler alt tiplerden farkli olarak gen ekspresyon profillerinin
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degerlendirilmesi ile kesfedilmemis; yaklasik 30 yil 6nce patologlar tarafindan tanimlanmistir
(50). Bu smuif igerisinde tanimlanan tiimorlerin biiyiik ¢ogunlugu yiiksek histolojik evre,
solid yapi, girisken sinir ve nekroz ya da merkezi fibrotik odak alani 6zelliklerini tasiyan
invaziv duktal meme karsinomlarindan olusmaktadir (51-53). Immiinohistokimyasal
caligmalarda bazal benzeri alt grubu tanimlamada genellikle 6strojen reseptorii (ER),
progesteron reseptorii (PR) ve HER-2 proteinin ekspresyon yoklugu (triple-negatif) 6n plana
cikmaktadir. Bunun yaninda epidermal biliyiime faktorii reseptorii (EGFR) ve bazal
sitokeratinlerden sitokeratin 5/6 (CK 5/6) gibi belirteclerin pozitif ekspresyonlari
goriilmektedir. Ayrica, kalitsal BRCA I gen mutasyonu tagiyan bireylerde bazal benzeri meme
kanseri gelistigi bildirilmistir (34).

Prognoz agisindan en kotii grup igerisinde HER-2 pozitif meme karsinomu tipi ile
birlikte yer almaktadir. Son yillarda yapilan caligmalarda bazal benzeri meme
karsinomlarimnin histolojik 6zellikleri, gen ekspresyon profilleri ve klinik 6zellikleri
bakimindan heterojen bir grup oldugu ve kotii prognoz 6zelliginin hastalar arasinda esit
derecede olmadig1 belirtilmektedir (54-57). Bu gruptaki hastalarda tedavi secenegi kisith
olup endokrin tedavi veya anti-HER2 terapisinden yanit alinamamakta ancak; platinyum
temelli kemoterapi veya PARP inhibitorleri ile yapilan uygulamalardan bahsedilmektedir

(34).

INVAZIV DUKTAL KARSINOM

(invaziv meme kanserlerinin ~ %80'i )

Bazal benzeri
ER-,PR- HER2-,
CK5/6 ve/veya

EGFR+

Luminal A
ER+,PR+,HER2-

y
Luminal B HER2+
ER+,PR+,HER2+ ER-,PR-,HER2+
HER2+
ER+, PR+ ER-, PR-

Sekil-5 Meme kanserinin farkl molekiiler alttiplerinin sematik gosterimi (41)
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2.7. Meme Kanserinin Genetigi
2.7.1. Meme Karsinogenezinde Genlerin Rolii

Meme kanseri tiimor olusum siireci, adim adim ilerleyen ¢ok asamali karsinogenez
modeli olarak tanimlanmaktadir (58). Tiimor gelisim siirecinin klasiklesmis bu modelinde,
normal epitelyal hiicrenin premalign atipik hiicreye doniisiimii, ardindan klonal biiyiime ile
premalign lezyona ve in situ karsinom olarak adlandirilan evreye gecis gergeklesmektedir. In
situ karsinom olarak olusan lezyonlar invaziv hale doniistiikten sonra lenf ve kan damarlar1
aracilifi ile yayilarak immiin sistemi etkisiz hale getirmekte ve metastatik siireci
baslatmaktadir. Tiimorigenezis siiresince ger¢eklesen her adimda timdr hiicresine segici bir
avantaj saglayarak biiyiime ve yeni 6zellikler kazandiran 6nemli genetik olaylar meydana
gelmektedir. Bu genetik olaylar kii¢iik nokta mutasyonlari, kromozomal delesyonlar,
translokasyonlar ve amplifikasyonlar seklinde olabilecegi gibi kromozom kayiplar1 veya
duplikasyonlar gibi genis ol¢iideki degisiklikleri de igermektedir. Meydana gelen genetik
degisimler, gen ekspresyonlarinda bazi modifikasyonlar veya gen {irtinlerinin fonksiyonel
degisimi ile sonuglanmakta ve tiimor progresyonuna yol agmaktadir (59).

Genetik varyasyonlarin biiyiik bir kismi sadece kanserli dokudaki kanser hiicrelerinde
gozlenirken (somatik mutasyon) daha az siklikla da olsa germ hiicrelerindeki genetik
degisimler ile ortaya ¢ikan maligniteler (germ-line mutasyon) kalitsal 6zellik tagimaktadir.
Genomdaki bu kalitsal ve kalitsal olmayan genetik degisimler, belirli hiicresel olaylarda
farkl etkiler gosteren onkogenler, tiimor supresor (baskilayici) genler ve DNA tamir genleri
olmak tizere ii¢ grup gen sinifi ile iliskilendirilmektedir. Onkogenler, normal 6lciide
fonksiyon gosteren proto-onkogenlerde meydana gelen mutasyonlar sonucu olusmaktadir.
Proto-onkogenler, hiicrelerin biiyiime, cogalma, farklilasma ve programlanmis hiicre 6liimii
olan apoptoz i¢in aldiklar1 iletileri hiicre membranindan baglamak iizere ¢ekirdege
kadar stirdiirdiikleri sinyal ileti mekanizmasinda iglev géren bir¢ok proteinin ekspresyonundan
sorumlu olan genlerdir. Eger bir mutasyon sonucu proto-onkogenin yapisi degisirse olusan
hasar genin, dolayisi ile gen iiriiniin yapisinin degismesine neden olur ve ¢esitli yollarla hiicre
bdliinmesinin kontrolii ortadan kalkar ve malignite ortaya ¢ikar. Onkogenler hiicre
biiylimesini hizlandirarak kanser olusumuna neden olan genlerdir seklinde tanimlanabilir (60).

Kanser olusumunda, onkogenlerden baska énemli ikinci bir gen grubu da timor

baskilayict genlerdir. Bu iki gen grubu birbiriyle zit yonde ¢alisarak karsinogenezde rol
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alirlar. Tlimor baskilayict genler; hiicrenin biiylime, boliinme ve liimiine neden olan
faktorleri 6nleyen proteinleri eksprese etmektedir. Boylece hiicre biiyiimesinde gorev alan
genlerin kontrolii saglanarak tiimor olusumu inhibe edilmektedir. Genomda meydana gelen
genetik degisimler sonucu bu genlerin yapisinda ve fonksiyonunda hasar olustugunda
biiyiime kontrolii ortadan kalkacagindan kanser gelisimi s6z konusu olmaktadir.
Karsinogenez siirecinde proto-onkogenlerin aktivasyonu ile onkogenler olusurken, timor
baskilayici genler inaktive olduklarinda kanser olusumuna yol agmaktadir (61).

Meme kanserinin gelisiminde tigiincii gen grubu olarak DNA onarimi ve kromozom
biitiinliiglinlin korunmasinda islev goéren DNA tamir genleri yer almaktadir. Kromozomlarin
yapisinda, organizmanin canlilik islevleri ve biyolojik gelismeleri i¢in gerekli olan genetik
bilginin tagindig ¢ift iplikli temel kalitim molekiilii olarak tanimlanan DNA; iyonlastirici
radyasyon, ultraviyole 151k ve ¢esitli kimyasallar gibi ¢cevresel faktorler ile zarar gormektedir.
Bunun yaninda DNA replikasyonu sirasinda olusan hatalar da mutasyonlara neden
olmaktadir. Hiicrede DNA hasarinin onarilmasina yonelik, meydana gelen mutasyonlari en
aza indirgeyen belirli DNA tamir genleri bulunmaktadir. Bu genlerde ve gen iiriinlerinde
olusan mutasyonlar DNA onarimini engelleyerek hiicrede mutasyonlarin artarak birikimine
sebep olmaktadir (62). Belli bir asamadan sonra olusan DNA hasarinin miktar1 hiicrenin
onarim kapasitesini agip DNA replikasyonu sirasinda onarilamayan lezyonlar mutasyonlarin
baslica kaynagi durumuna gelmekte ve genomik instabilite gelismektedir (63). Bu sekilde
hiicrede mutasyonlarin birikmesi kansere yol acan degisikliklere neden olmakta ve hiicrenin
kanserlesmeye dogru yonelimini arttirmaktadir (62). Bdyle bir durumda siklikla mutasyona
ugrayan genler i¢in mutator genler ifadesi kullanilmaktadir. DNA onarim1 veya genomik
stabilitenin devamliliginda islev géren genlerde meydana gelen mutasyonlarin sonucunda ise
mutator fenotip olusmaktadir. Buradan kanser hiicreleri mutator fenotip gostermektedir

seklinde bir ¢ikarim yapilabilmektedir (63).

2.7.2. Meme Kanserinde Etkili Olan Onkogenler

Meme kanseri iizerinde yapilan genomik analizler, meme tiimorii olusumunun bazi
onkogenlerin aktivasyonuna yol agan ¢esitli genetik degisimler ile iligkili oldugunu
belirtmektedir. Onkogenlerin aktive edilmesi baglica gen amplifikasyonu, nokta mutasyonlari
veya kromozomal translokasyon mekanizmalari ile ger¢eklesmektedir (64). Tiim bu

mekanizmalar sonucu ortaya ¢ikan onkogenlerin tiriinleri hiicrede yerlestikleri yerlerde 6zel
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fonksiyonlar gostererek hiicrenin fizyolojik aktivitesinde degisiklikler meydana getirmektedir.
Meme kanserinde genetik mekanizmalar tarafindan etkilenen hiicresel yolaklar ve biyolojik
siirecler birbirleriyle siki bir etkilesim halinde oldugundan hastaligin tani (diagnoz) ve tedavi
yaklasimina yonelik uygulamalarda olas1 zorluklar s6z konusu olmaktadir. Amplifikasyon,
delesyon, nokta mutasyonu, kromozomal translokasyon ya da insersiyonel mutagenez yolu ile
meme karsinogenezinde etki gosteren belirli spesifik onkogenler vardir. Bunlar; cerbB-2
(veya HER2/neu) , c-myc, CCND1 (Cyclin D1) , Cyclin E ve RAS genleri seklindedir (60,
64). Bu genlerin disinda meme kanserinin biliyiimesinde ve proliferasyonunda etkili olan
EGF, VEGF, TGF, IGF ve FGF gibi biiylime faktorleri ve biiyiime faktorlerine ait reseptorler
de onkogenik 6zellik gostermektedir. Steroid hormon reseptorleri grubuna dahil edilen
Ostrojen hormonu reseptorii (ER), progesteron hormonu reseptorii (PR) ve androjen hormonu
reseptorii (AR); meme dokusu ve kanserli hiicrelerin bliylime ve gelismesinde etkili temel

molekiiller olarak ayr1 bir kategoride siniflandirilmaktadir.

2.7.2.1. cerbB-2 (HER2/neu) Onkogeni

HER-2 (human epithelial receptor 2, HER-2/neu veya cerbB-2) geni 17 kromozomun q12
kolunda lokalizasyon gostermekte ve 185 kDa biiyiikliigiinde transmembran tirozin kinaz
biiylime faktorii reseptorii kodlamaktadir (64, 65). Reseptdr tirozin kinazlardan (RTK) ERBB
gen ailesi birbiriyle iligkili dort farkli {iye igermektedir. HER-2nun da i¢inde yer aldig1 bu
gen ailesinin iiyeleri arasinda EGFR (epithelial growth factor receptor), ErbB2 (Neu, HER-2),
ErbB3 (HER-3) ve ErbB4 (HER-4) genleri bulunmaktadir (66, 67). Hiicre membranindaki
biiyiime faktorii reseptorleri, spesifik ligandlara baglanarak ya da yeterli reseptor varliginda
dimerizasyon ve reseptor otofosforilasyonu ile aktivasyon gostermektedir. Biiyiime faktori
reseptorlerinin aktivasyonu sonucu hiicrede ¢esitli metabolik yollar1 etkileyen ard arda ¢ok
sayida genetik aktarim olay1 gerceklesmektedir. cerbB-2 geni bu sekilde etkin hale gelerek,
hiicrede proliferasyon, anjiyogenez (damarlanma), degisen hiicre-hiicre etkilesimleri, artan
hiicre motilitesi (hareket yetenegi), metastaz ve apoptoza kars1 direng gibi biyolojik siiregleri
tetikleyen MAPK (mitogen activated protein kinase) ve PI3K (phosphotidil inositol 3
kinase)/AKT sinyal yolaklarin1 harekete gecirmektedir (Sekil 6) (64, 68, 69).

cerbB-2, meme kanseri arastirmalarinda ve tedavisinde en yogun ¢alisilan

onkogenlerden biridir. cerbB-2 gen amplifikasyonu ve overekspresyonunun (asiri
ekspresyon) meme karsinomlarinin %20’si ile %30°u arasinda degisen oranda goriilmesi bu

genin meme kanserinde biiyiik 6nem tasidigini géstermektedir (67, 70, 71). Agresif meme
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tiimdrleri ile yapilan ekspresyon ¢alismalarinda 6zellikle yiiksek histolojik evreli invaziv
duktal karsinom olmak iizere bir¢ok in situ ve invaziv duktal karsinomda yliksek seviyede
cerbB-2 gen ekspresyonu belirtilirken hiperplazi ve displazi gibi benign meme hastaliklarinda
nadir olarak gozlenmektedir (67, 72, 73). Lenf nodu pozitif ve lenf nodu negatif primer
meme tiimdrlerinde fazla miktarda eksprese olan HER-2 geni klinik agidan kotii prognostik
faktor olarak degerlendirilmektedir (67, 73-75). Ayrica erken evre meme kanserli hastalarda
yiiksek derecede rekiirens riski, hormonal tedaviye ve antrasiklin harici kemoterapiye karsi
direng artisi ile iligkilendirilmistir. Bunun yaninda HER-2 geni overeksprese olan meme
tiimdrlerinin doksorubisin ve bazi ¢aligmalarda taksan tedavisine kars1 yliksek seviyede
hassasiyet gosterdikleri sonucuna varilmistir (64, 76). Bu acgidan prognostik 6zelliginin yani
sira terapatik uygulamalarda da etkili oldugu ve prediktif bir markir niteligi tasidigr dikkat
cekmektedir (64, 77).

Cotuximakb
a

Trastuzumab —] HER# neu LGIR b— Panitsmumab

Gefitinily
Dakges]
£ = Erlatinib
o
FTEN | Hiicre proliferasyonu
VEGF
Anjiyogeneris . Ligand -=I_§- Tirozin kinaz

Sekil-6 ERBB gen ailesi ile iliskili genetik degisimler ve terapotik hedefler (69)

HER-2 geninin meme kanseri tedavisinde prediktif bir biyomarkir olarak nitelendirilmesi
anti-HER-2 temelli terapi yaklagimlari sayesinde miimkiin olmaktadir. Anti-HER-2 tedavisi
olarak bilinen trastuzumab (Herceptin), HER-2 proteininin ekstraselliiler bolgesini hedef alan
rekombinant monoklonal bir antikordur (64, 78). Antikorlar, biiylime faktorii reseptorlerinin
ekstraselliiler domain kisimlarina baglanarak aktivitelerini baskilayan ve biiyiimeyi inhibe

eden molekiillerdir (64, 79). Trastuzumab monoklonal antikoru, hiicre sinyalleri tizerinde
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diizenleyici fonksiyon gostermekle birlikte etki mekanizmasi immiinolojik etkiler seklinde de
olabilmektedir (64, 80). Buna gore HER-2 pozitif meme kanserli hastalarda adjuvant
Herceptin kullanimi klinik ag¢idan hastaliksiz sagkalim ve genel sagkalim {izerinde olumlu
gelismeler saglamaktadir (81-84). Yapilan calismalarda trastuzumab ile meme kanserinde
kullanilan diger kemoterapdtik konvansiyonel ajanlarin (platinum, docetaxel, vinorelbine)
birlikte kombine edildiginde sinerjistik etki gostererek hastalik progresyonu, tedaviye yanit ve
sagkalim iizerinde 6nemli 6l¢iide ilerleme kaydettigi kanitlanmistir (85). Bu sekilde, biiyiime
faktorii reseptorlerinin iginde yer aldigi sinyal yolaklarinin, hormon reseptdr sinyali ve DNA
onarimi gibi siiregleri kapsayan molekiiler yolaklar ile etkilesim gosterdigi izlenimi 6ne

stiriilmektedir (64).

2.7.2.2. c-Myc Onkogeni

c-Myc onkogeni, 8q24 kromozom boélgesinde lokalize olmustur ve hiicresel proliferasyon,
transformasyon ve apoptoz olaylarinda gorevli transkripsiyonel diizenleyici faktor roliinde c-
Mycl, c-Myc2 ve c-MycS olmak iizere {i¢ farkli niiklear fosfoprotein kodlamaktadir (86-88).
c-Myc2, bir¢ok ¢alismada ‘c-myc’ olarak adlandirilan, ti¢ farkli protein iginden major form
olarak nitelendirilen, 62 kD biiyiikliigiindeki bir proteindir. Proteinin amino ucundaki (N-
terminal) transaktivasyon domaini olan TAD kutusu icerisinde Myc gen ailesi tiyeleri
arasinda yliksek derecede korunmus iki homolojik yap1 (MBI ve MBII) bulunmaktadir.
Karboksil ucu (C-terminal) ise, temel bolge (basic region, BR) ve bu bélge ile baglantili olan
helix-loop-helix/leucin zipper (HLH/LZ) domain yapisini igermektedir (89). c-Myc proteini
HLH/LZ domaini boyunca Max ad1 verilen diger bir transkripsiyon faktorii ile heterodimer
yap1 olusturmakta, olusan bu c-myc/Max kompleksi E-kutusu (E-box) olarak isimlendirilen
spesifik DNA tanima dizisine baglanmaktadir (86, 87, 90, 91). Diizenleyici bolgelerinde E-
box yapisini iceren genler c-Myc’in hedef genleri arasinda olup bu sekilde c-Myc/Max
kompleksi tarafindan transaktivasyon veya transrepresyon mekanizmalarina tabi
tutulmaktadir. c-Myc bu mekanizmalar araciligi ile farkli hiicresel fonksiyonlar (hiicre
dongiisiinilin diizenlenmesi, apoptoz, hiicre adezyonunun inhibisyonu ve hiicresel farklilasma)
ile iliskili genleri hedef alarak fonksiyon gostermektedir (Sekil 7) (92, 93).

c-Myc, hiicre dongilisiiniin G1 ve S fazlar arasindaki gecis mekanizmasinda diizenleyici
gorev yapan siklin ve sikline bagimli kinaz proteinlerinden cyclin D1 ve D2, cyclin E, CDK?2,
CDK4 ve p27 gibi genleri aktive veya inhibe ederek hiicre metabolizmasini hizlandirip hiicre

proliferasyonu ve genomik instabiliteye neden olmaktadir. Apoptotik siiregte ise IL-3 proteini

16



ile ilgili olan galigmalar c-Myc geni ile apoptoz arasindaki iligskide ilk yapilan arastirmalardan
biri olmustur. IL-3 proteini yoklugunda artan c-Myc ekspresyonu, hiicre ¢evriminde S fazina
gecisi gerceklestirerek hiicre 6liim oranini hizlandirmaktadir (93).

Meme kanserlerinin %15-25’inde c-Myc gen amplifikasyonu ve overeskpresyonu
goriilmektedir (94). Bu durum meme tiimorlerinde kotii prognoz veya agresif klinik 6zellikler
ile iligkilidir (95). Birgok arastirmacit meme kanseri ile c-Myc overekspresyonu arasinda net
bir iligski oldugunu savunmasina ragmen, aberant c-Myc ekpresyonunun tek bagina meme
karsinogenezi i¢in yeterli olup olmadigina dair tartisma yaratan fikirler de bulunmaktadir.
Berns ve arkadaglarinin primer meme kanserli hastalarda c-Myc gen amplifikasyonunu
degerlendirdikleri bir ¢alismada, c-Myc geni amplifiye olan ve 6zellikle lenf-nodu negatif ve
steroid hormon reseptorii pozitif primer meme tiimorlii hastalarin 5 yillik sagkalim siirecinde
hastaliksi1z sagkalim stiresinin kisa oldugunu vurgulamiglardir. c-Myc geni bu agidan meme
kanserinde prognostik bir belirte¢ olarak nitelendirilmektedir (96). Terapotik 6nemi ele
alindiginda ise meme tiimorlerinin hormon tedaviye verdigi yanit ve kemoterapi direncliligi
konusunda c-Myc geninin rolii oldugu diistiniilmektedir (97). Ayrica, ailesel meme kanseri ile
iliskili olan tiimor baskilayic1 gen 6zelligindeki BRCAI geninin de (98), c-Myc ekspresyonu
tizerinde 6nemli sayilabilecek etkileri bulunmaktadir. BRCAI geni fiziksel agidan c-Myc
proteinine baglanip transkripsiyonel aktivitesini baskilayabilme 6zelliginde oldugundan, bu
gende meydana gelen genetik kayiplar artan c-Myc aktivitesi ile birlikte meme kanseri

hiicrelerinin transformasyon potansiyelini hizlandirmaktadir (99).
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Sekil-7 Myc/Max (E box) yapisinin hedef aldig1 genler ve hiicresel fonksiyonlar (93)
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2.7.2.3. Siklinler ve Hiicre Dongiisiiniin Diizenleyici Elemanlari

Hiicre dongiisii ve aktif proliferasyon (¢ogalma) siireci farkli proteinler tarafindan
denetlenen diizenleme mekanizmalarina tabidir. Bu stirecte siklin proteinleri, siklin bagiml
kinazlar (CDK) ve siklin bagimli kinaz inhibitorleri (CDKI) olmak {izere hiicre dongiistinii
dogrudan kontrol eden proteinler rol oynamaktadir. CDK proteinleri, hiicre dongiisiiniin
sathalar1 boyunca stratejik olarak yerlesen, siklinler tarafindan pozitif yonde, CDKI
proteinleri tarafindan ise negatif yonde diizenlenerek fonksiyon gdsteren bir grup proteini
icermektedir. Bu proteinler aktive edildiklerinde , basta hiicre dongiisiiniin GO ad1 verilen
dinlenme fazindan aktif dongili ve mitoz boliinme siirecinin basladig1 S fazina gegisinde bekg¢i
roliinde gorev yapan Retinoblastoma (pRb) geni olmak iizere hiicre dongiistindeki diger timor
baskilayici proteinlerin fosforlanmasina ve inaktivasyonuna yol agmaktadir (Sekil 8) (100).
Siklin D (Cyclin D) ve Siklin E (Cyclin E) gen ekspresyon seviyeleri hiicrenin G1’den S fazina
ilerleyisinde anahtar rol oynayarak hiicre dongilisiine gore degisiklik gostermektedir (64, 101).

Siklin D1 proteinini kodlayan gen, 11q13 kromozom boélgesinde lokalize olmustur.
Invaziv meme kanserlerinin %40-50’sinde asir1 eksprese, %10-20’sinde ise amplifiye sekilde
bulunmaktadir (64, 102). Siklin D1, kendine 6zgii CDK proteini ile kompleks
olusturdugunda, Rb tiimor baskilayici genin fosforlanmasi ile transkripsiyon faktorii E2F
serbest kalarak DNA sentezi i¢in gerekli proteinler uyarilmis olmaktadir. Bu sekilde hiicre
G0 fazindan mitoz evresine gecis yapmaktadir (64). Siklin-D1, ER ve PR ekspresyon
seviyeleri ile giiclii pozitif korelasyon gosterip Ostrojene duyarli hiicrelerin proliferasyonunu
diizenleme yetenegine sahiptir. Siklin-D1’ in asir1 ekspresyonunun yanisira amplifikasyonu,
erken niiks ve kot prognoz ile iliskili olup, hormon reseptdr pozitif hastalarda prediktif faktor

olarak nitelendirilmektedir (103).

Sekil-8 Okaryotik Hiicre Déngiisii (100)
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Hiicre dongiistinde gorev yapan diger bir siklin proteini olan Siklin E ise, 19q12
kromozom bolgesinde bulunmaktadir. Meme kanserlerinin yaklasik %2’sinde
amplifikasyonlar seklinde aktive olurken, %20-30’unda asir1 derecedeki ekspresyonlari
goriilmektedir (104). Hiicrede fazla miktarda eksprese oldugunda Siklin D1’deki
mekanizmaya benzer sekilde pRb ve diger bazi niiklear proteinlerin hipofosforilasyonuna ve
proliferasyon aktivitesinin artmasina neden olmaktadir. Siklin D1 ile karsilastirildiginda,
Siklin E1 ekspresyonu yiiksek olan tiimdrler daha yiiksek evre ve proliferasyon indexi ile

birlikte hormon reseptorii negatif ve oldukea kotii prognoz 6zelligi gostermektedir (104, 105).

2.7.2.4. RAS ONKOGENI

RAS ailesine ait olan genler; hiicresel proliferasyon ve farklilasma, hiicre iskeletinin
organizasyonu ve membran trafigi gibi bircok hiicresel siireci diizenlemekle gorevli guanozin
5’-trifosfat (GTP) baglayici proteinleri kodlayan 21 kilodalton (kD) biiytikliiglindeki
genlerdir. Memelilerde bu gen ailesinin bilinen {iyeleri sirasiyla 1,11 ve 12. kromozomlarda
yer alan N-RAS, H-RAS ve K-RAS genleridir (106). Meme kanseri hiicre hatlar ile yapilan
calismalar, K-RAS genindeki mutasyon oraninin %13’e esit oldugunu ve K-RAS
mutasyonlarinin meme tiimorlerinde genellikle nadir olarak goriildiigiinii belirtmektedir.
Literatiirde RAS genleri mutant olan iki farkli meme kanseri hiicre hatti tanimlanmistir.
Bunlardan biri K-RAS G12C ve N-RAS Q61R mutasyonlarini tasiyan SK-BR-7 hiicre hatt;
digeri ise K-RAS G13D ve BRAF G464V mutasyonlarini tastyan MDA-MB-231 meme
kanseri hiicre hattidir. RAS genlerinin disinda Rho ve Rac proteinleri ile birlikte CDC42 ve
TC10 genlerini igeren Rho ailesi iiyelerinden de bahsedilmektedir. Transformasyon
potansiyeli yiiksek olan Rho ailesi proteinleri, ayn1 zamanda hiicre iskeleti organizasyonunun
anahtar diizenleyicileri gorevindedir. Yapilan ¢alismalarda bu GTPaz ailesi tarafindan
olusturulan sinyallerin hiicresel invazyon ve metastaz etkiledigine dair bulgular elde
edilmistir (107). Zhao ve arkadaglar1 (108) , RHOA geninin hiicresel transformasyon ve
meme kanseri ile iligkili bircok yolakta degisiklikler olusturarak insan meme epitelyal
hiicrelerinde preneoplastik transformasyonu indiikledigini gostermislerdir. Hiicresel
ozelliklerine ragmen RHO gen ailesinin meme kanserinde Ras proteinleri ile ayn1 dlgiide
dikkat cekmedigi goriilmektedir.

Meme kanserlerinde RAS geninin mutasyonlar ile ger¢eklesen aktivasyon mekanizmasi

nadir olarak goriilmekte olup, hiicrede fazla miktarda eksprese olan veya regiilasyonu
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bozulmus tirozin kinaz genleri aracilig1 ile normal Ras aktivitesinin upregulasyonuna daha
cok rastlanilmaktadir (107). RAS geni, RAS-RAF-MAP Kinaz sinyal yolaginda genellikle
plazma membranindaki biiyiime faktorii reseptorlerinin sitoplazmik parcalarina yakin bolgeye
yerlesip GTP ile aktiflestikten sonra tirozin kinazlar ile iliskiye girerek sinyal iletiminde
Oonemli aract molekiil gorevini listlenmektedir (Sekil 9) (109). Bu sinyal yolaginda yer alan
proteinler birbirleriyle etkilesime girerek ¢esitli mutasyon, amplifikasyon ya da gen

ekspresyon mekanizmalari ile RAS geninin aktivasyonuna neden olmaktadir. (110).
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Sekil-9 RAS-RAF-MAPK sinyal yolag: (109)

2.7.3. Meme Kanserinde Etkili Biiyiime Faktorleri ve Biiyiime Faktorii Reseptorleri

Hiicrede kansere yol agan degisimlerin biiylime faktorii sentezinde artis ya da biiylimeyi
inhibe eden faktorlerin sayisinda azalmaya bagli oldugu iddia edilmistir. Baslica biiyiime
faktori aileleri; EGF (Epidermal Biliyiime Faktorii), TGF (Transforming Biiylime Faktort),
IGF-I (Insiilin Benzeri Biiyiime Faktorii-1), /GF-II (Insiilin Benzeri Biiyiime Faktorii-2),
VEGF (Vaskular Endotelyal Biiyltime Faktorii), PDGF (Trombosit Tiiretilen Biiylime
Faktorii) ve FGF (Fibroblast Biiylime Faktorii) aileleridir. Biiylime faktorleri, kendilerine ait
reseptorlere baglanarak islev gébrmektedir. Plazma membraninda bulunan tirozin kinaz
bliylime faktorii reseptorleri, spesifik ligandlara baglanarak dimer olusturmakta ve
fosforilasyon mekanizmasi ile aktivasyon gostermektedir. Biiyiime faktorii reseptorlerinin
aktivasyonu sonucu hiicrede ¢esitli sinyal yolaklarini etkileyen ard arda ¢ok sayida genetik
degisim ve biyolojik olay meydana gelmektedir (86). Meme kanserinde etkili biiylime faktorii
reseptor ailelerinden en dnemlileri EGFR diger adiyla HER ailesi olarak bilinen reseptorlerdir.

Biiylime faktorleri grubunda yer alan ve VEGFR adli reseptorii kodlayan VEGF geni ise
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tiimor hiicrelerinin anjiogenezinde (damarlanma) gorev aldigindan meme kanserinde ayri bir

Ooneme sahiptir.

2.7.3.1. Epidermal Biiyiime Faktorii Reseptorii (EGFR)

Molekiiler onkoloji alanindaki arastirmalar, tlimor biiylimesi ve gelisimini tetikleyen
spesifik molekiillerin hedef alindig1 yeni terapi yaklasimlarini da beraberinde getirmektedir.
Epidermal Biiyliime Faktorii Reseptorii (EGFR), antitiimor 6zellikteki yeni ajanlar tarafindan
hedef alinan ve kanser molekiiler biyolojisinde ilk olarak tanimlanan 6nemli molekiillerden
biridir (111). EGFR (ErbB) gen ailesinin iiyeleri arasinda EGFR (ErbB1 ve HERI), HER? (
HER2/neu ve ErbB2) , ErbB3 (HER3) ve ErbB4 (HER4) reseptor genleri yer almaktadir (112)
(Sekil 10). Bu genler arasinda, meme tiimorlerinin %20-25’inde overeksprese olan HER?2,
meme kanserlerinde en ¢ok ¢alisilan ve bilinen terapotik hedeflerden biridir.

Transmembran glikoprotein 6zelligindeki reseptdr genleri, hiicre membrani diginda
bulunan ekstraselliiler ligand baglayic1 domain ve sitoplazmik kisimda yer alan intraselliiler
reseptOr tirozin kinaz domain yapilarindan olusmaktadir. Ligandlar baglandiklarinda,
reseptorler birbirleriyle homodimer veya heterodimer olusturmakta ve aktive olan reseptoriin
hiicre i¢inde bulunan béliimiindeki tirozin kinaz fosforillenmektedir (Sekil 10). Bdylece pek
cok enzimin ve proteinin baglanabilecegi bolgeler aciga ¢cikmaktadir. Reseptorlere baglanan
enzim ve proteinler, hiicre i¢erisinde niikleustaki transkripsiyon faktdrlerine ulasan bir sinyal
ileti zincirini baslatmaktadir. Ileti en son niikleer transkripsiyon faktorlerine ulasarak
proliferasyon, anjiyogenez ve apoptoz gibi dnemli hiicresel olaylar tetiklemektedir.
Ligandlar hiicresel diizeyde; hiicre proliferasyonunu indiiklemekle kalmayip, ayn1 zamanda
adezyon ve motiliteyi (hareket) degistirerek hiicreyi apoptoza karsi korumaktadir. Fizyolojik

seviyede ise invazyon ve anjiogenez olaylarini uyararak fonksiyon gostermektedir (113)
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Sekil-10 EGFR reseptor tirozin kinaz ailesi ve reseptor aktivasyonu (112)
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EGFR reseptorleri tarafindan aktive olan major sinyal yolaklar1 PI3K (fosfatidilinozitol 3-
kinaz), RAS-RAF-MAPK ve JNK (c-Jun N-terminal kinaz) ileti yollaridir (114, 115). Bu
sinyal ileti yollar1t EGFR yolunu ¢esitli basamaklarda uyarabilmekte veya
engelleyebilmektedir. EGFR overekspresyonu veya yapisal aktivasyonu ile sinyal yolaginin
regililasyonun bozulmasi, anjiogenez ve metastaz olaylarini kapsayan tiimdr siirecini
tetikleyebilmekte ve bu durum bir¢ok malignanside kotli prognoz ile iligkilendirilmektedir
(116, 117) (Sekil 11). EGFR overekspresyonunun gerceklesmesi i¢in gerekli olan EGFR
amplifikasyonu oligodendroglioma (118), glioblastoma, akciger kanseri (119), gastrik kanser
ve meme kanseri gibi bir¢ok kanser tiiriinde gézlenmektedir (120). Meme kanseri ile ilgili
olarak yapilan onceki ¢aligmalar, tiimorlerin %0.8—14’tinde EGFR gen amplifikasyonu
oldugunu belirterek bu gende meydana gelen amplifikasyonlarin meme kanserlerinin
genelinde nadir olarak goriildiiglinii agiklamaktadir (121, 122). Buna ragmen, triple-negatif
meme kanserinin spesifik bir fenotipi olan metaplastik meme kanserlerinde gen
amplifikasyonu, %25 gibi bir oran ile daha yiiksek siklikta meydana gelmektedir (123-126).
EGFR overekspresyonu igin gerekli olan diger mekanizma ise bu gende meydana gelen aktive
edici mutasyonlardir. Merkezi sinir sistemi ve akciger kanserlerinde daha siklikla goriilen
EGFR mutasyonlar1 meme kanserinde seyrek olarak goriilmektedir (127, 128).

EGFR’nin meme kanseri hiicrelerinde asir1 derecedeki ekspresyonu; genis timor ¢api,
kotii farklilagma 6zelligi gosteren timar yapisi ve kotii klinik sonug ile korelasyon
gostermektedir (116, 117). Invaziv duktal meme karsinomunda 6zellikle nod negatif
hastalarda EGFR ekspresyonu, kotii prognoz ile iligkilidir (129). ER-negatif meme kanseri
hiicrelerinde ise Ostrojenin yapacagi biiyiime etkisi olmayacagi i¢in EGFR ayrica dnem
kazanmaktadir. EGFR’ nin ekspresyon seviyesindeki artis1 veya amplifikasyonu steroid
hormon reseptorii olan ER ekspresyonu ile ters orantilidir. Meme kanserlerinin biitiin alt
tiirlerinde EGFR overekspresyonu goriilmesine ragmen, 6zellikle agresif yapida olan triple-
negatif meme kanseri (TNBC) ve inflamatuar meme kanserleri (IBC)’nde 6n plana
cikmaktadir.

TNBC’nin yaklasik %50’si ve inflamatuar meme tiimorleri EGFR’yi asir1 derecede
eksprese etmektedir (130). Son yillarda yapilan calismalar, EGFR ve EGFR geninin iginde
yer aldig1 sinyal yolaginda gorevli alt molekiillerin hiicrelerin epitel formdan mezensimal
forma dontiisiinli simgeleyen EMT siirecini (epitelyal-mezensimal gecis), migrasyon ve timor

invazyonunu diizenledigini belirtmektedir (131). Inflamatuar meme kanserlerinde yiiksek
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seviyedeki EGFR ekspresyonu kotii prognozu temsil eden bagimsiz bir prediktordiir. Agresif
tiimore sahip bu hastalarda, EGFR’yi hedef alan gefitinib, cetuximab, lapatinib gibi inhibitor
Ozellikteki tedavi rejimleri gelistirilerek daha basarili sonuclar elde edilebilmektedir. TNBC
ile ilgili olarak yapilan arastirmalarda, EGFR’yi hedef alarak hiicredeki apoptotik sinyal
aginin yeniden diizenlenmesi ile TNBC hiicrelerinin kemosensitivitesinin arttigi belirtilmistir.
Bu caligmalar, TNBC ve inflamatuar meme kanserleri (IBC)’nde EGFR hedefli tedavilerin
gelecek vaat ettigini gostermektedir (111).
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Sekil-11 EGFR gen ailesi, bu gen ailesi ile iliskili sinyal ileti yollar1 ve EGFR inhibitorleri
(111)

2.7.3.2. Vaskular Endotelyal Biiyiime Faktorii (VEGF)

Vaskular Endotelyal Biiyiime Faktorii (VEGF), kanser gelisim mekanizmasinda
anjiyogenez olarak adlandirilan biyolojik siiregte rol oynayan biiylime faktorii olarak
bilinmektedir. Anjiyogenez, hiicrede var olan damar agindan malign tiimorlerin gelisimi,
progresyonu ve metastaz yapma kabiliyeti i¢in gerekli yeni kan damarlarinin olusumuna
neden olan siire¢ olarak tanimlanmaktadir. VEGF, tiimdrlerin anjiyogenez olayinda primer
diizenleyici gorevinde olup endotelyal hiicrelerde eksprese olan VEGF reseptor-2 (VEGFR-
2) ve VEGF reseptor-1 (VEGFR-1) genlerine baglanarak islev gérmektedir (132). Presta ve

arkadaslarinin yaptiklar bir aragtirma sonucunda, VEGF gen ekspresyon seviyesindeki artisin,
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VEGFR-2 fosforilasyonuna ve ERK1/2 ve AKT sinyal yolaklarinin aktivasyonuna neden
oldugu kanitlanmistir (133). Bunun yaninda, insan epidermal biiylime faktorii reseptorii olan
HER-2’yi overeksprese eden tiimorlerde, HER-2 aktivasyonu sonucunda VEGF’nin hedef
alinmasini dogrulayan 6l¢iide yiiksek VEGF miktar1 tespit edilmistir (134).

Endotelyal hiicrelere spesifik biiylime faktorii olarak nitelendirilen VEGF nin, son yillarda
yapilan ¢aligmalar sonucunda meme tiimdrii hiicrelerini de igine alan epitelyal olmayan diger
hiicre tiirlerinde proliferasyonu indiikledigi gosterilmistir. Invaziv duktal meme
karsinomunda, mikrodamar yogunluk seviyesinin patolojik acidan agresif olan lezyonlarda
yiikseldigi ve bu durumun artan VEGF protein miktar ile iligkili oldugu belirtilmistir (135).
Ayrica, nod-pozitif ve nod-negatif meme kanserli hastalarda VEGF overekspresyonu, genel
sagkalim ve niikssiiz sagkalim i¢in prognostik 6nem tagimaktadir (136, 137). Yiiksek VEGF
protein seviyesi vaskular yogunluk ile dogru orantili, steroid reseptor ekspresyonu ile ters
orantili iligki gostermektedir. VEGF ve /veya VEGFR-2 miktarinin artmasi, metastatik meme
kanserli hastalarda tamoksifen ve kemoterapiye kars1 zayif yanit alinmasinda prediktif bir
faktor niteligindedir (138, 139).

Ostrojen, progesteron ve anti-hormon tedavilerinin tiimér biiyiimesi iizerindeki rollerini
degerlendirebilmek i¢in kullanilan meme kanseri hiicre hatlarinda VEGF’nin proliferatif
etkilerini karakterize eden ¢aligmalar mevcuttur. Hiicrede VEGF ekspresyon seviyesinin
artmasi meme kanserinde anti-hormon tedavisine verilen yanit1 olumsuz yonde
etkilemektedir. VEGF ayrica; anti-apoptotik protein olan Bcl-2 ekspresyonunu indiikleyerek
BCL-2 down-regiilasyonunu inhibe etmektedir. BCL-2 ekspresyon seviyesindeki yiikselis,
anti-hormon tedavilerinin varliginda bile tiimor hiicrelerinin proliferasyon ve sagkalim
siirelerini arttirmaktadir. Bu durum klinik ¢alismalarda, anti-hormon tedavilerine olan direng
mekanizmasi ve tiimor progresyonunun bir agiklamasi olma 6zelligi tasimaktadir. Bu acidan,
VEGFyi yiiksek diizeyde eksprese eden meme kanserlerinin terapisinde, anti-hormonlar ve
anti-anjiyojenik ajanlarla kombine edilen tedavi yontemlerinin tercih edilmesi daha faydali

olabilmektedir (140).

2.7.4. Steroid Hormon Reseptorleri

2.7.4.1. Ostrojen Reseptorii (ER), Progesteron Reseptorii (PR), Androjen Reseptorii
(AR)

Ostrojen ve progesteron, normal meme dokusunda gerceklesen biiyiime ve farklilasma

olaylarin1 diizenlemekle gorevli hormonlardir ve meme kanserinin gelisimi ve ilerleyisinde

24



Oonemli molekiiller olarak bilinmektedir (141-144). Bu hormonlar spesifik olarak niiklear
tiirdeki reseptorler olan dstrojen reseptdrii (ER) ve progesteron reseptoriine (PR) baglanarak
hormona bagli organlarin fonksiyonunu etkilemektedir (144-146). Ostrojen ve progesteron
reseptorleri, ¢esitli organlarda genis cesitlilikteki fizyolojik siireclerde hormonal sinyallerin
aktarimini saglayan ligand diizenleyici transkripsiyon faktorleri ailesine ait genler olarak
karakterize edilmektedir. ER, Ostrojen baglayan ligand yapist ve DNA’ya baglanan domain
yapist seklinde iki farkli kissmdan meydana gelir (147-149). Ostrojen-ER kompleksi direkt
olarak DNA’ya baglanir ve PR’nin de i¢inde yer aldig1 6strojene bagli genlerin
ekspresyonunu diizenler (150, 151).

ER ile yapisal olarak iliskili olan Era ve Erf izoformlari, dokularda farkl dl¢tide
eksprese olan iki ayr1 genin iirliniidiir. Ero; meme, uterus ve ovaryum dokularindaki epitelyal
hiicrelerde Ostrojen tarafindan uyarilan mitojenik (mitoz boliinme siirecinde gorev alan)
sinyallerden sorumlu bir molekiildiir (152). Meme salgi bezlerinin normal aktivitesi sirasinda
ostradiol (E2), Era ve Erf3’ya baglanarak hiicre proliferasyonu ve farklilagmasini kontrol
etmektedir (153). Her iki ER izoformu da normal meme dokusunda genellikle diisiik diizeyde
eksprese olmakla birlikte; meme kanseri hiicrelerinde ERa, ERp’dan daha fazla miktarda
ekspresyon gostermektedir. Meme biyopsi ¢aligmalarinda gergeklestirilen
immiinohistokimyasal analizler ile belirlenen tek Ostrojen reseptorii ERa’dir. Cekirdeksiz ER
hiicrelerini igeren tiimorler ‘‘ER-negatif *’tiimdrler grubunda siiflandirilmaktadir. Meme
kanserlerinin en az %70’1 ER-pozitif (ER+)’tir ve ¢cogunlukla Era, progesterone reseptorii
(PR), insan epidermal biiyiime faktorii olan HER-2 (ErbB-2, HER/neu) veya her ligiinii birden
eksprese etmektedir.

Klinikte ER ve PR seviyeleri, meme kanserli hastalarda hastaligin prognozunu ve
adjuvan endokrin (hormon) tedavisine verecegi yanit1 tahmin etmede kullanilan prognostik
belirteclerdir. ER ve PR acgisindan pozitif 6zellikte tiimore sahip kadinlar, ER ve PR’si
negatif tiimorlii hastalara gére daha uzun yasam siiresi ve daha iyi endokrin tedavi yaniti
gostermektedir (154-158). ER ve PR pozitif meme kanserli hastalar, ER sinyalizasyonunu
inhibe eden tedavi yontemi olan hormon terapisi ile tedavi edilmektedir. Hormonal tedavi,
anti-ostrojenler (AE) araciligi ile 6strojen hormonuna ait ligandin ER’ye baglanmasini
antagonize etmek veya aromataz inhibitorleri (Al) araciligr ile dstradiol sentezini bloke etmek
seklinde iki farkl: terapi yaklagimi sunmaktadir (159).

Meme kanserinde anti-strojenler araciligi ile uygulanan hormon tedavi yonteminde

selektif Ostrojen reseptorii modiilatérleri (SERM’ler) olarak adlandirilan kimyasal molekiiller
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kullanilmaktadir. SERM’ler, viicutta bulunan hedefleri uyaran veya tepkisiz hale getiren
sentetik, non-steroid bilesiklerdir. SERM’lerin dnciisii olan tamoksifen, ER(+) meme
kanserinde ER’ye baglanarak 0strojenin etkisini bloke etmektedir (160) (Sekil 12).
Tamoksifen, son 30 yildir meme kanserinin tedavisi i¢in klinik uygulamada yaygin sekilde
kullanilmaktadir ve giiniimiizde ytiksek riskli kadinlarda meme kanseri riskinin azaltilmasi
amaciyla uygulanmaktadir. Raloksifen ise, postmenopozal osteoporozlu kadinlarda kemik
yogunlugunu korumakta (6strojen benzeri etki) ve ayn1 zamanda hem yiiksek, hem de diisiik
riskli (osteoporozlu) postmenopozal kadinlarda meme kanseri insidansin1 azaltmaktadir.
Tamoksifenin aksine, raloksifen endometriyum kanseri insidansini arttirmaz (160).

Klinik uygulamalarda kullanilan ilk terapdtik hormon antagonisti olan tamoksifen, meme
kanserinde tiimor progresyonunun durdurulmasinda hastalarin yaklasik %50’sinde etkili
olmaktadir. Buna ragmen hormon tedaviye olan yanit gecici olup tedavi edilen kadinlarda
ortalama 20 aylik siire¢ i¢inde direng gelisip niiks olay1 ger¢eklesebilmektedir (161).
Endokrin tedaviye olan diren¢ mekanizmasinda; inaktive olan ER izoformlarinin
ekspresyonu, koaktivator veya diger transkrispsiyon faktorlerinin (6rnegin; AP/) artan
aktiviteleri, post-translasyonel modifikasyonlar (6rnegin; fosforilasyon ve metilasyon) ve
membrandaki EGF ve IGF reseptorlerinde artan tirozin kinaz sinyal aktivitesi gibi ¢ok farkl
hipotezler bulunmaktadir (161-165). PI3K/AKT ve ERK sinyal yolaklarinda gérevli olan
bliylime faktorii reseptorlerinin aktivasyonu ile hiicre dongiisiiniin bozulmasi ve apoptoz
siireci hormon tedaviye karsi olan direngte 6nemli rol oynamaktadir (166, 167).

Ostrojen ve progesteronun haricinde steroid cinsiyet hormonlarindan olan androjen
hormonu ve buna baglanan androjen reseptorii (AR) de, normal meme dokusunda
antiostrojenik, biiylimeyi inhibe edici etki gostermektedir. AR, primer meme tlimdrlerinin
%90°1 ve metastatik tiimorlerin %75’inde bulunarak in situ, invazif ve metastatik meme
kanserlerinde yaygin olarak goriilmektedir (168). AR ekspresyonu; Era ve PR eskpresyonu,
diistik evre ve ileri derecede farklilasma 6zelligindeki tiimdr markirlar ile pozitif korelasyon
gostermektedir. Son yillarda gerceklestirilen caligmalar, AR’yi 6zellikle meme kanserlerinin
bliylik ¢ogunlugunu olusturan Era-pozitif timdrlerde bagimsiz prognostik bir faktor olarak
nitelendirmektedir. ERa-pozitif luminal meme tiimérlerinde ortamda AR ve ERa miktari
yeterli seviyede iken AR, ERa’y1 bloke edip biiylimeyi inhibe ederek tiimdr baskilayici gen
olarak islev gormektedir. ERa-negatif meme kanserli hastalarda ise ortamda AR seviyesi

yiikselerek AR, ERa gibi davranmakta ve onkogenik 6zellik tasimaktadir (169). Androjenler
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sinifina dahil olan Fluoksimesteron, Kalusteron ve Testolakton gibi kimyasal ajanlar meme

kanserinin tedavisinde kullanilan androjen etkili maddeler olarak bilinmektedir.

ER (+) meme kanseri ER (-) meme kanseri

Ostrojen —@ £ Tamoksifen

Ostrojen
reseptdri / \ /’ \
1 | f |
| | | mﬂ:‘dﬁ& |
| | \

I

Hiicre proliferasyonu Hicre proliferasyonu
Ostrojen tarafindan kontrol edilir Ostrojen tarafindan kontrol edilmez
Tamoksifen tarafindan inhibe edilir Tamoksifen tarafindan inhibe edilmez

Sekil-12 ER(+) ve ER(-) meme kanseri (160)

2.7.5. Meme Kanserinde Etkili Olan Tiimor Baskilayic1 Genler

Meme karsinogenez siireci, onkogenik degisimlerin yani sira farkli biyolojik olaylarda ve
hiicresel metabolik yollarda gorevli olan tiimdr supressor (baskilayici) genlerin
inaktivasyonuna neden olan ¢esitli genetik degisimler ile de iliskilidir (64). Timor
baskilayict genler; normal fonksiyonu hiicre transformasyonunu inhibe eden, inaktivasyonu
ise tiimor hiicresinin biliyiime ve ¢ogalmasi i¢in bir avantaj olan proteinleri kodlamaktadir. Bu
genlerde meydana gelen inaktivasyonlar; intragenik mutasyonlar, kromozomal delesyonlar ve
metilasyon aracili transkripsiyonel susturulma veya proteoliziz artis1 ile meydana gelen
ekspresyon kayiplar1 gibi farkli genetik mekanizmalar tarafindan gergeklesmektedir. Timor
baskilayict genler, hiicre dongiisii ve apoptoz regiilasyonu, farklilagsma, genomik kararliligin
devamliligi, DNA hatalarinin onarimi, sinyal iletimi ve hiicre adezyonu gibi 6nemli hiicresel
fonksiyonlarda kritik gorevler iistlenmekte oldugundan, olusan inaktivasyonlar ile tiim bu
fizyolojik siiregler etkilenmektedir (170). Yapilan calismalar sonucu bir¢ok tiimor baskilayict

genin farkli iglevleri ve hiicresel lokalizasyonu ile insan meme karsinogenezinde rol oynadigi
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bildirilmistir. Bu genler arasinda, basta ailesel meme kanseri gelisiminde rol oynayan BRCA 1

ve BRCA?2 genleri olmak tlizere TP53, PTEN, FHIT ve RBI genleri yer almaktadir.

2.7.5.1. BRCAI ve BRCA2 Genleri

Meme kanserinin olusumunda ¢esitli genlerdeki sporadik mutasyonlar rol oynamakla
birlikte, meme kanserine yakalanan kadinlarin %5-10"'unda otozomal gecis goriilmektedir.
Ozellikle, genom devamliligmin koruyuculugunda is gdren proteinleri iireten BRCAI ve
BRCA?2 genlerinin germ hiicrelerindeki mutasyonlari kalitsal (ailesel) meme kanseri
olusumunda rol oynamaktadir. Bu genlerdeki germinal mutasyonlari igeren kadinlarin
yasamlarinin bir doneminde meme kanseri gelistirme riskinin %50-85 arasinda degistigi
gosterilmistir (171, 172).

BRCAI geni, kromozom 17q21°de, BRCA2 ise kromozom 13q12’de yer almaktadir.
BRCAI geni 1863 amino asitlik (aa), BRCA2 geni ise 3418 aa’lik proteinleri kodlamaktadir.
Bu proteinlerin hiicre proliferasyonunun kontroliinde tiimor baskilayici proteinler, DNA
hasarina ve tamirine katilan proteinler, transkripsiyonun diizenlenmesinde rol alan proteinler,
hiicre siklusunun kontrol noktalarinin énemli proteinleri ve rekombinasyonda is géren
proteinler ile yakin iligkileri gosterilmistir (171, 172). Genom devamliliginin
koruyuculugunda is géren, DNA tamir mekanizmasinda ve homolog rekombinasyonda
gorevli tiimdr baskilayici gen 6zelligindeki BRCA1 ve BRCA?2 genleri, meme kanseri basta
olmak iizere ovaryum (BRCA1/2), pankreas (BRCA2) ve prostat kanseri (BRCA1/2) gibi
bircok malignanside genellikle mutasyonlarla inaktive olmaktadir. Bu genlerde olusan
mutasyonlar, BRCA proteinleri ve dolayisiyla diger “genom koruyucu” rolii olan proteinlerin
inaktivasyonuna neden olarak hiicreyi tiimor olusumuna gotiirmektedir (171, 172).

BRCAI ve BRCA?2 kalitsal gen mutasyonlari, ailesel meme kanserlerinin yiizde 5-
10’undan sorumlu olup, 6zellikle triple-negatif meme kanseri tanisinda, tiplendirilmesinde ve
uygun tedavi yaklagimlarinin gelistirilmesinde olduk¢a 6nemlidir. Basal-like meme
kanserlerinin bir tiirii olan triple-negatif meme kanseri (TNBC), kalitsal yatkinlik genleri olan
BRCAI ve BRCA2 genlerinde meydana gelen mutasyonlarla iligkilendirilerek hastaligin tedavi
stirecinde bu gen mutasyonlariin dikkate alinmasi gerektigini vurgulamaktadir (173).

BRCA I mutasyonu tasiyicilarinda gézlenen meme tiimdrlerinde genellikle sporadik
vakalardan farkl1 histopatolojik 6zellikler goriilmektedir. BRCA I mutasyonuna sahip

kadinlarda gelisen meme kanserleri karakteristik olarak erken yasta goriilme 6zelligine
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sahiptir. Bu tip kanserler, genellikle kotii prognoza sahip, triple negatif veya invaziv duktal
karsinoma tipinde olup, yiiksek dereceli histopatolojik 6zellik gostermektedir. Patolojik
incelemede ise bu timdrler ER, PR ve HER-2 ile negatif, bazal sitokeratinler olan CK5/6 ile
pozitif boyanmakta, Siklin-E, p53 ve az miktarda da p27 ekspresyonu gostermektedirler (174).
BRCA2 mutasyonu tagtyicilarinda saptanan tiimorlerin patolojik 6zellikleri ile ilgili bazi
calismalar ise bu tiimdrlerin, diisiik histolojik dereceli ve invaziv lobiiler ya da tiibiiler lobiiler
morfolojide olma olasiliginin yiiksek oldugunu belirtmektedir. Ayrica, bu tiimorlerin
cogunlukla sporadik gelisme gdsteren tiimorlere gore ileri evreli oldugu belirlenmistir (175,
176).

BRCAI ve BRCA2 genlerinde meydana gelen bazi mutasyonlarin topluma ve etnik gruba
0zgii oldugu diisiiniilmektedir. Askenazi Yahudileri ve Ruslar gibi etnik kdkeni farkli bazi
kapali toplumlarda BRCAI ve BRCA2 genlerinde ‘founder mutasyon’ olarak adlandirilan
popiilasyona 6zgii germline mutasyonlar belirlenmistir (177). Tiirk popiilasyonuna 6zgii
yapilan calismalarda, BRCA1 ve BRCA2 genlerinde belirlenen germline mutasyon oraninin

%10.5 oldugu belirtilmistir (178).

2.7.5.2. TP53 Geni

TP53 geni, ilk olarak on dort y1l 6nce kolon ve akciger kanserlerinde mutasyona ugrayan
formunun kesfedilmesi ile kanserle ilgili aragtirmalarda en ¢ok ¢alisilan tiimor baskilayict gen
olarak nitelendirilmistir (179, 180). Insanlarda gériilen tiim kanser tiirlerinin en az yarisinda,
meme kanserlerinin ise yaklasik %20-30’unda 7P53 gen mutasyonlari goriilmektedir (181).
Meme kanseri, sarkoma, ldsemi ve beyin tiimorleri gibi birgcok malignansiye genetik yatkinlik
gosteren ailesel Li-Fraumeni sendromu, 7P53 geninde meydana gelen germ-line degisimler
ile iliskilendirilmis olup ¢ok sayida mutasyon bolgesi tanimlanmistir. Bu hastalarda kanser
goriilme riskinin 40’1 yaslarda %50 oraninda oldugu, 80’11 yaslarda ise %90’a kadar
yiikseldigi tahmin edilmektedir (182, 183).

TP53 geni tarafindan kodlanan p53, 17p kromozom bolgesinde lokalize olup, farkli
yerlerde fosforilasyon ile diizenlenen ve birden ¢ok fonksiyonu olan 393 kDa’lik protein
kodlamaktadir. Sirasiyla p63 ve p73’ i kodlayan, 7P63 ve TP73 genlerinin de dahil oldugu
biiyiik 6l¢iide korunmus gen ailesi sinifina aittir (184). P53 geninin her iki alleldeki kaybi
(heterozigotluk kayb1) veya nokta mutasyonlari ile inaktive olmasi ¢esitli tlimorlerde ve meme

kanserlerinde gosterilmektedir. Meme kanserlerinde P53’ iin yaklasik %60’ 1nin nokta
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mutasyonu seklinde bulundugu ve P53 geni mutasyonlarina bir¢ok kanser tipinde kimyasal
kanserojenlerin neden oldugu ileri siiriilmektedir (185-188).

p53 proteininin downregiilasyonu, genellikle 7P53 ile kompleks halinde bulunan MDM
2 (mouse double minute 2) ligaz geni araciligl ile ger¢eklesmektedir (64). Protein, normal
sartlar altinda hiicre boliinmesi i¢in diizenleyici bir mekanizma gorevinde iken, hiicrede
kemoterapi veya gama 1ginlar1 gibi kimyasal etmenler ile olusan DNA hasari s6z konusu
oldugunda, hiicresel p53 miktar1 hizli bir artis géstermektedir (189). Aktive oldugunda DNA
ile direkt etkilesim halinde bulunup p27 gibi belirli genlerin transkripsiyonunu ve DNA
hasariin onarilmasi i¢in hiicre dongiisiiniin G1 veya G2/M fazinda gegici olarak
durdurulmasini saglamaktadir (190) (Sekil 13). p53 geni ayrica, apoptoz ve farklilagma
olaylarini tetiklemek adina diger hiicresel yolaklar ile de iletisim halinde olabilmektedir (191).
Bunun yaninda farkli caligmalarda, anjiyogenez ve metastaz siirecinde diger timdr baskilayici

veya diizenleyici genlerin ekspresyonlarinda degisiklik yaptig1 gosterilmektedir (192-194).

DNA HASARI
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Iyonize radyasyon
UV 1g1gina maruziyet
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Genomik bitlnligin devamhhg

Sekil-13 p53 geninin aktivasyonu ve fonksiyonlari (190)

Meme kanserlerinde asir1 p53 protein iiretimi kotii prognoz i¢in bir indikator olarak
tanimlanmaktadir. Meme tiimorlerinde yapilan ¢alismalarda, p53 ekspresyon diizeyi ile
yiiksek tiimor evresi, yiiksek proliferasyon indeksi, aneploidi, ayrica ER ve PR yoklugu
arasinda yakin iliski oldugu belirtilmektedir (188). ER durumundan bagimsiz olarak, p53
geninde meydana gelen mutasyonlar meme kanserinde rekiirens (niiks) riskini yaklasik %33
oraninda arttirmaktadir (195).

Histolojik agidan degerlendirildiginde, in situ duktal meme karsinomlarinda P53

mutasyonu belirlenmedigi, buna karsilik meme karsinogenezinin erken evrelerinde P53
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geninin mutasyona ugradig bildirilmistir. P53 mutasyonlarinin invaziv meme kanserlerinin
gelisiminden Once ortaya ¢iktig1, 6zellikle yiiksek histolojik dereceli DCIS’ de hastaligin
Onlenmesi ve tedavisi i¢in dnemli bir belirte¢ oldugu ileri siiriilmektedir (187). Bu agidan p53
geni, meme karsinomunda énemli prognostik bir markir olarak ifade edilmektedir (195). Son
yillarda meme tiimdrleri ile ilgili yapilan ¢aligmalarda hastaligin ilerlemesi, hastalik sonucu,
tedaviye yanit, tliimor gelisimi ile mutant P53 ekspresyonu arasindaki iligkilere bakilarak P53’

in potansiyel bir biyomarkir olarak kullanilabildigi belirtilmektedir (184).

2.7.5.3. PTEN Geni

PTEN geni, bir¢ok insan tiimdr tipinde heterozigosite kayb1 siklig1 ile karakterize bir
genomik bolge olan 10g23.3 kromozomal band iizerinde lokalize, 403 aminoasit igeren bir
tiimor baskilayict gendir (196). Fonksiyonel olarak, PI3K (fosfatidilinositol 3 kinaz) geni
tarafindan aktive edilen P/P-3 molekiiliinden fosfat grubunu ayirarak PI3K/AKT/mTOR sinyal
yolagini inhibe eden tiimor baskilayict gen islevi gormektedir (197-199). Negatif diizenleyici
faktor olarak gorev yapan PTEN geninde meydana gelen fonksiyon kayiplari, AKT geninin
fosforilasyonu ile PI3K yolaginin aktif hale gelmesine neden olmaktadir (200). Bu sekilde;
somatik mutasyonlar, heterozigosite kaybi, epigenetik modifikasyonlar ve protein
instabilizasyonu gibi farkli inhibitér mekanizmalar tarafindan meydana gelen PTEN gen
kayiplart AKT/mTOR ile iligkili hiicre proliferasyonunun aktivasyonuna onciiliik etmektedir.

Meme, endometrium, prostat ve tiroid kanserleri gibi bircok malignanside PTEN geninde
meydana gelen delesyon ve/veya mutasyona bagli islev kayiplar1 gdzlenmektedir (201).
Literatiirde, PTEN geninde olusan somatik mutasyonlarin sporadik olarak gelisen meme
kanserlerinde nadir olarak gozlendigi ancak; germ-line (kalitilmis) PTEN mutasyonlarinin
meme ve ovaryum kanser riskini 6nemli 6l¢iide arttirdigi belirtilmektedir (196). Meme
tiimorleri tizerinde yapilan ¢aligmalar, PTEN geninin ekspresyon seviyesinde azalma veya
fonksiyon kaybinin %33’e varan oranda oldugunu belirterek bu durumun meme kanseri
progresyonu ile direkt olarak iligkili oldugunu kanitlamaktadir (202, 203).

Hastaligin prognozu ve klinikopatolojik markirlar ile bu gende olusan ekspresyon
kayiplarinin iligkisi hakkinda kanitlanmis sonuglar olmamasina ragmen; bazi ¢alismalar
yiiksek tiimor evresi, timor biiylikliigii ve negatif hormon reseptor durumu ile PTEN gen
kayb1 arasinda anlamli bir baglant1 olduguna dikkat ¢ekmektedir (201). Depowski ve
arkadaslarinin (204) ¢alismasinda, primer meme karsinomlu 151 hastada

immiinohistokimyasal yontem ile Pten protein ekspresyonu degerlendirilmis ve sonuglarin
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klinikopatolojik parametrelerle iligkisi incelenmistir. Ortalama takip siiresi 56 ay olan tiim
grupta vakalarin 73’ {inde (%48) Pten protein ekspresyonunda kayiplar saptanmistir. Yapilan
istatistiksel analizlerde, hastaliga bagli 6liim ile tiimor evresi, lenf nodu metastazi ve PTEN
ekspresyon seviyesindeki diislis arasinda anlamli korelasyon belirlenmistir. Pten protein
ekspresyonundaki kayip ise lenf nodu tutulumu ve 6strojen reseptor kaybu ile iliskili
gosterilmistir.

Hiicre hatlar ile ilgili olarak gergeklestirilen aragtirmalarda ise, PTEN geni defekt olan
meme kanseri hiicre hatlarinin ¢ogunlukla mTOR molekiiliinii hedef alan ajanlar tarafindan
baskilandig: ifade edilmektedir. PTEN, meme kanseri hiicre hattinda biiylimeyi P/3K sinyal
yolunun downregiilasyonu ile baskilamakta, dncelikle hiicre siklusu progresyonunda
duraklamaya, ardindan hiicre 6liimiiniin indiiksiyonuna yol agmaktadir. Weng ve
arkadaslarinin (205), MCF-7 meme kanseri hiicre hattinda mutant PTEN ekspresyon
sonuclarini inceledikleri bir arastirmada, PTEN genindeki asir1 ekspresyon varliginda hiicre
biiylimesinde baskilanma goriilmiistiir. Biiylimenin baskilanmasi erken donemlerde G1
fazinda duraklamaya bagli iken, ileri donemlerde hem G1 fazindaki duraklamaya hem de
hiicre 6ltimiine bagli oldugu saptanmistir. Ayni zamanda biiyiimenin baskilanmasi 6ncesi

AKT fosforilasyonunda azalma izlenmistir.

2.7.5.4. FHIT Geni

Fragile histidine triad (FHIT) geni, kromozomlar {izerinde gap (bosluk) seklinde ifade
edilen hassas ve kirillgan bolgeler olarak tanimlanan frajil bolge genlerinden biri olup histidine
triad gen ailesinin bir liyesidir. Bir¢ok kanser tiirlinde homozigot ve heterozigot delesyonlar
ile karakterize olan 3p14.2 kromozom bolgesinde lokalize olan FHIT geni, tiimor baskilayict
gen Ozelligi tasimaktadir. Bu bolgede FHIT adi verilen bir tiimor supressor genin lokalize
oldugu 1996 yilinda Sozzi ve ark. (206) tarafindan gosterilmistir. FHIT geninin iiriinii olan
Fhit proteininin fonksiyonu tam olarak bilinmemekle birlikte, bu proteinin hiicre siklusu,
homolog rekombinasyon onarimi ve apoptoz gibi dnemli biyolojik fonksiyonlar ile iligkili
olabilecegi diisiiniilmektedir (207) (Sekil 14).

Meme kanseri ve diger pek¢ok kanser tiiriinde genellikle delesyonlar ilk sirada olmak
tizere ¢esitli genetik ve epigenetik degisiklikler ile FHIT geni inaktive olmaktadir. Akciger
kanserleri gibi 6zellikle ¢cevresel karsinojenlere maruziyetten olusan tiimorler basta olmak
lizere meme kanserleri, kolorektal kanserler, gastrik kanserler, ovaryum kanserleri, bobrek

tiimorleri, 16semiler vs gibi ¢ok sayida tiimorde bu genin inaktivasyonu bilinmektedir. Meme
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kanserlerinde gerceklestirilen FHIT genindeki inaktivasyon calismalari, bu genin %30-35
oraninda inaktive oldugunu ortaya koymaktadir.

Invaziv ve metastatik meme kanserlerinde FHIT geninin oldukc¢a 6nemli oldugu ve kétii
prognozda rol oynadig1 bilinmektedir. Bu agidan ilgili genin bazi kanserlerde erken donemde
bazilarinda ise kotii prognoz ile iligkilendirilerek ileri evrede inaktive oldugu gosterilmektedir.
FHIT genindeki degisimleri arastiran bazi ¢calismalar akciger, 6zefagus ve meme
kanserlerinde kanser gelisiminin oldukg¢a erken safhasinda meydana geldigini belirtirken
(208-210), digerleri bu degisimlerin serviks ve endometrium kanserlerinde ileri evrede

meydana geldigini ve tlimoriin agresif davranisi ile iliskili oldugunu belirtmislerdir (211-213).
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Sekil-14 FHIT geninin gorev aldig sinyal ileti yolagi (207)

2.7.5.5. RB1 Geni

Retinoblastoma geni olarak adlandirilan RB/, kromozom 13q14.1° de lokalize olan ve
110 kd’luk protein kodlayan ilk tiim&r baskilayici genlerden biri olma 6zelligindedir. RBI
geninin Uriinii olan Rb proteini hiicre dongiisiiniin kontrol noktalarinda 6zellikle G1 fazindan
S fazina geciste merkezi rol oynamaktadir (214, 215). Hiicre dongiisii progresyonu i¢in
gerekli olan genlerin ekspresyonlarini uyarmakla gorevli E2F transkripsiyon faktorlerini
baskilayarak G1’den S fazina ge¢is mekanizmasini diizenlemektedir (216). Bu gorevi, sinyal
yolaklarinda meydana gelen fosforilasyon olaylarina bagli olarak sirasiyla aktif
(hipofosforile) ve inaktif (hiperfosforile) formlar gostererek gerceklestirmektedir. Bu sekilde
aktif hale gelen RB1, hiicre dongiisiinde S fazina geg¢is i¢in gerekli olan hedef genlerin
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ekspresyonlarini kontrol eden E2F transkripsiyon faktoriine baglanip inaktivasyon olayi ile
hiicre dongiisiiniin ilerleyisini durdurmaktadir. RBI, hiicre siklusunun devamlilig1 siiresince
kademeli olarak fosforlanmakta ve CDK kompleksleri (Siklin D-cdk4/6 ve Siklin E-cdk2)
tarafindan inhibe edilmektedir (170).

Intragenik mutasyonlar, kromozomal delesyonlar ve transkripsiyonel baskilanma araciligi
ile meydana gelen RBI geni inaktivasyonlar1 (217-219), sporadik gelisen meme kanserlerini
de iceren pek cok kanserde ortaya ¢ikmaktadir. Meme kanserlerinin yaklasik %20’sinde RB/
gen mutasyonlar1 goriilmektedir (217). Ozellikle bazal benzeri meme kanserinde bu genin her
iki allelinin kayb1 s6z konusudur. Meme karsinomlarinda bu gende gozlenen
inaktivasyonlarin sikligin1 ve prognostik dnemini arastiran farkli ¢caligsmalarda, RB1
ekspresyonu ile bilinen prognostik faktorler arasinda bir korelasyonun varlig ile ilgili ¢eliskili
sonuglar bildirilmektedir. Buna ragmen, hastalarin niikssiiz sagkalim veya genel sagkalim

stireleri ile RB1 ekspresyonu arasinda herhangi bir iligki bulunmamaktadir (220-223).

2.7.6. Meme Kanserinde Etkili Olan DNA Tamir Genleri

Genom, DNA hasarina neden olan eksojen veya endojen kaynakli ¢ok sayida farkli
etkene maruz kalmaktadir. Tiim organizmalar genetik materyallerini bu ¢evresel etkenlerin
olusturdugu hasarlara kars1 korumak amaciyla DNA onarim mekanizmasi icermektedir. DNA
onarimi, hiicrede tek bir mutasyonla baslayan, hasarli DNA olusumu ve kanser tablosuyla son
bulabilen yolda, hiicreyi koruyan énemli bir mekanizmadir. DNA onariminda meydana gelen
hatalar, kanserin karakteristik bir 6zelligi olan genetik kararsizliga neden olmaktadir ve
kanserlerin ¢gogunlugu tamir edilmemis DNA hasarindan kaynaklanmaktadir (224).

DNA onarimindaki bozukluklar, meme, kolon ve cilt kanseri gibi bir¢ok kanser tiiriine
neden oldugu gibi ayrica, biiyiime ve beyin anomalilerine de sebep olmaktadir (225). Bircok
kanser hiicresinde, artirilmis DNA onarimi, kanser tedavisine gelisen direncle
iliskilendirilebilmekte ve boylece zayif prognoza sebep olmaktadir. Bu nedenle bir¢ok
aragtirmaci, DNA onariminda gorev alan proteinlerin inaktivasyonu veya ekspresyonlarinin
azaltilmasi yoniindeki tedavi seklini kullanmaktadir (226). Meme kanseri olusumu ve
gelisiminde gorev yapan DNA tamir genlerinin arasinda, p53 timdr baskilayici geni ile
birlikte fonksiyon gdsteren A7M (Mutant ataxia-telengiectasia), ATM ile iliskili olan ATR
(ATM ve Rad3-related) ve CHK?2 (Cell cycle checkpoint kinase 2-Hiicre dongiisii kontrol

noktasi kinaz 2) genleri yer almaktadir.
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2.7.6.1. ATM (Mutant Ataxia-Telangiectasia) Geni

ATM geni, 11 kromozomda yer alan, ¢ok sayida mutasyonun gozlendigi, resesif kalitim
sekli gdsteren uzun ve kompleks yapidaki DNA tamir genlerinden biri olup Ataxia-
telangiectasia adi1 verilen sendromla iliskilidir (227). Ataxia-telangiectasia, A7TM geninde her
iki allelin kayb1 ile meydana gelen mutasyonlarin neden oldugu; serebral ataksi ve immiin
sistem yetmezligi ile karakterize olan, hematolojik malign neoplaziler ve meme karsinomu
gelisme riski ile iliskili otozomal resesif kanser sendromudur (228, 229). ATM proteini, p53
ve BRCAI genlerini fosforlayarak hiicre dongiisiiniin kontrol noktalarin1 aktive edip DNA
onarim siirecine katilmaktadir (230-232). Heterozigot 47M mutasyonu tasiyicilarinda, meme
kanseri gelisim riskinin ¢ok yliksek oldugu gosterilmektedir (233). Sporadik meme
kanserlerinde ise 11q22-23 kromozom bdlgesinde olusan heterozigosite kayiplari yaygin
olarak goriilmektedir (234). 1/200 ila 1/100 kadinda meydana gelen 4A7M geni mutasyonlar1
orta derecede artmis genetik risk olarak kalitilmakta ve toplumdaki meme kanserinin %2-

7’sinden bu genin sorumlu oldugu diisiiniilmektedir (227).

2.7.6.2. ATR (ATM ve Rad3-Related) Geni

ATM geni, iyonize radyasyon gibi ¢esitli DNA hasarlarinda p53°ii serin-15 bolgesinden
fosforillemekte ve p53’iin stabilizasyonunu saglamaktadir. Ancak, farkl: hiicre serileriyle
yapilan ¢alismalarda iyonize radyasyon uygulamasini takiben A 7M nin rolii her zaman tespit
edilememektedir. Bu durum, p53’iin fosforillenmesinde diger bir aday kinaz olan ATM-
iligkili polipeptid ATR’yi akla getirmektedir. Yapilan in vitro ¢aligmalarda 47R’nin
de ATM’ye benzer bir sekilde p53°1i serin-15 bolgesinden fosforilledigi gosterilmistir.
Ozellikle UV’nin indiikledigi DNA hasarlarinda 47TR, hasar1 tanimlayarak tamirle ilgili ¢esitli
yolaklar1 aktive etmektedir (235-237). Meme kanserli hastalarda ATR geninde meydana gelen
degisimlerin incelendigi ¢alismalarda, ilgili gende meme kanserine genetik yatkinlikla iligkili
germline mutasyonlar bulunamamis olmasina ragmen, belirlenen farkli splice bolgesi

degisimleri DNA hasarinin onarilmasinda bir engel olarak degerlendirilmistir (238, 239).

2.7.6.3. CHK?2 (Cell Cycle Checkpoint Kinase 2) Geni

Hiicre dongiisiiniin kontrol noktalarinda p53 ve BRCAI’in aktivasyonunu saglayarak
gorev yapan diger bir tiimor baskilayici gen niteligindeki DNA tamir geni de CHK2’dir (240,
241). Hiicrede olusan DNA hasarina karsilik ATM proteini tarafindan aktive edilmektedir.

CHK?2 gen mutasyonlari, germline p53 mutasyonlarini igermeyen Li-Fraumeni sendromlu
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hastalarda goriilmekte; bu yiizden ilgili gende meydana gelen mutasyonlar p53 inaktivasyonu
icin alternatif bir mekanizma olarak goérev yapmaktadir (242). Buna ragmen, CHK?2
mutasyonlar1 diger ailesel meme kanseri sendromlar1 ve sporadik meme kanserlerinde nadir
olarak goriilmektedir (243). Finlandiyali hastalardan olusan bir toplulukta %1 oraninda
belirlenen bir trunkat mutasyona ve bu gruptaki meme kanseri olusum sikligina dayanilarak,
meme kanserine duyarlilikta diisiik penetrans gosteren bir gen olarak dikkate alinmaktadir

(244).

2.7.7. Meme Kanserinde Onemli Olan Sinyal fletim Mekanizmalar

Sinyal iletimi, hiicrede basit hiicresel aktiviteleri organize eden, hiicrenin davranigini
diizenleyen haberlesme ag1 i¢indeki kompleks sistemin 6nemli bir pargasidir. Hiicrede
embriyogenez, cogalma (proliferasyon), biiyiime, farklilagsma (diferansiasyon) ve yasamini
stirdlirme gibi biyolojik olaylarin gerceklesebilmesi i¢in hiicre i¢i ve hiicreler aras1 sinyal
iletimine gerek duyulmaktadir. Hiicreye disaridan gelen uyarilar veya diger hiicrelerden gelen
sinyaller, hiicre i¢i sinyal iletim mekanizmalari ile her bir hiicre tarafindan algilanir ve hiicre
i¢in 6nemli olan cevaplar olusturulur. insan genomunda gérev yapan genlerin yaklasik beste
birinin bu goérevde yer almasi bu yolaklarin hiicre i¢in ne denli 6nemli oldugunu ortaya
koymaktadir (245, 246). Karsinogenezisin temelinde hiicrenin yagsamasi, biiyiimenin kontrolii
ve farklilagsma gibi biyolojik siiregleri etkileyen mutasyonlarin agamali olarak bir araya
gelmesi yer almaktadir (246). Bu nedenle kanserlerde ilk etkilenen mekanizma genellikle
hiicre i¢indeki sinyal iletim yolaklar1 olmakta, bu yolaklarda meydana gelen degisimler ile
basta kanser olmak tizere farkli hastaliklar olugsmaktadir (247). Boylelikle, onkojenik sinyal
iletimi, tiimor gelisimi ve tiimor hiicrelerinin invazyon/metastaz slirecinde etkin rol
oynamaktadir. Meme karsinomunun olusumu ve gelisiminde 6nemli olan sinyal iletim

mekanizmalari; RAS/RAF/MEK/ERK, PI3SK/AKT/mTOR ve JAK/STAT sinyal yolaklaridir.

2.7.7.1. RAS/RAF/MEK/ERK Sinyal Yolag

Hormonlar, biiyiime faktorleri, diferansiasyon faktorleri ve timdr olusumuna yardimei
maddelerin uyarimina yanit olarak aktive olan RAS/RAF/MEK/ERK sinyal yolaginda gorev
yapan elemanlar, MAP kinazlar denilen bir protein-serin/treonin kinaz ailesidir. Hiicre i¢i ve
dis1 sinyallerle uyarilabilen MAP kinazlar hiicrede biiyiime, farklilasma, apoptoz ve yapisal
organizasyonda rol almaktadir (248). Bu sinyal yolaginin aktivasyonu GTP bagli protein olan

Ras tarafindan baglatilir ve sirasiyla Raf (= MAPKKK), Mek (= MAPKK) ve Erk (= MAPK)
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proteinleri ile kinaz kaskadi ilerler (249) (Sekil 15). Ras ve Raf aslinda birer
protoonkogendir, mutasyonlar sonucu onkogene donerek hiicrede neoplazm olusumunu
baslatmaktadir. Ras proteinlerinin aktif hale gelmesi i¢in translasyon sonrasi
modifikasyondan sonra membrana yerlesmesi gerekmektedir. Ras, hiicre yiizeyinde GDP ile
bagli iken inaktiftir (Ras-GDP). Hiicrenin uyarilmasi ile GDP’nin yerine GTP baglanarak
aktif konformasyona doniisiim (Ras-GTP) tetiklenmektedir. Ras aktivasyonu tersinir bir
stirectir ve bu aktivasyonda Sos (son of sevenless) ve Grb2 (growth-factor-receptor-bound
protein 2) adaptor proteinleri aktif rol oynamaktadir. Bu sinyal yolunun efektér molekiilleri,
SOS tizerinde negatif diizenleyici etki ile Ras aktivasyonunu sonlandirmaktadir. Aktive olan
Ras proteinleri, Raf kinazlara yiiksek afinite ile baglanmakta ve Raf kinazlarin hiicre
membranina yerlesimini ve aktivasyonunu saglamaktadir (250, 251). Ras ayn1 zamanda,
MEK’ 1 fosforilleyerek aktiflestirmekte ve bu da tirozin ve treonin kalintilarinin
fosforilasyonuyla ERK’ i (hiicre dis1 sinyalin diizenledigi kinaz) aktive etmektedir. Aktif
ERK, hiicre ¢ekirdegine giderek transkripsiyon faktorii ELK-1’ 1 fosforillemektedir. Aktif
ELK-1 ise SRE’ ye baglanarak SRF' ile bir kompleks olusturmakta ve bu sayede gen uyarimi
gergeklesmis olmaktadir (248, 251).

Insan tiimérlerinin %30 unda RAS/RAF/MEK/ ERK sinyal yolunun asir1 aktivasyonu s6z
konusudur (250). Mutant Ras proteinleri, aktif RAS-GTP formunda kalmakta; bu nedenle,
hiicrenin kontrolsiiz uyarilmasindan sorumlu tutulmaktadir. Diger yandan, farnezil transferaz
inhibitorleri Ras aktivasyonunu 6nlemektedir. Klinik ¢aligsmalar, bu ajanlarin antitiimoral
etkilerinden tedavide yararlanilabilme olasiligini giiclendirmektedir (252).

Meme kanserinde EGFR yolagiyla ER arasinda kesisme noktasi olarak fonksiyon
gosteren MAPK sinyal ileti yolagi, endokrin direncinin gelismesinde énemli bir rol
oynamaktadir. MAPK yolagi, meme karsinomunda ER tarafindan aktive edilen bir kinaz
yolagidir ve fosforile MAPK, meme tiimorlerinde endokrin tedaviye kisa siireli cevap ve kisa

yasam siiresi ile iligkilendirilmektedir (250).
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Sekil-15 RAS/RAF/MEK/ERK sinyal yolag: (249)

2.7.7.2. PI3K/AKT/mTOR Sinyal Yolag

PI3K (fosfatidilinozitol 3-kinaz) sinyal yolagi, hiicresel metabolizmanin kontroliinde
ozellikle glukoz transportu ve kullanim, hiicre biiylimesinin regiilasyonu, protein biyosentezi
ve apoptozu 6nlemede fonksiyon gostermektedir (253, 254). Katalitik bir kinaz enzimi
ozelliginde olan PI3K, malign transformasyonun bir¢ok basamaginda etkili olup proliferasyon
artis1, bliylime, invazyon, metastaz, anjiyogenez ve hiicre sagkaliminin diizenlenmesinde
gorev almaktadir (255).

PI3K/AKT/mTOR sinyal yolagi, Ras proteinleri ve aktif reseptdr tirozin kinazlarca
uyarilmakta fakat ayn1 zamanda RAS’1n downstream (asagi sinyal yolagi) yoniinde yolaga geri
bildirim yapilmaktadir (254). Reseptor tirozin kinazlarin aktivasyonu bu reseptdrlerin sitop-
lazmik tirozin rezidiilerinin otofosforilasyonuna neden olmaktadir. Bu da PI3K nin
diizenleyici alt birimi olan P85 proteinini etkinlestirmektedir (256). Sonrasinda, PI3K
katalitik alt birimi olan P110 proteini, fosfatidilinositol-4,5-bifosfat1 (PIP,) fosfatidilinositol-
3,4,5-fosfata (PIP;) dontistiirmektedir (257). PI3K, fosfataz ve tensin homologu olarak
adlandirilan PTEN tiimor baskilayict geni tarafindan PIP3 defosforilasyonu ile negatif yonde
kontrol edilmektedir. P/P3 molekiiliiniin olusumu, bir protein-serin/treonin kinaz olan
AKT nin aktive olmasina neden olmaktadir. 4K7” nin hedefleri apoptoz baskilayicilart olup;

p21, p27, Nf-kB, Kaspazlar ve Bad gibi apoptozu diizenleyen ¢ok sayida protein
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fosforillemektedir (258-260). AKT 1n asagi sinyal yolag: efektorlerinden (downstream
effectors) en 6nemlisi mTOR’dur.

mTOR; PI3K/AKT sinyal transdiiksiyon yolaginin bir bileseni olup (261), PI3K
aktivasyonunun sinyal iletiminde etkili temel bir kinazdir. Hiicre biiyiimesini, hiicre siklusu
progresyonunu ve hiicre metabolizmasi igin gerekli proteinlerin mRNA ribozomal
translasyonunu saglamaktadir (257). Yine yapilan farkli calismalarda m7TOR’un tiimdr hiicre
motilitesinde, anjiyogenezinde ve kanser metastazlarinin regiilasyonunda 6nemli rol oynadigi
gosterilmistir (262). mTOR yolu, insan epidermal biliyiime faktorii reseptorleri 1-4 (HER-4),
trombositten tiireyen biiylime faktorii reseptorii (PDGFR)/KIT ve insiilin biiytime faktori
reseptorli (/GFR) gibi asir1 eksprese edilmis veya mutasyona ugramis tirozin kinaz
reseptorleri dahil eksojen onkogenler ile aktive edilebilmektedir ve Ras dogrudan PI3K p110
alt linitesine baglanmaktadir. m7TOR sinyal iletiminde, S6K7 veya elF4E asir1 ekspresyonu
ve/veya amplifikasyonu da onkogeneze katkida bulunabilmektedir. Ayrica, kanserde mTOR
aktivasyonu i¢in bir gerek¢e daha vardir. Aktiflesen p53 geni, mTOR molekiiliinlin negatif
diizenleyicisi olarak etkide bulunmaktadir. Ornegin, glukozdan yoksun kalinan kosullarda,
kanserde p353 fonksiyonu siklikla ortadan kalkmakta ve boylece bu durum m7TOR yapisal ak-
tivasyonunun lehine olabilmektedir (262, 263). Meme kanserinde etkili hiicre i¢i sinyal iletim
mekanizmalarindan birisi olan PI3K/AKT/mTOR sinyal yolag: Sekil 16’da gortilmektedir
(201).

mTOR 6ncesi ve sonrasi sinyal yolaklarinin her ikisi de insan kanserlerinde yaygin
olarak bozulmustur. mTOR, PI3K/AKT nin asag1 dogru akim yolaginda fonksiyon gosteren
anahtar bir kinaz olarak tanimlanmaistir ve bu yiizden onun inhibisyonu, potansiyel olarak
Oonemli terapotik bir hedef olarak belirlenmistir. En iyi bilinen mTOR inhibitorleri olan
rapamisin ve tiirevlerinin klinik ¢aligmalarda uzun siireli objektif tiimor yanit1 sagladigi
bilinmektedir (264).

PI3K/AKT/mTOR sinyal yolaginin diizensizligi bircok kanser tipinin patogenezinde rol
oynamaktadir. Karsinogenezde etkili olan PI3K sinyal yolu degisimleri; artan P/3K sentezini,
PTEN tiimor baskilayici geninde mutasyon ile meydana gelen fonksiyon kayiplarini ve AKT
ile iliskili mTOR diizenleyici proteinlerin inaktivasyonu ya da mutasyonlarini igermektedir
(261). Metastatik meme kanserlerinde, AKT aktivasyonunun endokrin direncini indiikledigi
belirtilmektedir. AKT sinyal yolaginin inhibisyonu ise, meme kanserinde endokrin tedavinin
etkinligini arttirabilmektedir (265, 266). PTEN geninde meydana gelen kalitilmis (germline)
mutasyonlar da meme ve ovaryum kanseri riskinde biiyiik 6l¢iide 6nem tasimaktadir (260).
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Sekil-16 PI3K/AKT/mTOR sinyal yolag: (201)

2.7.7.3. JAK/STAT Sinyal Yolag:

JAK/STAT sinyal yolu, hiicre disindaki kimyasal sinyallerden hiicre membranina ve
niikleusta DNA iizerinde yer alan transkripsiyon faktorlerine, DNA transkripsiyonu ve
aktivitesini saglayan bilgi aktarimini gergeklestirmektedir. JAK/STAT sinyal sisteminin
isleyisinde, sitokin reseptdrleri, JAK (Janus kinase) ve STAT (Signal transducer and activator
of transcription) proteinleri olmak iizere baslica ii¢ bilesen gorev yapmaktadir (267).
Interferon, interlokin, biiyiime faktdrleri veya diger kimyasal molekiillerden gelen sinyaller ile
aktive olan reseptor bileseni, JAK geninin kendini fosforlamasina neden olan kinaz
fonksiyonunu aktiflestirmektedir. Bu fosfotirozinler ¢esitli STAT proteinlerinin (predominant
olarak STATI1, STAT3 veya STATS) SH2 domainleri i¢in baglanma bdlgesi olarak islev
gostermektedir. Stat proteinleri, SH2 boliimleriyle Jak protein-tirozin kinazin sitoplazma
boliimiine baglanmakta ve fosforile olmaktadir. Fosforillenmis Stat proteinleri, dimerize olup
hiicre ¢ekirdegine tasinarak DNA {izerinde 6zgil cevap elemani dizileri ile etkilesmekte ve
hedef genlerin transkripsiyonunu aktive etmektedir (268) (Sekil 17).

Memeli hiicrelerinde her biri farkli bir DNA dizisine baglanan yedi adet Stat proteini
tanimlanmustir. Bunlar; STAT1, STAT2, STAT3, STAT4, STAT5a, STAT5b ve STAT6 olarak
adlandirilmaktadir (268). Normal hiicresel siiregte embriyonik gelisim, organogenez, immiin
fonksiyon, hiicre farklilagsmasi, biiylime ve apoptozda gorevli olan Stat proteinlerinin
aktivasyonlar1 gecici ve kisa siirelidir. JAK/STAT sinyal transdiiksiyon yolaginda genetik
defektler sonucu meydana gelen fonksiyonel bozukluklar immiin sistem hastaliklar1 ve

kanserle sonuglanmaktadir. Stat proteinleri, siirekli aktivasyon veya proteinin c-ucunun
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mutasyona ugramasi seklinde iki mekanizma araciligiyla karsinogenezde etkili olmaktadir.
Ozellikle, Statl, Stat3 ve Stat5 aktivitelerinin kontrolsiiz isleyisi malign transformasyonda rol
oynamaktadir (269-271). STAT aracili sinyal iletimi ile uyarilan hedef genlerin (6rnegin; c-
myc, siklin DI ve BCL-XL) hiicre dongiisiiniin kontroliinii saglayarak ve/veya apoptozisi
Onleyerek karsinogenez siirecinde etkili olduklar1 6ne siiriilmektedir. Ayrica, STAT aracili
sinyal iletiminin malign siirecin gelisiminde MAP kinaz yolunun aktivasyonu ile
etkilesebilecegi diistiniilmektedir (272).

STAT ekspresyonunun meme kanserindeki biyolojik rolii halen tam olarak anlasilamamis
olmasina ragmen meme gelisiminde ve karsinogenezinde Stat3 ve Stat5’ in 6nemli rol
oynadigi savunulmaktadir (273). Meme kanseri hiicre hatlari ile yapilan ¢calismalarda, Stat 3
aktivasyonunun tiimor hiicrelerinin biiylimesini hizlandirdig1 gosterilmis, Burke ve
arkadaslarinin bir ¢alismasinda ise Stat 3 yolaginin engellenmesi ile meme kanseri gelisiminin

yavagladigi ileri siiriilmiistiir (274).

Sitokinler

Hiicre membrani

Sitoplazma

Nukleus
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Transkripsiyon faktérleri

Sekil-17 JAK/STAT sinyal yolaginin aktivasyonu (268)
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2.7.8. Meme Kanserinde Invazyon ve Metastaz Siireci

Tlimor hiicreleri, organizma iginde yayilma (invazyon) siirecinde uzak organ bolgelerine
ulasarak metastaz adi verilen sekonder tiimorleri olusturmaktadir. Metastaz olusumu; kanser
hiicrelerinin baslangigtaki tiimorii terk ederek lenf ya da kan dolagimina girdikleri
(intravazasyon olarak adlandirilan siireg), hayatta kalarak goc ettikleri ve uzak organlari
kolonize ettikleri bir dizi basamagi icermektedir. Yayilabilen tlimor hiicreleri kendilerini
tedaviye ve immiin sistem tarafindan yok edilmeye kars1 daha direncli kilan 6zel 6zellikler
edinmektedir. Bu nedenle, uzak yayilmalar ve metastazlar ¢cogu zaman hasta i¢in koti
prognozun bir gostergesidir (275).

Metastazlarin organlara dagilimi primer tiimoriin tiirline, yerine ve metastazli hiicrelerin
yayilma yollarina bagli olarak degisiklik gostermektedir (276). Metastazlarin en ¢ok gelistigi
yerler karaciger, beyin, kemikler, akciger ve adrenal bezlerdir (277) (Sekil 18). Belirli
tiimorlerin belirli organlara yerlesme egilimi oldugu, ilk kez Stephen Paget tarafindan 1889
yilinda metastatik meme kanserinden 6len 700 kadinda yapilan otopside yapilan gozlemler
sonucunda ortaya atilmistir. Bu ¢alisma ile, fizyolojik olarak kalsiyum gereksinimi olan
meme kanseri hiicrelerinin, kemikleri zengin bir kalsiyum kaynagi olarak kullanabildikleri

icin kemikte metastaz yapmay1 sectikleri gosterilmistir (278).
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Sekil-18 Metastatik meme kanseri (277)
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Metastaz tedavisi, ¢ogunlukla metastazlari uzaklastirmay1 ya da ndtralize etmeyi
hedefleyen lokal terapi ile mikrometastazlari yok etmeyi ve yenilerinin olusumunu
engellemeyi hedefleyen sistemik terapinin bir kombinasyonundan olusmaktadir (279, 280).
Lokal tedaviler cerrahi yontemlerden olusurken, sistemik tedaviler arasinda kemoterapi ve
radyoterapinin yani sira biyolojik tedavi ve uygun olan durumlarda hormon terapi
bulunmaktadir. Hastalarda uygulanacak tedavinin se¢imi; kanserin tiirii, metastazlarin
blytikligl, sayis1 ve lokalizasyonu, hastanin genel durumu ve yasi ve sekonder metastatik
kanser vakalarinda hastaya onceden uygulanan tedaviler olmak {izere bircok faktore baghdir.
Metastatik kanser i¢in yeni, etkili ve daha iyi tolere edilebilen tedavilerin bulunmasi, su
andaki kanser arastirmalarinin ve klinik denemelerin baslica hedefidir.

Son yillarda meme kanseri ile ilgili gergeklestirilen arastirmalar kapsaminda 2012
yilinda Amerika’da invaziv 6zellik gosteren meme kanserli hastalarin, tiim yeni tan1 konmus
kanser vakalarinin %29’undan, kansere bagli 6liimlerin ise %14 {inden sorumlu oldugu
bilinmektedir (281). Erken tan1 ve meme kanseri molekiiler biyolojisi alanindaki gelismelere
ragmen, primer meme kanserli hastalarin yaklasik %30’unda hastaligin niiks ettigi
gorilmektedir (282). Hedeflenen tedaviler, ileri evre meme kanserli hastalarin sagkalim
stiresini olumlu yonde etkilemis olsa da, bu 6zellikteki bir¢ok tiimdrde verilen ilaca karst
gelisen diren¢ mekanizmalari1 nedeniyle rekiirens (niiks) olay1 gerceklesmektedir. Bazi
bulgular, hormon reseptdrii pozitif meme kanseri vakalarinin %30-50’sinde, endokrin tedavi
sekli olarak uygulanan tamoksifene kars1 yanit alinamadigini géstermektedir (283). Tolaney
ve Krop’un yaptig1 bir calismada da, HER-2’yi asir1 miktarda eksprese eden primer meme
kanserli hastalarda metastazlarin gelisebilecegi ve metastatik tiimdrlerin sadece %11-34’{iniin
anti-HER-2 terapisi olan trastuzumab tedavisine yanit verdigi one siirtilmektedir (284).
Triple-negatif meme kanserli hastalarda ise, alinan kemoterapi cevabi yaklasik %39 olmakla
birlikte, rezidiiel hastalik varlig1 klinik ¢alismalarda hedef tedavilerin etkinliginin halen

arastirildigi (285) erken rekiirens riski ile iligkili bulunmustur (286, 287).

Son on y1l i¢cinde gerceklestirilen ¢aligmalarda, meme kanserinin rekiirens ve metastaz
stirecinde farkli molekiiler mekanizmalarin rol oynadigina dair c¢esitli bilimsel goriisler ileri
stiriilmiistiir. Bu ¢alismalardan elde edilen bulgular, metastaz olayinin davranissal agidan
agresif fenotip dogrultusunda degisen primer tiimor hiicreleri i¢cinde bulunan hiicre alt
populasyonlariin molekiiler profillerinde meydana gelen genetik ve epigenetik degisimlerden

kaynaklandigin1 géstermektedir (288).
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Kliniksel mikroarray ¢alismalari, primer meme tiimdrlerinin gen ekspresyon profillerinin
belirlenmesi ile iyi ve kotii prognoza sahip meme kanserli hastalarin ayriminin yapilabildigini
ifade etmektedir (289). Gen ekspresyon analizleri ayrica, spesifik bir tedaviden fayda
saglayabilecek hastalarin se¢iminde yararli olabilen prediktif marker 6zelligi gostererek yeni
terapotik hedeflerin tanimlanmasini da kolaylastirmaktadir (290). Bu agidan yapilan bazi
analizlerde, meme tiimdrlerine ait gen ekspresyon profilleri, ER durumu (291, 292) ve klinik
yanit ile iligkilendirilmistir (42, 293-295). Jansen MB. ve arkadaglarinin metastatik meme
kanseri ile ilgili caligmasinda ise 44 genden olusan ekspresyon ifadesinin endokrin (hormon)
tedavi sekli olan tamoksifene kars1 yanit ile iliskisi belirtilmistir (296). Ayrica; Paik ve
arkadaglari, lenf nodu negatif meme kanserli hastalarda adjuvant tamoksifen tedavisi sonrasi
uzak organ metastazi olasilig1 ile korelasyon gosteren 21 gene dayali bir rekiirens skoru
gelistirmiglerdir (297). Bunun ardindan Ma XJ. ve ¢alisma arkadaglari, genom tabanli
mikroarray analiz ¢alismalarin1 gerceklestirerek adjuvant tamoksifen ile tedavi edilen ER-
pozitif primer meme kanserli hastalarda ekspresyon ifadesini iki gene indirgeyerek
Homeobox B13 (HOXB13) ve interlokin 17B reseptorii (/L 17BR) adl1 iki genin ekspresyon
profillerinin oranini tanimlamis ve bu oranin hastaliksiz sagkalim siirelerinde prediktif
ozelligini vurgulamistir (298). Bu ¢alisma ile, Homeobox B13 (HOXB13) ve interlokin 17B
reseptOrii (/L17BR) genlerinin ekspresyon oraninin meme tiimdrlerinde rekiirens ve tedavi

yanit1 ile yiiksek derecede korelasyon gosterdigi kanitlanmistir.

2.7.8.1. Homeobox (HOX) Genleri ve HOXB13 (Homeobox B13)

Homeobox genleri, omurgali canlilarda embriyolojik gelisim (morfogenez) ve hiicre
farklilasmasini diizenleyerek genetik hiyerarsik diizende en iist diizeyde rol oynayan ve
gelisimi kontrol eden genlerdir (299). Bu gen ailesi ilk olarak meyve sinegi Drosophila’da
kesfedilmis ve mutasyona ugramis formu, viicut segmentlerinin transformasyonuna diger
adiyla homeotik transformasyon (embriyolojik gelisimsel doniisiim) olarak bilinen olaya
neden olan genler seklinde tanimlanmistir (300). Agiz ve ylizle ilgili doku tiplerini de igeren
cesitli tiir dokularda temel gelisimsel siirecleri kontrol eden diizenleyici proteinleri ve
homeodomain yapisindaki transkripsiyon faktorlerini kodlayan gen ailesi sinifina aittir (301).
HOX genleri, 180 niikleotidlik diziyi igeren homeobox yapis1 ve bu yapinin kodladigi
transkripsiyon faktorleri gorevinde olan spesifik niiklear proteinler (homeoprotein) den
olusmaktadir. Homeobox dizisi, DNA molekiiliine spesifik baglanmadan sorumlu 60

aminoasitlik homeodomain kodlamaktadir (302-304). Baglanma 6zgiinliigii,
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homeoproteinlerin hedef genlerin ekspresyonunu aktive etmesine veya baskilamasina olanak
tanimaktadir (305).

Insanda HOX lokusu olarak adlandirilan 100 kb uzunlugundaki dort farkli genomik
kiimede organize olan en az 39 adet HOX geni tanimlanmaktadir. HOXA, HOXB, HOXC ve
HOXD olarak isimlendirilen her gen kiimesi sirasiyla 7p, 17p, 12p ve 2p kromozom
bolgelerinde lokalize olup, homolog dizi organizasyonu ile diizenlenmis 9 ila 11 genden
olusmaktadir (306) (Sekil 19). Bu genler apoptoz, reseptor sinyalizasyonu, farklilagma,
motilite ve anjiogenezis olaylarinda rol almakta (307) ve viicudun anterior-posterior ekseni
boyunca normal uzuv ve organ gelisimine oldugu kadar (308), kan damarlariin olusumu ve
prostat bezlerinin gelisimine de temel olusturmaktadir (309). Saglikli yetiskin bir insanda,
kok hiicrelerin fonksiyonunda ve hematopoietik farklilasmada 6zellikle; HOXA10, HOXB3 ve
HOXC4 genleri olmak lizere HOX gen ekspresyon ornekleri goriilmektedir (310). Ayrica,
menstriiasyon dongiisii siiresince 6zellikle implantasyon zamaninda HOXA10 ve HOXA11
ekspresyon seviyelerinde ciddi artis gerceklesmekte ve bu genlerin ekspresyonlar: farkli
donemlerde degisiklik gostermektedir. Bu 6rnekler, gelismekte olan reprodiiktif sistem
igerisinde HOX gen ekspresyonunu yansitmaktadir (311).

Homeobox genlerinin ekspresyon seviyelerinin azalmasi veya artmasi seklinde meydana
gelen degisimler ya da diizensizlikler, kanser ve bir¢ok genetik hastalik ile
iliskilendirilmektedir. Literatiirde; l6semi, kolon, cilt , prostat, meme, ovaryum ve diger
kanser tiirlerinde HOX genlerinin ekpresyonu ya da degisimini belirten farkli caligmalar
mevcuttur. Son yillarda yapilan ¢aligmalardan birinde, meme kanserinde malign
transformasyona kars1 hiicreyi korumakla gorevli p53 geninde meydana gelen ekspresyon
kaybimin, HOXAS5 genindeki ekspresyon eksikliginden kaynaklanabilecegi gosterilmistir
(312). Meme kanseri hiicre hatt1 olan MCF-7 hiicreleri iizerinde gerceklestirilen bir ¢alismada
ise HSIX1 ve HOXI1 genlerinin asir1 derecedeki ekspresyonlariin hiicre dongiistinde G2
kontrol noktasinin bozulmasina yol ac¢tig1 gdzlenmistir. Primer meme tiimorlerinin
%44’iinde, metastatik meme tiimorlerinin ise %90’ 1nda overeksprese oldugu bilinen HSIX]
geninin, bu ¢alisma ile meme kanserinin progresyonunda énemli bir rol oynadigi
gorilmektedir (303). Bunun yaninda yapilan farkli arastirmalarda homeobox genlerinden
olan HOXC6 geninden bahsedilmektedir. Meme salgi bezlerinin olgunlagsma ve gelisme
caginda aktif durumda olan HOXC6 gen transkriptleri, gebelik doneminde steroid
hormonlarin negatif diizenlenmesi ile inaktif duruma doniismekte, ayrica meme

adenokarsinomlarinda da inaktif formda bulunmaktadir (313).
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Aragtiricilar, homeobox genlerinin birgok biyolojik siirecte ve kanser tiirlerinde
gosterdikleri fonksiyonlar hakkinda, 6nemli bilgi birikimine sahip olsa da, homeobox gen
ailesinin tiyelerinden biri olan HOXB13 geninin, meme kanserindeki rolii ve endokrin
direngliligi konusunda iistlendigi gérev hakkindaki bilgilerin agikliga kavusturulmasi heniiz
baslangig siirecindedir.

HOXBI13 geni, meme kanseri hiicrelerinde normal meme epitel dokusu ile
karsilastirildiginda, upregiilasyon mekanizmasi ile ¢alismakta olup yiiksek miktarda eksprese
olarak bulunmaktadir (298, 314). Bu gen ayrica, 0strojen reseptorii (ER) ile negatif
korelasyon gostererek dstrojen hormonu tarafindan diizenlenen bir gen olarak
nitelendirilmektedir (315, 316). Ostrojen hormonunun etkilerinin meme tiimdrigenezi ve
meme kanseri progresyonuna direkt olarak yansidigi, arastiricilar tarafindan bilinen bir
gergektir. Hormonla iligkili meme kanserlerinin tedavisinde, antidstrojen 6zellikteki
tamoksifen ad1 verilen kimyasal molekiil kullanilmaktadir. Son 30 yildir meme kanserinin
tedavisi icin klinik uygulamalarda yaygin sekilde kullanilmakta olan tamoksifen, ER(+)
meme kanserinde ER’ye baglanarak 6strojenin etkisini inhibe etmektedir. Tamoksifen, ER(+)
meme kanserinin hormonal terapisinde klinikte ilk ve en yaygin uygulanan ilaglardan biri
olup, meme tiimdrlerinde tiimor progresyonunun durdurulmasinda etkili olmaktadir. Ancak,
ER(+) meme kanserli hastalarin yaklasik %40’inda yanit alinamadig1 ya da ilaca kars1 direng
gelistigi goriilmektedir. Antidstrojen tedavisinde olusan ila¢ direngliligi konusunda yogun
sekilde stirdiiriilen ¢abalar diren¢ mekanizmasinda 6nemli rol oynayan molekiiler biyomarkir
(biyobelirteg) larin tanimlanmasinin gerekliligini vurgulamaktadir (315). Meme kanseri
hiicrelerinde yliksek seviyede ekspresyonu saptanan HOXB13, ER(+) tiimorlerde tamoksifen
direncliligi ile iliskilendirilen 6nemli bir biyomarkir olarak nitelendirilmektedir. Bu konuda
yaptiklar1 ¢alismalari ile Shah N. ve arkadaslari, HOXB13’iin, ER transkripsiyonunu ve
protein ekspresyonunu baskilayip ER’nin downregiilasyonuna neden olarak direng
mekanizmasinda rol oynadigini belirtmektedir (317). Ayrica, HOXB13 overekspresyonunun
ovaryum kanseri hiicrelerinin biiyiime ve gelisiminde proproliferatif modiilator niteligi
tagtyarak, ER(+) ovaryum kanserli hastalarda da tamoksifen direncinin olusumunda gérev

aldig1 bilinmektedir (318).
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HOX KOMPLEKSI
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Sekil-19 HOX gen kompleksi (306)

2.7.8.2. Interlokin (IL) Genleri ve IL17BR (interlokin 17 Reseptor B)

Interldkinler (IL), dogal ve adaptif immiinitede rol alan ve hiicrelerin immiin
fonksiyonlarini saglamada gorevli olan sitokin grubu proteinlerdendir (319). Cesitli hiicre
tipleri tarafindan iiretilen ve salgilanan polipeptidler olan sitokinler, enflamasyon, hiicre
bliylimesi, iyilesmesi ve yaralanmaya karsi sistemik yant1 da i¢ine alan bagisiklik ve
enflamatuar olaylar1 diizenlemektedir (320). Kdkenlerine gore; mononiikleer fagositler
(monokin), lenfositler (lenfokin) ve 16kositler (interlokin) olarak siniflandirilmaktadir (319).

Dogal immiinitede rol alan sitokinler, 7TNF (Tiimor nekrotizan faktor), IL-1, IL-12,IFN
(Tip 1 interferon), IL-10, IL-6, IL-15, IL-18 iken; adaptif immiinitede rol alan sitokinler, /L-2,
IL-4, IL-5, IFN-y (interferon- v), TGF-p (Transforming biiyiime faktorii- B), LT (Lenfotoksin),
IL-13,IL-16, IL-17 ve IL-25 ‘dir (319).

Sitokinler, diger polipeptid hormonlarda oldugu gibi hedef hiicrenin yiizeyindeki 6zel
membran reseptorlerine baglanarak etkilerini baslatirlar. Tiim sitokin reseptorleri,
baglanmadan sorumlu ekstraselliiler bolge ve sinyal iletiminden sorumlu sitoplazmik bolge
olmak tizere iki ana birimden olusmaktadir (320) (Sekil 20). Bu reseptorler transmembran
proteinler olup, ekstraselliiler domainleri vardir ve 6zel olarak sitokinleri ve biiylime
faktorlerini tanir ve baglanirlar (321, 322). Cogu sitokinlere karsi olusan hiicresel yanit, hedef
hiicrelerde gen ekspresyon degisimleri ile meydana gelmektedir. Boylece hedef hiicreler yeni

fonksiyonlar gelistirmekte veya prolifere olabilmektedir. Sitokin reseptorlerinin aktive
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ettikleri sinyal ileti mekanizmalar1 arasinda en 6nemli rolii JAK/STAT sinyal yolagi
iistlenmektedir (320).

Immiin sistemin anti-tiimoral yanitta 5nemli dlgiide islev gdstermesi ve tiimér hiicreleri
ile immiin sistem arasindaki etkilesim, son on yil i¢inde yogun aragtirma konularindan biri
haline gelmistir (323 ,324). Sitokinlerin, relatif konsantrasyonlarina ve timor mikrogevresi
icinde yer alan diger diizenleyici faktorlerin varligina bagli olarak, kanser gelisiminde hem
uyarict hem de inhibitor etkilerinin oldugu bilinmektedir. Belirli grup sitokinler (/L-1, IL-6,
IL-11, TGFbeta), etkili immiin yanitin olusumunu engelleyip tiimor gelisimine izin verirken,
bazilari ise (IL-12, IL-18, IFN- y) immiin sistemin anti-timoral yetenegini arttirmaktadir
(325). Kanserin olusumu ve gelisiminde immiin sistemin yetersiz olusu ve basarisizlig
sonucu timor mikrogevresi i¢inde ¢esitli inflamatuar olaylar meydana gelmektedir. Bu
mikrogevrede yer alan inhibitor sitokinlerin etkileri sonucu, anti-timéral immiin yanit
saglanamamakta ve kanser gelisimi s6z konusu olmaktadir.

Meme kanseri ve diger pek ¢ok kanser tiiriinde sitokin grubu proteinler olan interldkin
seviyelerinin degisiklik gosterdigi ve inflamasyona neden oldugu goriilmektedir. Konuyla
ilgili olarak yapilan ¢aligsmalarda, tiimor mikrogevresi igerisinde meydana gelen
inflamasyonun, meme kanseri ve diger bir¢cok malignanside invaziv 6zellik ve kotii prognoz
ile iligkili oldugu belirtilmektedir (326). Arduino S. ve calisma ekibi tarafindan, meme
kanserli hastalarin kan plazmasinda bulunan /L-2 konsantrasyon miktarinin azalmasi ile
hastaligin niiks etmesi arasinda yakin bir iliski gozlemlenmistir (327). Benzer sekilde
metastatik meme kanserli hastalar lizerinde gerceklestirilen bir ¢alismada, serumdaki artan /L-
6 konsantrasyonu, hastalarda kisa sagkalim siiresi ve tedaviye yanitta diren¢ olusumu ile
korelasyon gostermistir (328). [L-6, timor hiicreleri ve farkli hiicre tiirlerinde genis
cesitlilikteki biyolojik aktivitelerde 6nemli rol oynayan multifonksiyonel bir sitokin
proteinidir. Bu proteinin overekspresyonu, kanser hiicrelerinin apoptozunu inhibe eden,
anjiyogenezi uyaran ve ilag direncliligine neden olan olaylar vasitasiyla meme timorii
progresyonuna onciiliik etmektedir (329).

Son zamanlarda, interlokinlerin meme kanserinde prognostik bir belirte¢ olarak
nitelendirilmelerinin yanisira terapotik rolleri tizerinde de durulmaktadir. Bu agidan ileri evre
meme tiimdrlerinin tedavi siirecinde /L-2, IFN-a, IFN-f, IFN-y, IL-6 ve IL-12 gibi sitokinlerin
siklikla kullanilmakta oldugu bilinmektedir. Bdylece, meme kanserinde patolojik olarak asir
miktarda iiretilen interldkinlerin (6rn; /L-6 gibi) baskilanmasi yoniindeki yaklagimlar ile

potansiyel terapdtik stratejiler gelistirilebilmektedir (329).
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Giliniimiize kadar yapilan ¢alismalar ile, interlokin ailesinden olan interlokin-17 (IL-17)
sitokin proteini ile ilgili olarak, inflamatuar bagirsak hastaliklar1 (330), multipl skleroz (¢coklu
doku sertlesmesi) (331) ve romatoid artrit (eklem iltihab1) (332) gibi inflamatuar ve otoimmiin
sistem hastaliklarinda, dogal ve adaptif immiin sistemin ara fazindaki anahtar molekiil
gorevinde oldugu bilinmektedir. /L-/7’nin inflamasyon ve otoimmiinitede bilinen 6nemine
ragmen, kanserde iistlendigi rol ile ilgili olarak su ana kadar elde edilen veriler kismen
celigkili olup, bu konuda arastiricilarin daha fazla bilgi birikimine ihtiyaglar1 vardir.

IL-17, CD4 pozitif (CD4+) T-yardimer hiicre altkiimesi i¢inde yer alan Th17 (T-
yardimct hiicre tip 17) hiicreleri tarafindan iiretilen proinflamatuar sitokin proteini olarak
tanimlanmaktadir. Immiin sistem igerisinde, nétrofil ve monosit kemotaksisi, antimikrobiyal
peptidlerin aktivasyonu ve inflamatuar molekiillerin sekresyonu gibi islevlere sahiptir. Chen
WC. ve arkadaglari, meme kanserinde /L-17 {ireten tlimor hiicrelerinin infiltrasyonu ile
klinikopatolojik parametrelerden yiiksek histolojik evre, negatif ER/PR durumu ve triple-
negatif molekiiler alttipler arasinda anlamli 6l¢iide korelasyon belirlemislerdir. Ayrica, IL-

17’yi fazla miktarda salgilayan hiicrelerden olusan tiimore sahip meme kanserli hastalarda
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hastaliksiz sagkalim siiresinin daha kisa oldugunu ifade etmislerdir. Boylelikle, elde edilen
veriler sonucunda, meme tiimorlerinin mikrogevresel ortaminda salgilanan yiiksek 7L-17
seviyesinin kotli prognostik bir faktor oldugu gosterilmektedir (333). XingWu Zhu ve
caligma ekibi ise, IL-17 protein ekspresyonu yiiksek olan meme kanseri hiicre hatlarinda
yaptiklar ¢aligmalarinda, meme tiimorlerinin invaziv 6zellik kazanmasinda /L-/7’nin rolii
oldugunu belirterek, meme kanseri invazyonu ve tiimor progresyonuna yeni bir bakis agisi
getirmektedir (334).

Meme karsinogenezinde, /L-17B ligandina ait reseptor geni olan /L-17BR ile ilgili
olarak yapilan ¢aligmalarda, amplifiye olan /L-/7BR sinyalinin hiicrelerde tiimorigenez
stirecini indiikledigi ve normal meme epitel hiicrelerinde asinus olusumunu engelledigi
gosterilmektedir. Bu siirecte, niiklear-faktor-kB (NF-xB) sinyal yolagi araciligiyla
antiapoptotik faktér Bcl-2 nin upregiilasyonu rol oynamaktadir. Ayni zamanda, meme
kanserli hastalarin kotii prognoz gostermesinde, artan /L-17BR ekpresyonu, HER2 ya gore
daha etkili olup, /L-17BR ve HER-2 ekspresyonu yiiksek olan meme tiimorlerinde sagkalim
orani oldukca diisiiktlir. Gergeklestirilen bu arastirmalarda ayrica, IL-17B ve IL-17BR’ye
kars1 gelistirilen antikorlar ile yapilan tedavilerde, meme kanseri hiicrelerinin
tiimorijenitesinin etkili bir sekilde azaldig1 gozlenmektedir. Boylece, meme tiimorlerinde
tedavi uygulamalarinin gelistirilmesi i¢in, amplifiye olan IL-17BR/IL-17B sinyal yolaginin
terapatik hedef olarak kullanilabilirligi s6z konusu olmaktadir (335).

2.7.8.3. Meme Kanserinde HOXB13:IL17BR Gen Ekspresyon Oram

Gilinlimiizde meme kanserinin tani, tedavi ve tiplendirilmesinde hastanin yas1 ve menapoz
durumu gibi klinik parametrelerle, aksiler lenf nodu tutulumu, tiimor biiytikligi, histolojik
grade ve invazyon gibi histolojik ve patolojik 6zellikleri, hormon reseptor durumu ve HER-2
gen ifadesi gibi farkli 6zellikleri birlikte kullanilmaktadir (34, 35). Ancak yapilan tiplendirme
sonucu benzer 6zellikler gdsteren meme tiimorlerinin, uygulanan tedavi protokollerine farkli
cevaplar verebildigi goriilmektedir. Bu durum, hastaya uygulanacak tedavi protokoliiniin
belirlenmesinde, tiimorlerin molekiiler diizeydeki siniflandirmalarina gereksinimi ortaya
koymaktadir (34).

Meme kanseri hiicrelerinde dstrojen hormonuna bagli olarak saptanan Gstrojen reseptorii
(ER) pozitifligi, meme tiimdrlerinin endokrin tedavisinde yaygin olarak kullanilan bir ajan
olan tamoxifen yanitinda i1yi bilinen pozitif bir biyobelirtectir (316). Endokrin tedavisinde

hormon reseptér durumu standart hedef olarak belirlenmekle birlikte, baz1 onkogenlerin
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yaptig1 ¢esitli molekiiler degisikliklerin tiimoriin endokrin tedavisine verecegi yaniti
degistirecegi diigiiniilmektedir. Benzer olarak, hastaligin prognostik siirecinin hastanin yasi
ve menapoz durumu gibi klinik parametrelerle, tiimor biiytikligi, histolojik grade ve lenf
nodu statiisii gibi patolojik parametrelere bagli oldugu bilinmektedir. Ancak i1yi prognoza
sahip olarak nitelendirilen dstrojen hormon reseptorii pozitif, lenf nodu negatif hastalarda,
tedaviye direng gelisip tedavi sonrasi niiks gerceklesebilmektedir. Bundan dolayr meme
kanseri gelisiminde etkili olan molekiiler yolaklarin anlasilmasina ihtiyag duyulmaktadir
(336).

Adjuvant tamoksifen tedavisi almis ER(+) primer meme kanserli olgularda gerceklesen
ilag direngliliginin sebebini arastiran ¢aligma sayisinin yetersiz ve sahip olunan bilimsel
verinin kisitli olmasindan dolayi, ilag direngliliginin olusum mekanizmasinin belirlenmesi,
arastirmacilar i¢in giincelligini korumaktadir. Son yillarda literatiirde, hormonal diizenleme
ve gelisimin erken ve ileri donemlerinde gorevli olan, homeobox gen ailesinden HOXB13
geninin, immiin sistemde rol oynayan, interlokin gen ailesinden /L/7BR geni ile olan
korelasyonu hakkinda 6nemli sonuglar elde edilmis gesitli caligmalarin bulundugu
gorilmektedir. Xiao-Jun Ma. ve arkadaslari, parafine gdmiilii meme dokularindan real-time
polimeraz zincir reaksiyonu (RT-PCR) yontemine dayali olarak yaptiklari ¢caligmalarinda,
adjuvant tamoksifen tedavisi almig 60 ER(+) primer meme kanserli hastada, HOXB13 ve
IL17BR genlerinin ekspresyon profillerini degerlendirmis ve bu iki genin ekspresyon
oranininin, tamoxifen tedavisine verilen yanit1 degistirdigini ifade etmislerdir (336, 337).
Maurice P.H.M ve arkadaglar1 ise, Xiao-Jun Ma ve arkadaslarinin ¢alismasindan farkli olarak,
RT-PCR yontemine dayali olarak HOXB13:IL17BR gen ekpresyon indeksini tamoxifen
tedavisi gormiis meme kanseri hastalarindan elde edilen primer meme tiimdrlerinde
belirlemisler ve elde edilen indeks oraninin, tamoxifen direncliligi ile ilgili olmakla birlikte,
hastanin survisini de olumsuz yonde etkiledigini belirtmislerdir (338). Matthew P. Goetz ve
calisma ekibinin tamoxifen terapisi gormiis, ER(+) lenf nodu negatif meme kanserli
kadinlarda gerceklestirdikleri retrospektif arastirmalarinin sonucunda ise, HOXB13 ve IL17BR
gen ekspresyonlarinin rekiirrens ile de iliskili olabilecegi aciklanmistir (339).

Meme kanserinde erken tan1 ve neoplastik olusumlarda etkili olan molekiiler
mekanizmalarin anlagilmasi ve hastanin tedaviye verecegi yanit1 ve rekiirensi belirlemede
etkin olan prognostik ve prediktif belirte¢ olarak nitelendirilen faktorlerin belirlenmesi, meme
kanserinde etkin ve bireye 0zgii tedavi yontemlerinin gelistirilmesi acgisindan biiyiik 6nem

tasimaktadir (340). Prognostik bir faktor, adjuvant bir terapi olmaksizin, hastaliksiz sagkalim
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veya genel sagkalim periyodu ile iligkilendirilen, dl¢iilebilir, klinik veya biyolojik
karakteristik bir 6zellik olarak tanimlanirken; prediktif bir faktor, spesifik bir tedavi
karsisinda yanit alinma ya da alinamama durumu ile iligkili, dlgiilebilen, herhangi
karakteristik bir 6zellik seklinde ifade edilmektedir (282). Bugiine kadar yapilan arastirmalar
ve elde edilen sonuglardan yola ¢ikilarak, HOXB13:IL17BR gen eskpresyon oranindan,
hormon ile iliskili ER(+) 6zellikteki primer meme tiimdrlerinin tedavisi ve takibinde,

prognostik ve prediktif bir biyobelirteg olarak yararlanilabilecegi gosterilmektedir.

2.7.9. mikroRNA (miRNA) ‘lar

2000’11 yillardan sonra, hiicre molekiiler biyolojisi alaninda yapilan ¢alismalar ve kanser
ile ilgili aragtirmalarda miRNA molekiillerinin 6neminden bahsedilmeye baslanmistir.
miRNA’larin kesfine kadar gegen siireg igerisinde genomda bulunan kodlamayan bolgelerin
fonksiyonu bilinmemekteydi. Giiniimiizde ise bu bolgelerin biiyiik cogunlugunun
miRNA’lar1 kodladig1 agik ve net olarak belirtilmektedir. miRNA’lar, 17-25 niikleotid
bliytikliiginde, RNA kodlamayan, ¢ogunlukla gen ekspresyonunun post-transkripsiyonel
diizenlenmesinde gorev alan, tiim 6karyotik hiicrelerde bulunan molekiillerdir. miRNA’larin
hiicre proliferasyonu, hiicre farklilagsmasi, strese karsi cevap, apoptosis, immiinite ve
transkripsiyonel diizenleme gibi hemen hemen tiim hiicresel fonksiyonlarda rol aldiklar1 ve bu
yolaklarin durdurulmasi ya da bozulmasinin da kanser olusumu ile iliskili oldugu
bilinmektedir. Boylece, miRNA’ larin tiimor gelisiminde hem onkogen hem de tiimor

baskilayic1 fonksiyon gosterdikleri ortaya ¢ikmaktadir (341).

2.7.9.1. miRNA’larin Yapisi ve Biyogenezi

miRNA’ larin biyogenezi, primer transkript olan primer miRNA (pri-miRNA) nin RNA
polimeraz II (RNA pol II) tarafindan transkripsiyonu, niikleusta pri-miRNA nin prekiirsor
miRNA (pre-miRNA)’ya doniisiimii ve son olarak sitoplazmada olgun (fonksiyonel)
miRNA’larin olusturulmasi olmak iizere birbirini izleyen {i¢ adimlik islem siireci sonucunda
meydana gelmektedir (342) (Sekil 21).

Pri-miRNA, ¢ekirdek icerisinde RNAaz II enzimi tarafindan genomik DNA iizerindeki
ilgili genlerden sentezlenmektedir ve 500-3000 baz ¢iftine sahip olup “cap’’ ve “poli A”
kuyrugundan olusan sap-ilmik yapisindadir. Cekirdekte pri-miRNA, RNAaz III enzim
ailesinin bir endoniikleaz1 olan Drosha ve kofaktorii Pasha (DGCRS) tarafindan yaklasik
olarak 70 niikleotid uzunlugunda olan pre-miRNA’ ya doniistiiriilmektedir (343). Pre-
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miRNA molekiilii bir niiklear tagima reseptorii olan Exportin 5 ve niiklear bir protein olan
RAN-GTP’ ye bagimli sekilde sitoplazmaya taginmaktadir. Sitoplazmada pre-miRNA,
transaktivasyondan sorumlu RNA baglayici protein ( TRBP) ve Dicer enzimi tarafindan
kesilerek, bir zinciri kilavuz miRNA, diger zinciri (yolcu zincir) ise kilavuz miRNA ile
eslesen diziyi barindiran ¢ift zincirli molekiil olusmaktadir. Bu ¢ift zincirli molekiiliin daha
kararli olan kilavuz zinciri, RNA ile uyarilan susturma kompleksi olan RISC kompleksinin
iginde yer alan ve bir RNAaz olan Argonaute’ nin (Ago2) etkisiyle RISC kompleksi ile
birlesip hedef mRNA dizisinin inhibisyonuna neden olmakta veya translasyonunu
engellemektedir, yolcu zincir ise RISC kompleksi tarafindan parcalanmaktadir (343).
miRNA’lar hedef mRNA molekiiliine kismi yada tam komplementerlik gostererek
baglanabilmektedir. Hedef mRNA nin translasyona ugramayan 3' bolgesi (3'UTR) ile
miRNA c¢ekirdek dizisi arasindaki komplementerligin seviyesi miRNA nin hedefini hangi

seviyede ve nasil baskilayacagini belirtmektedir.
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2.7.9.2. miRNA’larin Fonksiyonu ve Kanserle iliskisi

Yiiksek seviyede korunan DNA bolgelerinden kodlanan fakat proteine translasyonu
gergeklesmeyen, kiiclik RNA molekiilleri olan miRNA’lar, hedef genlerin mRNA’larinin
3'UTR bolgesine baglanarak mRNA degredasyonu ya da translasyonel inhibisyon yoluyla gen
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ekspresyonun diizenlenmesini saglamaktadir (344). miRNA’larin mRNA’lara baglanma
Ozelliklerine dayanarak yapilan hesaplamalar, her bir miRNA’nin yaklasik 100 farkli
mRNA’y1 hedefleyebildigine isaret etmektedir (345).

Birgok kanser tiiriinde etkili olan onkogen ve tiimor supresor genlerin, 3'UTR bolgelerine
baglanan miRNA’larin sayisi ve ¢esidinin bu bolgede belirlenen varyasyonlar sonucunda
degistigi gdzlenmektedir. Bununla ilgili olarak Malinee Pongsavee ve arkadaglarinin yaptigi
bir ¢calismada meme kanserinde gorev yapan BRCA 1 geninin 3'UTR bolgesindeki
5711+421G>T degisiminin hsa-miR-518d-5p, hsa-miR-523, hsa-miR-525-5p ve hsa-miR-
520a-5p mikroRNA’larinin 3'UTR bdlgesi ile interaksiyonunu sagladigi gosterilmistir. Bu
sekilde spesifik 3'UTR genotipi i¢eren kanser hastalarinda 3'UTR’ye baglanan miRNA’larin
sayisinin ve ¢esidinin degismesi etkili genin mRNA’sin1 destabilize ederek kanser riskinin
artmasinin bir agiklamasi olabildigi diistiniilmektedir (346).

Insanlarda mRNA’nin fonksiyonu, miRNA tarafindan, translasyonun baslangicinin
baskilanmasi, translasyonun uzama fazinin baskilanmasi ve poli(A) kuyrugunun kisalmasi
gibi basamaklarda diizenlenmektedir. Protein kodlayan genleri etkileyen amplifikasyon,
translokasyon, delesyon, nokta mutasyonlar ve epigenetik mekanizmalar kanserli hiicrelerde
miRNA nin da fonksiyonunu etkilemektedir. Insan miRNA’larmin yaklasik %50’si, DNA
tizerinde kanserle iligkili genomik bolgelerden ve kromozomlarda bosluklar, kiriklar olusmasi
ve kromozomlarin yeniden diizenlenmesi sonucu meydana gelen hassas ve kirilgan bolgeler
olarak tanimlanan, kromozomlar {izerinde lokalize olmus frajil bélgelerden kodlanmaktadir.
Bu durum, miRNA’larin bu giine kadar aciklanamayan biyolojik olaylarda yer alan hedef
molekiiller olabilecegini diisiindiirmektedir (347).

Giliniimtiize kadar farkli kanser tiplerinde miRNA ekspresyon diizeyindeki degisiklikleri
tanimlayan bir¢ok calisma gerceklestirilmistir. Genom genelinde yapilan ¢aligmalar
mikroRNA’larin tiimorigenez siiresince olan rollerini destekler nitelikte, bu molekiillerin
kanserle iligkili genomik bolgelerde lokalize oldugunu ve degisen derecedeki
ekspresyonlarinin onkogen ve tiimdr supressor gen fonksiyonu ile ilgili oldugunu
gostermektedir (348). Kanserlesme siirecinde bazt miRNA ’larin hiicre proliferasyonunu
arttirirken, digerlerinin azalttig bildirilmektedir (349) (Sekil 22). miRNA’larin bu iki sinifi
kanser gelisiminde onkogenler ve timor supressor genler gibi merkezi bir rol oynamaktadir.
miRNA’larin biiylik cogunlugunun kanserli hiicrelerde diisiik seviyede eksprese oldugu ifade
edilmektedir (350). Normal dokularda, bu miRNA’larin bazilarinin proto-onkogenlerinin

translasyonunu inhibe ettigi (mRNA’larin 3' ucunu hedef alarak) bildirilmistir. Bu nedenle bu
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miRNA’lara “tiimor supressor miRNA’lar (TS-miR) denmektedir. Ciinkii bunlarin normal
fonksiyonlari, onkogenlerin ekspresyonlarini kontrol altinda tutmaktir. Bazi miRNA’larin ise
kanserli hiicrelerde yiiksek seviyelerde eksprese olduklar1 belirlenmistir. Bu miRNA’lar ise
oncomiR’ler (onco-miR) olarak tanimlanmaktadir. miRNA’larin birden fazla potansiyel
hedefleri oldugu i¢in, hiicresel durumuna gore bir miRNA, TS-miR ya da onco-miR 6zelligi

gosterebilmektedir (351).
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Sekil-22 Karsinogenez siirecinde onkogenik ve tiimor baskilayici 6zellik gosteren
miRNA’larin fonksiyonlari (349)

2.7.9.3. Meme Kanserinde Diagnostik, Prognostik ve Terapotik Rol Oynayan
miRNA’lar

miRNA ekspresyon profilleri ile gergeklestirilen genetik analizlerde, birgcok meme
kanseri hiicre hattinda, normal ve kanserli meme dokusunda farkli seviyelerde eksprese olan
cok sayida miRNA molekiiliinden bahsedilmistir. Bu molekiiller, normal meme hiicrelerinin
invaziv duktal meme karsinomuna doniisiimii seklinde gerceklesen meme tiimorigenezi
stiresince farkli basamaklarda degisik dlgiilerde ekpresyon gostermektedir (352) (Sekil 23).
Insan meme kanserlerini karakterize edici miRNA” larm varligi ile ilgili ilk ¢alisma 2005
yilinda yayimlanmigtir. Lu ve arkadaglari, flow sitometri teknigi ile meme kanserini de i¢ine
alan farkl1 tiimor tiplerinde miRNA ekspresyon profilllerini degerlendirerek miRNA
ekspresyon diizeylerinin, normal dokulara kiyasla tiimorlerde genel olarak diisiik seviyelerde
olduklarini belirlemislerdir (350). lorio ve arkadaglarinin yaptiklar1 caligmada ise, meme
kanserine spesifik normal ve tiimorlii dokularda farkli seviyelerde eksprese olan miRNA”’ lar
tanimlanmistir. Bu miRNA’ lardan miR-10b, miR-125b ve miR-145 down-regiile; miR-21 ve
miR-155 ise up-regiile olarak belirlenmistir (353).
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Meme kanserinin biyolojisinde dnemli role sahip farkli seviyelerde eksprese olan
miRNA’ lardan, meme kanseri dokular1 ve normal dokular karsilastirildiginda
ekspresyonunda en fazla artig goriilen onkogenik 6zellikteki miR-21’ in, meme karsinomunda
overeksprese olup hiicre sagkalimina ve proliferasyonuna aracilik ettigini, lorio ve Croce
yaptiklar1 calismalarinda kanitlamislardir (354). 1lk tanimlanan onkogenik miRNA’ lardan bir
digeri olan miR-155 ise, meme kanserinde siklikla up-regiile olup 7CL1, BCL2, TP53, PTEN
gibi tiimor baskilayici genleri hedef almaktadir (355). miR-155 ekspresyon durumunun, insan
meme kanserleri i¢in terapdtik hedef ve bagimsiz bir prognostik faktor olarak kabul
edilebilecegi ifade edilmektedir.

miR-145, meme tiimor dokularinda genellikle down-regiile olup, etkisini 7P53 yolaginin
aktivasyonu araciligi ile ERa’ y1 hedefleyerek ortaya koymaktadir. Kim ve arkadaslari, miR-
145’ in terapdtik potansiyelinin belirlendigi calismalarinda meme kanser hiicre hatlarinda ve
meme kanserli hasta dokularinda, miR-145 ve hedef genlerinin ekspresyon seviyelerini
karsilastirmislar ve aralarinda ters korelasyon oldugunu bulmuslardir. Dolayisiyla mevcut
calismada, meme kanseri tedavisinde miR-145" in potansiyel bir hedef olarak
diisiiniilebilecegi ifade edilmektedir (356).

Son yillarda yapilan miRNA profilleme ¢aligmalarinda, serum ve kan plazmasinda sirkiile
miRNAlar olarak tanimlanan molekiillerin varlig1 tespit edilmistir. Farkli kanser tiirleri ile
yapilan ¢alismalarda, miRNA ekspresyonlarindaki degisikliklerin, hastaliga spesifik bir
degisiklik mi yoksa global bir kanser degisikligi mi oldugu belirlenmeye c¢aligilmistir.
Heneghan HM ve arkadaslariin yaptiklari bir aragtirmada; meme, kolon, prostat, bobrek
tiimorlii ve malign melanomlu hastalarda mir-195’in ekspresyonundaki artigin, meme
kanserine ozellikli oldugu ve diger kanser tiirlerindeki ekspresyona gore oldukca anlamli
oranda farklilik gésterdigi saptanmistir (p<0.001). Ayrica yine bu calismada; 226 (83 meme
kanseri, 30 kolon kanseri, 20 prostat kanseri, 20 bobrek kanseri, 10 melanoma ve 63 saglikli
kontrol) bireyden alinan kan 6rneklerinde kanser gelisiminin erken evresinde dnemli kanser
biyomarkir1 olabilecegi diisiiniilen miR-10b, mir-21, miR-145, miR-155, miR-195 miR-16 ve
let-7a’nin ekspresyon seviyelerindeki degisiklikler degerlendirilmistir. Calisilan bu
miRNA’lardan miRNA-195’in asir1 ekspresyonunun yalnizca primer meme kanserli hastalara
ozellikli oldugu ve Her-2/neu(-) meme kanserine oranla Her-2/neu(+) meme kanserinde,

miR-195 seviyesinin onemli derecede artis gosterdigi belirlenmistir (357).
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Sekil-23 Meme kanseri olusum modelinde islev goren miRNA’lardaki ekspresyon
degisimleri (352)

Hongjiang Wang ve arkadaslarinin yaptig1 bir calismada ise kan dolagiminda sirkiile olan
miR-125b’nin meme kanserli hastalarda kemoterapdtik rezistans ile iliskili oldugu
gosterilmistir (358). Zhou M. ve arkadaslarinin meme kanseri hiicre hatlarinda
gergeklestirdikleri calismada da, miR-125b’nin taxol rezistansinda rol oynadigi belirtilmistir.
Bununla birlikte arastirmacilar, miR-125b’nin hedef geninin BCL-2’nin antagonisti olan
BAK1 oldugunu ifade etmislerdir (359). miRNA’larin ¢oklu ilag direncliligi mekanizmasinda
nasil rol oynadigina dair yapilan ¢aligmalardan birinde ise miR-326’nin MDR1 geninin i¢inde
yer aldig1 sinyal yolagini tersine ¢evirerek meme kanserli tiimor hiicrelerinin ilag direnclilik
mekanizmasini yok ettigi bildirilmistir (360). Meme kanserlerinde tamoksifen tedavisinin
uygulanabilirligi ile iligkili olarak da miRNA- 30c nin belirleyici bir faktor olabilecegini
belirten caligmalar mevcuttur (361). Bu konuda Miller TM ve arkadaslari, meme
tiimorlerinde tamoxifen tedavisine kars1 gelisen yanitin Her2/neu overekpresyonu ile miR-
221/222 ekpresyonu arasindaki iligkiden kaynaklandigini ileri siirmiiglerdir (362). Birbirinin
homologu olan miR-221 ve miR-222’ nin artmis ekspresyon seviyeleri, ER(-) meme
tiimorlerinde daha 6nce yapilan arastirmalarda belirlenmis olup, son yillarda da bu miRNA’
lar ile ER durumu arasindaki iligskiyi destekleyen ¢alismalar ortaya ¢cikmigtir. miR-221 ve
miR-222" nin ER(-) meme kanseri hiicre hatlar1 ve primer meme tiimorlerinde siklikla up-

regiile oldugu belirlenmistir. Ayrica, miR-221 ve miR-222’ nin artmis ekspresyon diizeyleri,
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ER’ nin negatif regiilasyonu yoluyla tamoksifen direncine katkida bulunurken, ekspresyon
seviyelerindeki diisiis, tamoksifene duyarlilig1 yeniden diizenlemektedir. Bu nedenle, miR-
221 ve miR-222’ nin ER(-) meme kanserleri i¢in potansiyel terapdtik hedef olarak
kullanilabilecegi ifade edilmektedir (363).

Meme kanserinin invaziv ve metastatik 6zellik kazanmasinda rol oynayan miRNA
molekiillerinden miR-335 ve miR-126, metastaz1 baskilayan ilk miRNA’lar olarak
bilinmektedir. Tavazoie SF. ve arkadaglar1 tarafindan, primer meme tiimorlerinde miR-335
ve miR-126’ nin ekspresyon diizeylerindeki farkliliklar analiz edilmis ve bu miRNA’ larin

zay1f metastazli sagkalim stireleri ile iligkili oldugu sonucuna varilmistir (364).

2.7.9.4. Meme Kanserinde HOXB13 ve IL17BR Genlerini Hedef Alan miRNA’lar

Meme karsinogenezinde HOXB13, IL17BR genlerinin ve bu iki genin ekspresyon
oraninin timdr gelisimi ile ilgili rolleri hakkinda 6nemli bilgiler elde edilmis olsa da, bu
genleri hedef alan miRNA molekiillerinin meme tiimdrigenezi siiresince olan fonksiyonlarinin
da agikliga kavusturulmasi gerekmektedir.

Spesifik miRNA’larin dokudaki konsantrasyonlarinin tiimor invazyonu, metastatik
potansiyeli ve diger klinik karakteristik 6zellikleri ile iliskili oldugu, kronik lenfolitik 16semi,
meme, kolon, karaciger, akciger, pankreas ve prostat kanseri gibi bir¢cok kanser tiiriinde
belirlenmistir (365). ‘TargetScanHuman’ veri tabanindan elde edilen bilgilere gére, hormona
bagimli ER(+) meme kanserli hastalarin endokrin tedavisinde gelisen direng mekanizmasi ile
iligkili oldugu bilinen HOXB13 geninin regiilasyonunda gorevli olan miRNA’lar, miR1278,
miR-661 ve miR-1260 iken; meme karsinomunda bagimsiz prognostik bir faktor olarak
nitelendirilen /L17BR geninin regiilasyonundan sorumlu olan miRNA, miR-1266 ‘dir. Vetter
G. ve arkadaslari, miR-661 ekspresyonu ile ilgili olarak, meme karsinogenezinde tiimor
hiicrelerinin invazyonuna yol actigini belirtmiglerdir. Bu anlamda miR-661"in, SNAII
tarafindan indiiklenen epitelyal-mezensimal gegiste (EMT), hedef mRNA’ lar1 olan hiicre
adhezyon proteini Nektin-1 ve lipid transferaz geni STARDI1(0’ u epitelyal markirlarin down-
regiilasyonuyla sonug¢lanacak sekilde destabilize ettigi bilinmektedir (366). Reddy SD. ve
arkadaslar1 ise Vetter G. ve ¢alisma ekibinden farkli olarak, miR-661’in meme kanserinde
siklikla upregiile olan metastatik tiimdr antijen 1(M7A1)’1 baskilayarak, meme kanseri olusum
stirecinde rol aldigini agiklamiglardir (367). Bu ¢alismada, miR-661 ekspresyonunun,
promotor bolgesine direkt olarak baglanan ¢/EBP alpha transkripsiyon faktorii tarafindan

pozitif regiilasyon mekanizmasi ile kontrol edildigi agiklanmaktadir. S6z konusu ¢alismay1
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gerceklestiren arastiricilara gore, meme kanseri olusum siireci modelinde, miR-661 ve ¢/EBP
alpha down-regiile olurken, MTA1 protein seviyesi artan bir bicimde upregiile olmaktadir.
Boylece, ¢/EBP alpha’ in meme kanseri hiicrelerindeki ekspresyonu, miR-661 oraninin
artmasina ve MTA1 protein seviyesinin azalmasina neden olmaktadir. Ayrica bu
arastirmadan elde edilen bulgular dogrultusunda, miR-661’in giiclii ekspresyonu, invaziv
yapidaki meme kanseri hiicrelerinin motilitesini, invazyon 6zelligini ve tiimdrijenitesini
inhibe etmektedir.

HOXB13’1in regiilasyonunda rol oynayan diger bir miRNA olan miR-1260’1n meme
kanseri ile olan iligkisi tizerine yapilmis bir ¢calisma heniiz literatiirde bulunmamaktadir.
Ancak, miR-1260 ve onun gibi heniiz fonksiyonlar1 tam olarak tanimlanmamis toplam on
dokuz adet miRNA ekspresyonlarinin kiitanéz malign melanomlu hastalarda degerlendirildigi
bir calismadan bahsedilmektedir. Sand M. ve arastirma ekibine ait olan bu ¢alisma ile (368),
miR-1260 ekspresyonu up-regiile olarak belirlenmis olup, malign melanom tiimoérlerinde yeni
miRNA adaylarinin tanimlanmasina olanak saglanmstir.

ER(+) ozellikteki meme tiimorlerinde HOXB13 geni ile zit yonde eksprese olarak gorev
yapan IL17BR gen ekspresyonunun diizenlenmesinden sorumlu miR-1266 i¢in, literatiirde
yalnizca bir adet calismadan séz edilmektedir. Ilgili calismada, sedef hastalarinin serum
diizeylerinde bulunan miR-1266 seviyesinin yiliksek miktarda oldugundan bahsedilmektedir
(369).

Sonug olarak, bugiine kadar gergeklestirilen ¢alismalarin sonucunda elde edilen
bulgulardan yola ¢ikilarak, HOXB13 ve IL17BR genlerinin ve bu genleri hedef alan
miRNA’larin ekspresyon profillerindeki degisimlerden, meme kanserinin diagnoz, prognoz ve
tedavisinin takibinde biyobelirte¢ olarak faydalanilabilecegi gosterilmektedir. Kanser gelisim
siirecinde bir biyobelirteg veya terapotik ajan olarak gen ekspresyon ifadelerinden ve miRNA’
lardan yararlanilmasi i¢in elde edilen bilgilerin belirli standartlara getirilmesi gerekmekte ve
yeni arastirma bulgularina ihtiya¢ duyulmaktadir. Simdiye kadar elde edilmis veriler 15181nda
calismamizda, Tiirk popiilasyonuna ait, tamoksifen tedavisi alan ve almayan, ER(+) primer
meme kanserli bireylerin tiimor doku ve periferik kan 6rnekleri kullanilarak, meme kanseri
gelisiminde hiicresel yolaklarda gorevli olan HOXB13 ve IL17BR genlerinin ve ilgili hedef
genlerin miRNA’larinin (HOXB13 i¢in; miR1278, miR-661 ve miR-1260, /L17BR igin; miR-
1266) ekspresyon seviyelerindeki farkliliklari incelemek ve bu farkliliktan yola ¢ikarak ilgili
genlerin ve miRNA’larin meme kanserindeki prognostik ve prediktif énemini belirlemek

amaclanmaktadir. Boylece elde edilecek veriler sonucunda, yeni biyomarkir adaylari olan
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ilgili genler ve miRNA’larin Tiirk populasyonuna ait meme kanseri hastalarinda hastaligin
agresifliginin ve prognostik siirecin anlagilmasinda ve buna bagl tedavi protokollerinin

yonlendirilmesinde kullanilabilirligi hakkinda bilgi edinilmis olunacaktir.
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Hasta Grubu

Calismamizda, Uludag Universitesi Tip Fakiiltesi Genel Cerrahi Anabilim Dali tarafindan
2006-2011 yillar1 arasinda opere edilen ve takibe alinan, primer meme kanseri tanisi almas,
hormon reseptorlerinden ER statiisii (+) 6zellikte olan hastalara ait timor, normal doku ve
periferik kan 6rneklerinde meme tiimori gelisimi ile ilgili HOXB13,IL17BR genleri ve bu
genleri hedef alan miRNA’larin (HOXB13 i¢in; miR1278, miR-661 ve miR-1260, IL17BR
icin; miR-1266) ekspresyon seviyeleri degerlendirilmistir. Bu amagla, ER(+) 40 primer
meme kanserli hastanin parafinize edilmis tiimér ve normal dokularina ait 6rneklere, Uludag
Universitesi T1p Fakiiltesi Patoloji Anabilim Dali’nin arsivinden ulasilarak ve ilgili hastalarin
dokularinin histopatolojik 6zellikleri Prof. Dr. Sahsine Tolunay tarafindan degerlendirilerek
calismaya dahil edilmistir. Belirlenen hastalarin klinik 6zellikleri, aile dykiileri ve yasam
tarzlarina ait bilgiler ile tiimdrlerin histolojik ve patolojik 6zellikleri, Genel Cerrahi Anabilim
Dali rutin hasta arsivinden elde edilmistir.

Planlanan tez calismast ile ilgili olarak olusturulan tez projesi, Uludag Universitesi
Bilimsel Arastirma Projeleri Degerlendirme Fonuna 2010 yilinin Aralik ayinda sunulmustur.
Uludag Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Komisyonu’nun 18 Subat 2011 tarihli ve
2011-01 sayili oturumunda alinan karar geregi, ilgili ¢alisma UAP(T)-2011/6 sayil1 proje
numarasi ve 24.000,00 TL biitge ile kabul edilmistir. Calismaya dahil edilmesi planlanan
meme kanserli hastalarin tiimér ve normal doku materyalleri, Uludag Universitesi Tip
Fakiiltesi Aragtirma Etik Kurulu’nun, 11 Ocak 2011 tarihli ve 2011-2/23 numarali etik kurul

karar1 ile uygun bulunduktan sonra Patoloji Anabilim Dal1 arsivinden temin edildi.

3.2. Gerecler

3.2.1. Kullamlan Aletler

e Gene Amp PCR 9700 Thermocycler, Applied Biosystems, USA.
LightCycler 48011 (Roche Diagnostics, USA)

Isiticili blok (DB-2A), Techne, England.

Su banyosu (BM 302), Niive, Istanbul, Turkey.

Santrifiij (Z-23), Hermle, Germany.
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e Santrifiij (22R), Beckman Coulter, Germany.
e Plate santrifiijii, Thermo, USA.

e Manyetik Karistirict (Vorteks), Velp Scientifica, Italy.
e +4°C Buzdolabi, Alaska, Istanbul, Turkey.

e - 20°C Buzdolabi, Bosch, Istanbul, Turkey.

e - 80°C Buzdolabi, Niive, Istanbul, Turkey.

e PCR UV kabini, Biosan, Latvia.

e Nanodrop (Nanodrop 2000), Thermo, USA.
e Pipet, (0.5-10 pl), Eppendorf, USA.

e Pipet, (10-100 ul), Eppendorf, USA.

e Pipet, (20-200 pul), Eppendorf, USA.

e Pipet F2, (100-1000 pul), Thermo, USA.

3.2.2. Kullanilan Kimyasal Malzemeler

¢ Biostic Paraffin Removal Reagent, MO BIO, USA.

e RNeasy FFPE kiti (50 6rneklik), Qiagen, USA.

e miRNeasy FFPE kiti (50 6rneklik), Qiagen, USA.

e Tagman High Capacity RNA to cDNA Master Mix, Applied Biosystems, USA.
e Tagman MicroRNA Reverse Transkripsiyon Kiti, Applied Biosystems, USA.

e Tagman MaturemiRs Assays, Applied Biosystems, USA.

e Real Time Ready Catalog Assays, Roche Diagnostics, USA.

e Tagman Universal PCR Master Mix, Applied Biosystems, USA.

e Light Cycler 480 Probe Master, Roche Diagnostics, USA.

e Etanol, Merck, Germany.

3.3. Yontemler

3.3.1. Parafinize Edilmis Doku Orneklerinden RNA Elde Edilmesi

Operasyon sirasinda ¢ikartilan, sonrasinda formalin ile fikse edilip parafin icerisine
gomdiiriilen ve ilgili patalog tarafindan degerlendirilen 40 primer meme kanserli hastaya ait
tiimor ve normal doku 6rneklerinden ilk olarak RNA izolasyonu gergeklestirilmistir. Bu
amagla, deney prosediirii kapsaminda, hastaya ait doku drneklerinden bistiiri yardimiyla 0.2-

0.5 cm kesilerek ependorf tiipler icerisine alinmistir. Doku materyalleri, Biostic Parafin
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Removal Reagent (MO BIO Laboratories, Carlsbad, CA) kullanilip, parafinden uzaklastirma
islemine tabi tutularak, 3 serilik %100’liik alkol agsamalarindan gecirilmistir. Materyallerdeki
alkol kalintilar1, oda sicakliinda iyice ugurulduktan sonra, 40 hastaya ait tiimor ve normal
dokudan, parafin bloktan RNA izolasyonuna uygun ticari kit (RNeasy FFPE Kit, Qiagen) ve
parafin bloktan miRNA izolasyonuna uygun ticari kit (miRNeasy FFPE Kit, Qiagen)
kullanilarak total RNA izolasyonu gerceklestirilmistir.

3.3.2. Elde Edilen RNA’ larin Miktar ve Kalite Tayini
Calismamizda izole edilen total RNA 6rneklerinin miktar ve kalitesi, NanoDrop 2000
Spektrometre (Thermo scientific, Wilmington, DE, USA) cihazi kullanilarak dl¢iilmiistiir ve

ekspresyon analiz deneyleri i¢in uygunlugu degerlendirilmistir (Tablo-1).
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Tablo-1a Hastalara Ait Tiimor Doku Orneklerinden Elde Edilen Total RNA’larin

Spektrofotometrik Olciimleri

HASTALARA AIiT TUMOR DOKU ORNEKLERIi

Ornek Niikleik g 20 | A260 | A280 | 260/280 260230 | Ornek tipi | Faktor

ID Asit kons.

1 864,6 ng/ul | 21,616 | 11,519 1,88 1,91 RNA 40
2 663,3 ng/ul | 16,582 | 9,172 1,81 2,18 RNA 40
3 359,5 ng/ul | 8988 | 4,826 1,86 2,06 RNA 40
4 538,3 ng/ul | 13,457 | 7312 1,84 2,02 RNA 40
5 241,8 ng/pl | 6,046 | 3317 1,82 1,64 RNA 40
6 459.4 ng/ul | 11,484 | 6,389 1,8 2,02 RNA 40
7 481,9 ng/ul | 12,047 | 6319 1,91 1,89 RNA 40
8 206,6 ng/ul | 5,165 | 2,856 1,81 1,63 RNA 40
9 1009 ng/ul | 25226 | 13,024 1,94 1,46 RNA 40
10 1150,4 ng/pl | 28,76 | 15,502 1,86 2,13 RNA 40
1 1197,3 ng/ul | 29,932 | 15,443 1,94 1,69 RNA 40
12 51 ng/ul | 1274 | 0,683 1,86 1,95 RNA 40
13 1354,8 ng/ul | 33,869 | 17,726 1,91 2,18 RNA 40
14 514,7 ng/ul | 12,868 | 6,821 1,89 2,15 RNA 40
15 12153 ng/ul | 30382 | 16,185 1,88 1,88 RNA 40
16 1939,1 ng/ul | 48,477 | 25,588 1,89 2,08 RNA 40
17 357,7 ng/ul | 8941 | 4,799 1,86 2,07 RNA 40
18 1891,8 ng/ul | 47,294 | 25322 1,87 2,09 RNA 40
19 486 ng/pl | 12,15 | 6,345 1,91 1,91 RNA 40
20 257,8 ng/ul | 6444 | 3389 1,9 1,87 RNA 40
21 115 ng/ul | 2,876 1,6 1,8 1,5 RNA 40
22 310,5 ng/ul | 7,763 | 4233 1,83 1,07 RNA 40
23 562,3 ng/ul | 14,058 | 7,855 1,79 2,06 RNA 40
24 976,6 ng/ul | 24,415 | 13,462 1,81 1,62 RNA 40
25 269,2 ng/ul | 6,731 | 3,613 1,86 2,03 RNA 40
26 354,2 ng/ul | 8,856 | 4,685 1,89 1,91 RNA 40
27 550,1 ng/ul | 13,753 | 7,652 1,8 1,98 RNA 40
28 141,3 ng/ul | 3,533 | 1,913 1,85 1,89 RNA 40
29 185,4 ng/ul | 4,636 | 2,489 1,86 1,41 RNA 40
30 235,5 ng/ul | 5887 | 3,066 1,92 1,8 RNA 40
31 265,1 ng/ul | 6,629 3,48 1,9 1,77 RNA 40
32 333,9 ng/ul | 8346 | 4351 1,92 1,72 RNA 40
33 622,4 ng/ul | 15,561 | 823 1,89 2,14 RNA 40
34 716 ng/ul | 17,9 9,082 1,97 1,93 RNA 40
35 4941 ng/ul | 12,353 | 6,418 1,92 1,77 RNA 40
36 704,7 ng/ul | 17,617 | 9,136 1,93 2,07 RNA 40
37 611,8 ng/ul | 15295 | 7,908 1,93 2,14 RNA 40
38 268,9 ng/ul | 6,723 | 3,489 1,93 1,83 RNA 40
39 233,6 ng/ul | 5,84 3,03 1,93 1,95 RNA 40
40 759,5 ng/ul | 18987 | 9,404 2,02 2,14 RNA 40
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Tablo-1b Hastalara._Ait Normal Doku Orneklerinden Elde Edilen Total RNA’larin
Spektrofotometrik Olciimleri

HASTALARA AiT NORMAL DOKU ORNEKLERI

Ornek Niikleik g 20 | A260 | A280 | 260/280 260/230 | Ornek tipi | Faktor

ID Asit kons.

1 1465,1 ng/ul | 36,628 | 19,119 1,92 1,81 RNA 40
2 220 ng/ul | 5499 | 2,821 1,95 1,84 RNA 40
3 379,7 ng/ul | 9493 | 5033 1,89 1,64 RNA 40
4 201,8 ng/ul | 5,045 | 2,668 1,89 2 RNA 40
5 1312,8 ng/ul | 32,82 | 16,779 1,96 2,09 RNA 40
6 44,8 ng/pl | 1,12 0,602 1,86 0,73 RNA 40
7 408,1 ng/ul | 10,204 | 5303 1,92 1,95 RNA 40
8 150,8 ng/ul | 3771 | 2,126 1,77 1,11 RNA 40
9 2545 ng/pl | 6,361 | 3451 1,84 1,63 RNA 40
10 2985 ng/ul | 7463 | 3,684 2,03 0,61 RNA 40
11 342 ng/pl | 8,551 429 1,99 1,84 RNA 40
12 11,2 ng/ul | 2,78 1,524 1,82 1,62 RNA 40
13 39,6 ng/ul | 0991 | 0516 1,92 1,4 RNA 40
14 29,5 ng/ul | 0,737 | 0379 1,95 0,77 RNA 40
15 549,9 ng/pl | 13,748 | 7368 1,87 2,01 RNA 40
16 17,5 ng/ul | 0438 | 0234 1,87 0,98 RNA 40
17 25,6 ng/ul | 0,64 0,35 1,83 1,12 RNA 40
18 25,7 ng/pl | 0,642 | 0361 1,78 0,33 RNA 40
19 118,3 ng/pl | 2,957 1,62 1,83 14 RNA 40
20 2252 ng/ul | 5629 | 2,99 1,88 1,79 RNA 40
21 13255 ng/pl | 33,138 | 17,138 1,93 2,08 RNA 40
22 115,2 ng/ul | 2,881 | 1,515 1,9 1,89 RNA 40
23 163,4 ng/ul | 4,084 | 2,148 1,9 1,89 RNA 40
24 215,3 ng/ul | 5382 | 2,869 1,88 2,15 RNA 40
25 137,5 ng/ul | 3438 | 1,787 1,92 1,8 RNA 40
26 90,4 ng/pl | 2261 | 1,205 1,88 1,66 RNA 40
27 2067 ng/ul | 5168 | 2,771 1,86 1,84 RNA 40
28 89,8 ng/pl | 2244 | 1239 1,81 1,43 RNA 40
29 152,7 ng/ul | 3,818 | 2,029 1,88 1,33 RNA 40
30 110 ng/ul | 2,749 | 1,507 1,82 1,11 RNA 40
31 48,4 ng/pl | 1211 | 0,664 1,82 0,46 RNA 40
32 666,2 ng/ul | 16,654 | 8,804 1,89 2,15 RNA 40
33 333 ng/pl | 0,831 | 0463 1,8 0,27 RNA 40
34 252,8 ng/ul | 6,321 3,14 2,01 0,54 RNA 40
35 74,9 ng/ul | 1,873 | 1,026 1,83 1,38 RNA 40
36 832 ng/ul | 20,801 | 10,72 1,94 2,06 RNA 40
37 6453 ng/ul | 16,133 | 8,716 1,85 2,14 RNA 40
38 102,7 ng/ul | 2,568 | 1,362 1,89 1,34 RNA 40
39 43 ng/ul | 1,075 | 0,583 1,84 1,17 RNA 40
40 5867 ng/ul | 14,668 | 7,566 1,94 2,12 RNA 40
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Elde edilen total RNA 6rneklerinin safliginin ve konsantrasyonlarinin belirlenmesi igin,
RNA o6rneklerinin 260 ve 280 nm’ deki dalga boylarinda yapilan dl¢iimleri ve bu dalga
boylarindan elde edilen degerlerin birbirlerine olan oranlar1 kullanilmistir. RNA’nin safligi
degerlendirilirken A260/A280 ve A260/A230 oranlar1 esas alinmaktadir. 260 nm
DNA’nin, 280 nm proteinin, 230 nm de fenoliin maksimum absorbans verdigi dalga
boyunu ifade etmektedir. A260/A280 oraninin 1,8-2,2 araliginda olmast RNA nin saf
oldugunu gostermektedir. Fenol, protein veya benzeri diger safsizliklarin olmasi

durumunda bu oranlar belirtilen araligin diginda ¢ikmaktadir.

RNA’ nin konsantrasyonunun saptanmasinda kullanilan spektrofotometrik yontemler
DNA’ nin spektral analizi ile tamamen aynidir. Sadece tek zincirli RNA’ nin miktarinin
belirlenmesinde kullanilan formiil farklidir.

Total RNA (ng/ul) =260 nm’ deki absorbans x 40 x Diliisyon Faktori
RNA molekiilleri i¢in 1 optik dansitenin 40 pug/mL’ ye karsilik geldigi bilinmektedir.

3.3.3. RNA’ lardan cDNA Sentezi

Konsantrasyon ve kalite tayinleri yapilan total RNA’ lardan Tagman High Capacity RNA
to cDNA Master Mix (Applied Biosystems, USA) kiti kullanilarak, degerlendirilecek hedef
genlere 6zgii komplementer DNA (cDNA) sentezi gergeklestirilmistir. Bunun yaninda, izole
edilen total RNA’lardan, Tagman microRNA Reverse Transkripsiyon kiti ile, ilgili genleri
hedef alan miRNA’larin ekspresyon analiz deneylerinde kullanilacak olan cDNA’lar da elde
edilmistir. Her iki cDNA sentez reaksiyonunda, PCR dongiisii esnasinda olusan spesifik PCR
tirtiniinii belirlemek ve es zamanli degerlendirmek amaciyla florasan 1s1ma yapabilen,
Tagman prob isaretli primerler kullanilmistir. Elde edilen total RNA o6rneklerinden cDNA
eldesi i¢in kullanilan Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR) karisimlar1 ve programlar1 Tablo-2,

Tablo-3, Tablo-4 ve Tablo-5" de verilmistir.

Tablo-2 Degerlendirilecek Hedef Genlere Ozgii cDNA Sentezi icin Hazirlanan
Reaksiyon Karisimi

Bilesenler 1 Orneklik Reaksiyon Son konsantrasyon
Master Mix(or No-RT
Control) 4.00 pl 1X
RNA 6rnegi 16.00 pl’ye kadar Ipg- lug

RNase-free H,0 Toplam hamm 20 pL olacak sekilde dH20
ile tamamlanir

Total 20.00 pl
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Tablo-3 Degerlendirilecek Hedef Genlere Ozgii cDNA Sentezi icin Kullanilan PCR
Program

l.asama |2.asama |3.asama |4.asama
Sicaklik (°C) 25°C 42°C 85°C 4°C
Zaman (dKk) 5dk 30 dk 5dk 0

Calisilacak her bir 6rnek i¢in 0,2 pl’ lik PCR tiipii icerisinde Tablo-2’ de verilen
malzemelerden buz tlizerinde 20 pl’ lik bir reaksiyon karisimi olusturulup, elde edilen miks
pipetaj yapilarak karistirilmis ve santrifiije alinarak spin atilmistir. PCR tiipii igerisindeki
miks, Tagman High Capacity RNA to cDNA Master Mix i¢in optimize edilmis PCR
programina alinarak reaksiyon hacmi 20 pl’ye ayarlanmistir. Reverse Transkripsiyon

reaksiyonu sonrasi elde edilen cDNA’ lar, bir sonraki agsamaya kadar -20°C’ de saklanmustir.

Tablo-4 Ilgili Genleri Hedef Alan miRNA’lara Ozgii cDNA Sentezi icin Hazirlanan
Reaksiyon Karisim

Bilesenler 15 pL’ lik Reak§iy09daki Master Miks
Hacmi (1 Orneklik)

100mM dNTP 0.15 pl
MultiScribe Reverse Transkriptaz Enzimi,50 U/uL 1.00 pl
10X Reverse Transkripsiyon Buffer 1.5pul

RNase inhibitor, 20 U/ul 0.19 ul
RNase-free H,O 4.16 pl
Total 7.00 pl

Her 15 puL’ lik reaksiyon; 7ul master miks, 3 ul 5X Reverse Transkripsiyon primeri ve 5 ul RNA
Ornegi igerir.
15 pL’ lik reaksiyon, 1-10 ng RNA 6rnegi igermektedir.

Tablo-5 Tlgili Genleri Hedef Alan miRNA’lara Ozgii cDNA Sentezi i¢cin Kullanilan
PCR Programi

l.asama |2.asama 3.asama |4.asama
Sicaklik (°C) 16°C 42°C 85°C 4°C
Zaman (dk) 30 dk 30 dk 5dk 00

Calisilacak her bir 6rnek i¢in 0,2 pl’ lik PCR tiipii icerisinde Tablo-4’ de verilen
malzemelerden buz lizerinde 7 pl’lik bir reaksiyon karisimi olusturulup, elde edilen master
miks pipetaj yapilarak karigtirilmis ve santrifiije alinarak spin atilmistir. PCR tiipii
igerisindeki master miks icerisine, her miRNA i¢in spesifik 6zellikte olan 3 pl 5X Reverse
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Transkripsiyon primer ilave edilip iyice karistirilmistir. Hazirlanan master miks ve primer
karisimina, 1-10 ng olacak sekilde 5 ul RNA 6rnegi eklenip toplamda 15 pl’lik reaksiyon elde
edilmistir. Elde edilen reaksiyon miksi, Tagman microRNA Reverse Transkripsiyon Kiti i¢in
optimize edilmis PCR programina alinarak reaksiyon hacmi 15 ul’ye ayarlanmistir. Reverse
Transkripsiyon reaksiyonu sonrasi elde edilen cDNA’ lar, bir sonraki agsamaya kadar -20°C’

de saklanmustir.

3.3.4. Real-Time PCR ile HOXB13, IL17BR Genlerinin ve Bu Genleri Hedef Alan
miRNA’larin Ekspresyon Analizleri

(Calismamizda, meme kanseri gelisiminde prognostik ve prediktif 6neme sahip oldugu
bilinen, ayn1 zamanda ilag direnci lizerine etkisinin var oldugu bildirilen HOXB13 ve IL17BR
genlerinin ve bu genleri hedef alan miRNA’ larin degerlendirilmesi amaglanmistir.
Degerlendirilen genler, bu konuda literatiirde son yillarda yapilan ¢aligmalar goz oniine
alinarak belirlenmistir. Ekspresyon analizleri gerceklestirilen miRNA’larin secimi ise,
HOXBI13 ve IL17BR genlerini hangi miRNA’larin hedef aldig1 arastirilarak
gerceklestirilmistir. Ilgili miRNA” lar TargetScanHuman (http://www.targetscan.org/) veri
tabanindan secilip, bu miRNA’lara ait 6zellikler miRbase (http://www.mirbase.org/) veri
tabanindan elde edilmistir. Calismada degerlendirilen HOXBI13 ve IL17BR genlerinin meme
tiimorlerindeki ekspresyon durumlari ve se¢im kriterlerini ifade eden 6zellikleri Tablo-6’da
verilmistir. Segilen 4 farkli miRNA’ nin tiimor dokularindaki ekspresyon durumlari,
kromozomal lokalizasyonlar1 ve hedef genleri ile ilgili bilgiler ise Tablo-7’de verilmistir.
Meme tiimérlerinin gen ve miRNA ekspresyon profillerinin ortaya ¢ikarilmasi amaciyla,

Kantitatif Real Time PCR (qRT-PCR) tekniginden yararlanilmistir.

Tablo-6 Meme Kanseri Gelisiminde Onemli Olan HOXB13 ve IL17BR Genleri

Gen Regiilasyon Prognostik/Prediktif Hangi Tip Meme Kanserinde Etkili
Onem
Durumlar
HOXBI3 1 Prognostik/Prediktif | ER(+) MEME KANSERI, METASTATIK MEME KANSERI
IL17BR ! Prognostik ER, PR (-) MEME KANSERI, INVAZIV MEME KANSERI
HOXBI3:IL17BR 1 Prognostik/Prediktif ER(+) MEME KANSERI, METASTATIK MEME KANSERI
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Tablo-7 HOXBI13 ve IL17BR Genlerini Hedef Alan miRNA’lar ve Bilinen Ozellikleri
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Primer meme kanserli 40 hastanin cDNA 6rneklerinde ¢alisilmast hedeflenen genler ve
miRNA’lar ile ilgili Tablo-8 ve Tablo-9’da belirtilen qRT-PCR reaksiyon soliisyonlar1
hazirlanarak, 96° lik well plate’lere ylikleme yapilmistir. HOXB13, IL17BR genleri ve bu
genleri hedef alan 4 miRNA’nin ekspresyon analizleri, Light Cycler 480 II (LC480) RT-PCR

cihazinda gergeklestirilmistir.

Tablo-8 Hedef Genlere Ait qRT- PCR Reaksiyon Karisimi ve Programi

Bilesenler 1 6rneklik reaksiyon
Primer-probe miksi (10X) 1.00 pl
cDNA 2.00 pl
Light Cycler 480 Probes Master, 2X (vial 1) 10.00 pl
RNase-free H,0 (vial 2) 7.00 ul
Total 20.00 pl
Asama Siklus sayisi Analiz modu | Sicaklik (°C) Ac?:;;lzmn Zaman
Pre-inkiibasyon 1 Yok 95 Yok 00:10:00
Nicel 95 Yok 00:00:10
Amplifikasyon 45 deverlgledirme 60 Yok 00:00:30
£ 7 Tek 00:00:01
Soguma 1 Yok 40 Yok 00:00:30
Tablo-9 miRNA’lara Ait qRT- PCR Reaksiyon Karisimi ve Program
Bilesenler 1 6rneklik reaksiyon
Tagman Small RNA Assay (20 x) 1.00 pul
cDNA 1.33 ul
Tagman Universal PCR Master Mix II (2X) 10.00 ul
RNase-free H,0 7.67 ul
Total 20 ul
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Opsiyonlu Enzim
Asama AmpErase Aktivitesi PCR
UNG Aktivitesi tvitest
40 siklusluk
Denatiirasyon | Baglanma/Uzama
Sicakhk 50 °C 95 °C 95 °C 60 °C
Siire 2 dakika 10 dakika 15 saniye 60 saniye

3.3.5. qRT-PCR Analizi Sonucu Hedef Genlerin ve ilgili miRNA’larin Ekspresyon

Profillerinin Degerlendirilmesi

Giiniimiizde en yaygin olarak kullanilan ve kesin sonuglar veren nicel PCR
metodlarindan biri olan Kantitatif Real Time PCR (qRT-PCR), son {iriin analizlerinden farkl
olarak reaksiyonun gerceklestigi zamanla es zamanda reaksiyonu goriintiilemektedir. Bu
sistemlerdeki PCR reaksiyonunda, ard1 ardina gerceklesen dongiilerde iiretilen PCR {iriiniiniin
miktari, orantili bigimde yayilan bir florasan sinyali ile iligkilendirilmistir. Her bir reaksiyon
dongiisiinde, iiretilen PCR {iriiniiniin miktar1 ile orantili olarak bu sinyal artar. Her bir
dongiide florasan sinyal miktar1 kayit edilir ve logaritmik faz boyunca PCR reaksiyonu
goriintiilenir. Florasan sinyalinin ilk 6nemli artis1 hedef RNA nin baslangigtaki miktart ile
iligkilidir.

Bir PCR reaksiyonunda ¢ogaltilmak istenen amplikonun florasan yontemlerle tespitini
Ozellestirmek icin PCR primer ¢iftlerinin i¢inde bulunan, florasan isaretleyiciler tasiyan,
sekansa 0zel problar kullanilir. Sekans 6zel prob tabanli qRT-PCR yontemlerinden biri olan,
degredasyon probu olarak bilinen Tagman prob yonteminde, Taq DNA polimerazin 5°-3’
ekzoniikleaz aktivitesi, 5° ucundaki reporter (haberci) florasan boya ile 3 ucundaki quencher
(sondiiriicii) boya arasindaki probu degrede eder. Bu durum, amplifikasyon ilerledikce
florasan sinyalinin artmasina neden olur.

Es zamanli PCR uygulanirken florasan veri (Rn biriminde), dongii sayisina kars1 sinyal
miktarini bulmak i¢in bir grafikle toplanmaktadir. qRT-PCR’da ii¢ farkli asama gormek
miimkiindiir. Bunlar; arka plandaki sinyalle ilgili hafif dalgalanmalarin oldugu ilk ‘lag’
asamast, artan paralel verilerin bulundugu ikinci logaritmik asama (iistel faz) ve verilerin

platoya ulastig1 iiclincli agama olarak siralanmaktadir (Sekil 24).
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Sekil 24. qRT-PCR metodunun tipik asamalar1 ve drneklerin Ct degerlerinin elde
edilmesi

Calismamizda kullanilmak tizere belirledigimiz genler ve miRNA’larin ekspresyon
seviyelerindeki farkliliklar, Ct metodu kullanilarak hesaplanmistir. Hedef genler ve miRNA
ekspresyonlarinin baglangic kopya sayis1 ve Ct degerleri, Light Cycler 480 II cihazinin veri
tabanindan yararlanilarak elde edilmistir. Esik deger (Threshold) olarakta tanimlanan Ct
degeri, floresan 1s1mada (ARn) artisin basladig ilk siklusu ifade eder. Rn(+), yiiklenen
Ornegin reaksiyona giren tiim komponentlerin floresan emisyonu; Rn(-) ise negatif kontroliin
ve reaksiyonu gerceklesmeyen Orneklerin floresan emisyonu olarak tanimlanmaktadir. ARn;
Rn(+) ve Rn(-) arasindaki fark olup, Ct degerinin hesaplanmasinda kullanilan temel
gostergedir. Calismada, ham verilerden elde edilen ortalama Ct degerleri, hedef genler icin
endojen kontrol olan housekeeping (referans) gen ACTB ve miRNA’lar i¢in endojen kontrol

olan housekeeping gen RNU19 ile normalize edilmistir.

3.3.6. Periferik Kan Orneklerinden RNA Elde Edilmesi

Mevcut ¢alismada, tiimor ve normal dokularinda HOXB13 ve IL17BR gen eskpresyonlari
degerlendirilmis primer meme tiimorlii 40 hastanin, yapilan istatistiksel hesaplama
sonucunda HOXBI3: IL17BR gen ekspresyon indeksleri (‘Istatistiksel Analiz’ kisminda
anlatilmistir) elde edilmistir. Tiimor dokularindaki HOXB13:1IL17BR gen ekspresyon indeksi
anlamli olan hastalarin periferik kan drneklerinden de bu iki genin ekspresyonlarinin
calisilmasi amaglanmistir. Elde edilen gen ekspresyon indeks degerlerinin anlamliligini

belirlemek i¢in bir cut-off degeri belirlemek adina HOXB13 ve IL17BR raw Ct degerlerinden
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faydalanilmistir. Mevcut ¢alismada, tiimor dokusu ¢alisilan primer meme kanserli hastalarin
% 85’inde HOXB13 gen amplifikasyon dongiisii sonucunda belirlenen raw Ct degeri, analizde
belirlenen esik deger sinirin1 astigindan dolayr HOXB13 gen ekspresyon seviyesi
belirlenememis olup, ekspresyon seviyeleri dl¢iilebilen esik deger sinirinda %50’ye ayarlanip
hesaplanmistir. Esik deger ayarlanmasindan 6nce, HOXB13 ve IL17BR genlerine ait raw Ct
degeri belirlenemeyen hastalarm esik deger siirinin hesaplanmasi ile 24" degerleri
2,86648E-10 olarak belirlenmistir, gen ekspresyon orani i¢in cut-off degeri olarak 2,86648E-
10 degeri baz alinmistir. Bu degerden farkli bir degerde ekspresyon gdsteren toplam 12
meme kanserli hastanin periferik kanlarinda hedef iki genin ekspresyon analizi planlanmistir.
Bu amagla, anlamli olarak degerlendirilen 12 hastanin i¢inden ulagilabilen 7 hastanin periferik
kan 6rnekleri toplanip -80°C’de saklanmistir. Tiimor dokularindaki HOXB13:IL17BR gen
ekspresyon indeksi baz alinarak sec¢ilen 7 hastaya ait periferik kan 6rneginden, kandan RNA
izolasyonuna uygun ticari kit (PureLink RNA Mini Kit, Invitrogen) kullanilarak periferik
kandan RNA izolasyonu gergeklestirilmistir. Elde edilen RNA 6rneklerinin miktar ve
kalitesi, NanoDrop 2000 Spektrometre (Thermo scientific, Wilmington, DE, USA) cihazi
kullanilarak 6lctilmiistiir (Tablo-10).

Tablo-10 Hastalara._Ait Periferik Kan Orneklerinden Elde Edilen RNA’larin
Spektrofotometrik Olciimleri

HASTALARA AiT PERIFERIK KAN ORNEKLERI
O‘I”l“)ek Aﬁﬂ‘;’(ﬁ;‘; | Unite | A260 | A280 | 2601280 | 260/230 Otri‘[‘)‘i"k Faktor
1 246,6 ng/ul | 21,61 | 11,873 1,82 1,9 RNA 40
2 435,7 ng/ul | 16,876 | 9,172 1,84 2,15 RNA 40
3 359,5 ng/ul | 15,663 | 8,42 1,86 2,04 RNA 40
4 532,8 ng/ul | 13,469 | 17,36 1,83 2,02 RNA 40
5 240,7 ng/ul | 6,254 | 3,455 1,81 1,67 RNA 40
6 456,5 ng/pl | 11,68 | 6,313 1,85 2,01 RNA 40
7 473,9 ng/ul | 13,056 | 6,8 1,92 1,87 RNA 40

3.3.7. Periferik Kandan Elde Edilen RNA’ lardan cDNA Sentezi

Konsantrasyon ve kalite tayinleri yapilan RNA 6rneklerinden High Capacity cDNA
Reverse Transcription Kit (Applied Biosystems, USA) kullanilarak, degerlendirilecek hedef
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genlere 0zgii komplementer DNA (cDNA) sentezi gerceklestirilmistir. cDNA sentez
reaksiyonunda, PCR dongiisii esnasinda olugan spesifik PCR {irliniinii belirlemek ve es
zamanl degerlendirmek amaciyla florasan 1s1ma yapabilen, Tagman prob isaretli primerler
kullanilmistir. Elde edilen RNA 6rneklerinden cDNA eldesi i¢in kullanilan Polimeraz Zincir

Reaksiyonu (PCR) karigim1 ve programi tablo-11 ve tablo-12’de verilmistir.

Tablo-11 Periferik Kandan Elde Edilen RNA’lardan ¢cDNA Sentezi icin Hazirlanan
Reaksiyon Karisim

Bilesenler 1 Orneklik Reaksiyon
10X RT Buffer 2.00 pl
25X dNTP Mix (100 mM) 0.8 ul
10X RT Random Primers 2.00 pl
MultiScribe Reverse Transcriptase 1.00 pl

RNase-free H,O
RNA o6rnegi
Total

20.00 pl’ye dH,O ile tamamlanir.

2 pg’ye kadar kullanilabilir.
20.00 ul

Tablo-12 Periferik Kandan Elde Edilen RNA’lardan ¢cDNA Sentezi icin Kullamilan PCR
Program

l.asama | 2.asama | 3.asama | 4.asama
Sicaklik (°C) 25°C 37°C 85°C 4°C
Zaman (dk) 10 dk 120 dk 5dk 00

3.3.8. Real-Time PCR ile Periferik Kandan HOXB13 ve IL17BR Genlerinin
Ekspresyon Analizleri

Tiimdr dokularinda HOXB13:IL17BR gen ekspresyon indeksi anlamli 6lgiide farklilik
gosteren 7 hastanin periferik kan 6rneklerinden elde edilen RNA’lar kullanilarak sentezlenen
cDNA orneklerinde ¢alisilmasi hedeflenen HOXB13 ve IL17BR genleri ile ilgili Tablo-13"de
belirtilen qRT-PCR reaksiyon soliisyonlart hazirlanmistir ve 96° lik well plate’lere yiikleme
yapilmistir. HOXBI13 ve IL17BR genlerinin ekspresyon analizleri, Light Cycler 480 II
(LC480) RT-PCR cihazinda gerceklestirilmistir.
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Tablo-13 HOXB13 ve IL17BR Genlerine Ait RT- PCR Reaksiyon Karisim ve
Program

Bilesenler 1 6rneklik reaksiyon

Primer-probe miksi (10X) 1.00 pl

cDNA 2.00 pl

Light Cycler 480 Probes Master (2X) (vial 1) 10.00 pl

RNase-free H,0 (vial 2) 7.00 ul

Total 20.00 pl
Asama Siklus sayis1 Analiz modu | Sicaklik (°C) Ac?:;;lzmn Zaman
Pre-inkiibasyon 1 Yok 95 Yok 00:10:00
Nicel 95 Yok 00:00:10
Amplifikasyon 45 deveﬂ;cn‘zﬁrme 60 Yok 00:00:30
g 72 Tek 00:00:01
Soguma 1 Yok 40 Yok 00:00:30

3.3.9. qRT-PCR Analizi Sonucu Periferik Kandan HOXB13 ve IL17BR Genlerinin
Ekspresyon Profillerinin Degerlendirilmesi

Calismamizda kullanilmak tizere belirledigimiz genlerin ekspresyon seviyelerindeki
farkliliklar, Tagman prob yontemine dayali qRT-PCR Analizi sonucu Ct metodu kullanilarak
hesaplanmistir. Ilgili gen ekspresyonlari igin Light Cycler 480 I RT-PCR cihazinin yazilim
programinda orneklerin baslangi¢ kopya sayisi ve Ct degerleri elde edilmistir. Ham
verilerden elde edilen ortalama Ct degerleri, HOXB13 ve IL17BR genleri i¢in endojen kontrol

olan housekeeping (referans) gen ACTB ile normalize edilmistir.

3.3.10. istatistiksel Analiz

Hedef genler ve ilgili miRNA’larin ekspresyon seviyelerindeki degisimleri
inceleyebilmek icin, dncelikle LightCycler 480 II RT-PCR cihazinin veri tabanindan,
yiiklenen 6rneklerin Raw Data ve Ct degerleri elde edilmistir.

RT-qPCR analizinden elde edilen verilerin degerlendirilebilmesi i¢in en yaygin olarak
kullanilan yontemler, mutlak kantifikasyon ve goreceli kantifikasyondur. Mutlak
kantifikasyon ile kalip cDNA’dan c¢ogaltilan kopya sayisi, goreceli kantifikasyon ile ise,
orneklem grubu ile kontrol grubuna ait cDNA’lardan ¢ogaltilan kopya sayilarinin orani
hesaplanmaktadir. Bu amagla gelistirilen ve en yaygin olarak kullanilan yontem 244"
yontemidir. Calismamizda hedef genlerin ve ilgili miRNA’larin ekspresyon seviyelerindeki
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degisimler 2"**“T metodu ile hesaplandiktan sonra, bu yntem ile bundan sonra yapilacak
istatistiki analizler yonlendirilmistir.
24T yontemi:
PCR’nin tistel amplifikasyonu,
X, =Xp X (1 +Ex)"
esitligi ile tamimlanmaktadir. Bu esitlikte, “X),”, n sayida gerceklesen PCR dongiisii
sonucunda olusan hedef molekiil sayisini, “X,”, hedef molekiiliin baglangi¢ sayisini, “Ex”,
hedef molekiiliin amplifikasyonunun verimliligini ve “n” de PCR reaksiyonunda ger¢eklesen
dongii sayisini ifade etmektedir. RT-qPCR deneylerinde, floresan sinyal miktarinin
gozlemlenebilmesi i¢in gereken minimum degeri (esik degerini) gectigi dongi sayisini ifade
eden Ct (cycle threshold) degeri;
Xr=X, % (1 + ExY)"" =Ky
esitligi ile agiklanabilmektedir. Bu esitlikte, “X7” ile hedef molekiiliin Ct says1, “C"*” ile de
hedef molekiiliin amplifikasyonu i¢in gerceklesen dongii sayis1 tanimlanmaktadir. “K, " ise
sabit degerdir. Endojen kontrol i¢in de benzer bir esitlik s6z konusudur. Buna gore,
Rr=Ry X (I + Eg )"R = K"
esitliginde, “R;” ile referans molekiiliin CT sayisi, “C"*” ile de referans molekiiliin
amplifikasyonu i¢in gergeklesen dongii sayis1 tanimlanmaktadir. “Kz” ise sabit degerdir.
Hedef molekiiliin CT sayisinin, referans molekiiliin CT sayisina boliinmesi ile olusan,

&_XOX(1+EX)CT-X_&_K
Rr Rox (1 + EQ°TR Ky

formiiliinden elde edilen sonug ekspresyon degerini yani mutlak kantifikasyon degerini ifade
etmektedir. Goreceli kantifikasyon degerinin hesaplanabilmesi i¢in,
Xy =K x (1 +Ey*“"

esitliginden yararlanilmaktadir. Bu esitlikte yer alan “Xy " degeri 6rneklemin normalize
edilmis mutlak kantifikasyon degerini (XT/RT) ifade etmektedir. “ACT” degeri ise hedef
molekiiliin ve referansin esik dongiileri arasindaki farki (CT,X — CT,R) ifade etmektedir.

En son basamakta ise, “q” ad1 verilen bir 6rneklemin “Xy” degeri (Xn4), “cb” ad1 verilen
bir kalibratoriin “Xx-» degerine (Xncp) bOliiniir.

Xng _ KX (1 + E)™4¢Ta
Xuew KX (1+ E) A0

Elde edilen deger, — (4Cr, — ACr.)’ye esit olup —4ACT degeri olarak

= (1 + B)y™™er

adlandirilmaktadir. 150b¢’den daha kiiciik olan amplikonlarda ve primer ve Mngr
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konsantrasyonlari optimize edilmis reaksiyonlarda “Ex” degeri 1’e yakin oldugundan dolayz,
orneklemin miktar1 endojen kontrole ve relatif kalibratore normalize edilmektedir. Bu
nedenle, reaksiyon sonunda elde edilen 6rneklem miktari 244" olarak hesaplanmaktadr.
27T degerinin hesaplanmasindan sonraki asama, gen ve miRNA ekspresyon
seviyelerindeki degisimlerin, tlimoér dokularda normal dokulara gore kag kat arttig1 ya da
azaldig ile iligkilidir. Fold change (kat degisimi) olarak adlandirilan bu hesaplamada,
hastalarin normal meme dokularindan elde edilen 2#/“” degerlerinin ortalamas: aliarak, her
bir hastaya ait tiimér dokudan elde edilen 2#“" degerinin, normal dokularin ortalama 2447
degerine boliinme islemi gerceklestirilmistir. Bu islemin sonucundan elde edilen degerler ile,
her bir hedef gen ve miRNA i¢in ayr1 olmak iizere fold change grafikleri ¢izdirilmistir.
Boylece, timor dokularinda normal dokuya gore, analiz edilen hedef gen ve ilgili
miRNA’larin hangilerinin yiiksek eksprese (up-regiile), hangilerinin diisiik eksprese (down-

27T analizinde ise

regiile) oldugu ortaya konulmustur. Periferik kan 6rnekleri i¢in yapilan
meme kanserli hastalar, saglikli kontrol grubu ile karsilagtirilarak fold change degerleri
hesaplanmistir. Buraya kadar yapilan istatistikler hem tiimor doku, hem de periferik kan
ornekleri i¢in gerceklestirilmistir; ancak bundan sonraki hesaplamalar tiimor ve normal
parafin doku 6rneklerine aittir.

Mevcut ¢calismada, ekspresyonu degerlendirilmesi amacglanan hedef genler HOXB13 ve
IL17BR olmakla birlikte, bu iki genin analizi sonucu elde edilen degerlerden
HOXBI13:IL17BR gen ekspresyon orani hesaplanmistir. 2#““" metodu sonucunda elde edilen
degerlerden yola ¢ikilarak; HOXBI3’tin 2" degerinden, IL17BR’nin 27" degeri
cikartilarak agagida formiil ile gosterilen HOXB13:IL17BR gen ekspresyon orani elde
edilmistir.

HOXBI13:IL17BR gen oran1 = 2" (HOXB13) - 274" (IL17BR)

Calismamizda, 40 hastanin 34’iinde (% 85’inde) HOXB13 gen amplifikasyon dongiisii
sonucunda belirlenen raw Ct degeri, analizde belirlenen esik deger sinirin1 astigindan dolay:
HOXB13 gen ekspresyon seviyesi belirlenememis olup, ekspresyon seviyeleri dl¢iilebilen esik
deger sinirinda %50’ye ayarlanip hesaplanmistir.

Elde edilen gen ekspresyon indeks degerleri i¢in bir cut-off degeri belirlemek adina
HOXB13 ve IL17BR raw Ct degerlerinden faydalanilmistir. Esik deger ayarlanmasindan
once, HOXB13 ve IL17BR genlerine ait raw Ct degeri belirlenemeyen hastalarin esik deger
stnirinin hesaplanmast ile 2747 degerleri 2,86648E-10 olarak belirlenmistir, gen ekspresyon

orant i¢in cut-off degeri olarak 2,86648E-10 degeri baz alinmistir.
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Caligmadan elde edilen bulgular degerlendirilirken, istatistiksel analizler i¢in MedCalc
istatistiki yazilim programi kullanilmistir. MedCalc programinda Bagimsiz ki Ornek t-testi
yapilarak her bir hedef gen ve miRNA nin tiimor ve normal dokular arasindaki ekspresyonu
degerlendirilip p degerleri hesaplanmistir. Sonuclar %95°lik giiven araliginda ve anlamlilik
p<0.05 diizeyinde degerlendirilmistir. Hedef gen ve ilgili miRNA’larin hastalarin aldiklar
hormon tedaviye etkisini belitlemek amaciyla t-testi ve ROC Curve (Islem Karakteristik
Egrisi) Analizi uygulanmistir. HOXBI3 ile IL17BR gen ekspresyonlari arasindaki iliskiyi ve
HOXB13’1i hedef alan miRNAlar ile /L17BR’yi hedef alan miRNA arasindaki iligkiyi
aciklamak i¢in Korelasyon Katsay1 Analizi yapilmistir. Hedef gen ve ilgili miRNA
ekspresyon seviyelerindeki farkliliklarin, hastalarin klinik 6zellikleri ile iliskili olup
olmadigini ortaya koymak i¢in Lojistik Regresyon Analizi gerceklestirilmistir.

[lk tan1 ile hastaligin ilk yinelemesi arasinda gecen siire hastaliksiz sagkalim (disease-free
survival), ilk tani ile 6liim tarihi arasinda gegen siire genel sagkalim (overall survival) siiresi
olarak hesaplanmistir. Takip siiresi, ilk tani tarihi ile son kontrol veya 6liim tarihi arasindaki
stireler dikkate alinarak belirlenmistir. Hedef gen ve ilgili miRNA’larin ekspresyon
seviyelerindeki farkliliklarin, hastaliksiz sagkalim ve genel sagkalim stireleri ve hastalarin
almis oldugu tedaviler lizerine 6nemliliklerinin incelenmesi i¢in Kaplan Meier Sagkalim
Analizi uygulanmistir. Ayrica, hedef gen ve ilgili miRNA’larda belirlenen ekspresyon
seviyeleri ve hastalara ait klinik parametreler ile hastaliksiz sagkalim ve genel sagkalim
arasindaki korelasyonu belirten risk oranini hesaplayan Cox Oransal Risk Regresyon Analizi

gerceklestirilmistir.
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4. BULGULAR

Calismamizda, 2005-2011 yillar1 arasinda primer meme kanseri tanis1 almis, 0strojen
reseptorii (ER) pozitif 40 hasta degerlendirilmistir. Calismaya dahil edilen meme kanserli 40
vakanin yaslar1 33 ile 83 arasinda degismekte olup, ortalama yas 55.00 + 0.85 * dir. Secilen
hastalar en az iki y1l takibe alinmis olup, 13 hastada niiks ya da uzak organ metastazi
gozlenmistir. Degerlendirilen hastalara ait klinik bulgular Tablo-10’ da, hastalara ait

tiimorlerin patolojik 6zellikleri ise Tablo-11" de verilmektedir.

Tablo-10 Hastalara Ait Klinik Ozellikler

Degerlendirilen parametreler Hasti /s)a yist
0

Yas ortalamasi 55.00+ 0.85* (33-83)
Kanserin teshis edildigi yas 51.00+ 0.57* (28-79)

Neoadjuvan tedavi
+ 18 (45)
- 22 (55)

Adjuvan Kemoterapi

+ 33 (82.5)

- 7(17.5)
Radyasyon tedavisi

+ 37 (92.5)

- 3 (7.5)
Hormon tedavisi

+ 33 (82.5)

- 7(17.5)

*: Standart sapma
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Tablo-11 Hastalara Ait Tiimérlerin Ozellikleri

D:f:::ﬁg:l::liiin Hasta sayis1 (%)
Tipi
Invaziv duktal meme kanseri 36 (90)
Diger tip 4 (10)
Lokalizasyon
Sol 22 (55)
Sag 18 (45)
Ekstrakapsiiler yayihhm
+ 21 (52.5)
- 19 (47.5)
ER
+ 40 (100)
0(0)
PR
+ 31(77.5)
9 (22.5)
CerbB2
+ 20 (50)
20 (50)
invazyon
+ 19 (47.5)
- 21 (52.5)
Niiks ve/veya Uzak Organ
Metastazi
+ 13 (32.5)
27 (67.5)

gRT-PCR yontemi ile toplam 40 meme kanserli hastanin parafinize edilmis tiimor ve
normal dokularindan elde edilen RNA 6rneklerinde meme kanseri gelisiminde 6nemli
HOXB13 ve IL17BR genlerinin ve bu genleri hedef alan 4 miRNA’ nin ekspresyon analizleri
gergeklestirildi. Tiimor dokuda HOXB13:1L17BR gen ekspresyon oranindaki farklilig
anlamli olarak degerlendirilen hastalardan ulasilabilen 7 hastanin periferik kan 6rneklerinden
elde edilen RNA oOrnekleri i¢cin de HOXBI13 ve IL17BR genlerine ait ekspresyon analizleri
yapild.

Hastalarin normal meme dokularindan elde edilen 2#/“” degerlerinin ortalamasi alinarak,
her bir hastaya ait tiimor dokudan elde edilen 27#/“” degerinin, normal dokularin ortalama 2~
4acr degerine boliinme isleminin gerceklestirilmesiyle her bir hastada HOXB13 ve IL17BR
genlerine ait fold change (kat degisimi) degerleri elde edildi. Buna gére, HOXB13 gen
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ekspresyon seviyesi tiimdr dokuda normal dokuya gore 1.31 kat artig gosterirken, /L/7BR gen
ekspresyon seviyesi tiimor dokuda normal dokuya gore 0.80 kat azalis gdstermistir. miR-661,
miR-1260, miR-1266 ekspresyon seviyeleri, tiimor dokuda normal dokuya gore sirasiyla;
1.94, 1.59 ve 1.38 kat artis gdstermesine ragmen miR-1278 ekspresyon seviyesi 0.30 kat
azalis géstermistir. Bu islemin sonucundan elde edilen degerler ile, hedef genler ve

miRNA’lar i¢in ayr1 olmak iizere fold change grafikleri ¢izildi (Sekil 25 ve Sekil 26).

p=0,3559 p=10,3166
15
&% 1
% M Normal Doku
-QC) B TUmér Doku
o 0,5
o
[
(n] 1
HOXB13 IL17BR
'0.5 H

Sekil-25 Meme Kanserli Hastalarin Tiimor Dokular ile Normal Dokular1 Arasindaki
HOXBI13 ve IL17BR Gen Ekspresyon Seviyeleri

2.5
p=03578  p=03451 p=0,2478 p=0,6330
2
o 15
[oT0]
% B Normal Doku
< 1
O B Timér Doku
3
LE 0,5
071 T T 1
miR-661 miR-1260 miR-1278 miR-1266
-0.5 1

Sekil-26 Meme Kanserli Hastalarin Tiimor Dokular: ile Normal Dokular:1 Arasindaki
miR-661, miR-1260, miR-1278 ve miR-1266 Ekspresyon Seviyeleri

Meme kanserli hastalara ait periferik kan 6rneklerinden elde edilen 27#“” degerlerinin,
saglikli kontrol grubunun ortalama T degerine boliinme isleminin gerceklestirilmesiyle

her bir hastada HOXB13 ve IL17BR genlerine ait fold change degerleri elde edilmistir. Buna
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gore, HOXB13 ve IL17BR gen ekspresyon seviyesi meme kanserli hastalarda saglikli kontrol

grubuna gore sirastyla; 4.04737E-11 kat ve 3.27198E-11 kat azalis gostermistir (Tablo-14).

Hastalarin periferik kan 6rneklerine ait elde edilen fold change degerleri, ‘0’’a ¢ok yakin ve

cok kiiciik bir degere karsilik geldiginden, periferik kan 6rneklerinde bu iki genin

ekspresyonu gozlenmemistir ve Medcalc programinda tiimor dokular i¢in yapilmis olan

istatistiki hesaplamalar periferik kan 6rnekleri i¢in gerceklestirilememistir.

Tiimor dokudaki her bir hedef gen ve miRNA ekspresyon seviyeleri, normal dokudaki

ekspresyon seviyeleri ile MedCalc programinda yer alan Bagimsiz Iki Ornek t-testi ile

karsilastirilarak p degerleri hesaplanmistir (Tablo-12 ve Tablo-13). Tiimor ve normal dokular

arasinda HOXB13, IL17BR ve bu genleri hedef alan miRNA’larin gen ekspresyon profilleri

karsilastirildiginda, istatistiksel olarak anlamli bir farklilik elde edilememistir.

Tablo-12 Tiimor ve Normal Dokular Arasindaki HOXB13 ve IL17BR Gen EKkspresyon
Seviyelerinin Karsilastirilmasi

Normal Doku

Tiimor Doku

Degerlendirilen
27(- 27 (- 0/ OSNEL it < PRI Fold Fold T
Genler Avg.(Delta(Ct) | Ave.(Delta(Ct)) %95'lik giiven aralig1 | Test istatistigi t change regiilasyon p degeri
HOXBI13 0.00162 0.00212 -0.002550 ile 0.0009277 -0.929 1.31 Upregiile 0.3559
IL17BR 0.00296 0.00237 -3.4892 ile 10.6456 1.008 0.80 Downregiile 0.3166

Tablo-13 Tiimor ve Normal Dokular Arasindaki miR-661, miR-1260, miR-1278 ve miR-
1266 Ekspresyon Seviyelerinin Karsilastirilmasi

Normal Doku

Tiimér Doku

Deg?rlend'irilen 27(- 27 (- - - NUSUTSPRR Fold Fold o

miRNA'lar Avg.(Delta(Ct)) | Ava.(Delta(Ct)) %95'lik giiven arah@ Test istatistigi t change | regiilasyon p degeri
miR-661 0.00311 0.00604 -0.009237 ile 0.003376 -0.925 1.94 Upregiile 0.3578
miR-1260 0.05340 0.08521 -0.09848 ile 0.03486 -0.950 1.59 Upregiile 0.3451
miR-1278 0.00022 0.00006 -0.0001088 ile 0.0004234 1.177 0.30 Downregiile 0.2428
miR-1266 0.00280 0.00388 -0.006511 ile 0.004349 -0.396 1.38 Upregiile 0.6930

Tablo-14 Periferik Kanda Meme Kanserli Hastalar ve Saghkh Kontrol Grubu
Arasindaki HOXBI13 ve IL17BR Gen Ekspresyon Seviyelerinin Karsilagtirilmasi

. .. Saghkl Kontrol Grubu Hasta Grubu
Degerlendirilen Genler
2" (-Avg.(Delta(Ct)) 2" (-Avg.(Delta(Ct)) Fold change Fold regiilasyon
HOXBI13 17049306.47 0.00069 4.04737E-11 Downregiile
ILI7BR 17049306.47 0.00055 3.27198E-11 Downregiile

Hedef gen ve ilgili miRNA’larin hastalarin aldiklar1 hormon tedavide prediktif 6zellik

tastyip tasimadiklarini belirlemek amaciyla yapilan t-testinin sonuglarina gore; rekiirens
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ve/veya uzak organ metastazina sahip, ER(+) olan primer meme kanserli hastalar ile rekiirens
ve/veya uzak organ metastazindan yoksun ER(+) hastalar arasinda, HOXB13:IL17BR gen
ekspresyon oraninda ve /L17BR gen ekspresyonunda istatistiksel olarak sirasiyla anlamli bir
artis (2°(-Avg.(Delta(Ct)) = -0.00149°dan -0.00020’ye) ve azalis (2"*(-Avg.(Delta(Ct)) =
0.00279’dan 0.00022’ye) gozlendi (p < 0.0001 ve p <0.0001). Ancak HOXB13 gen
ekspresyonunda gozlenen biiyiik bir azalis (2°(-Avg.(Delta(Ct)) = 0.00130°dan 0.00001’e)
sebebiyle HOXB13:IL17BR gen ekspresyon oraninin ve /L/7BR gen ekspresyonunun bu iki
hasta grubu arasindaki anlamliliginin gii¢lendirilmesi gerekmektedir. Bu asamada rekiirens
ve/veya metastaz(+) hasta grubunda vaka sayisinin arttirtlmasina ihtiya¢ duyulmaktadir.
Ayni degerlendirme ve karsilastirma, Islem Karakteristik Egrisi Analizi ile
gergeklestirildiginde t-testinden elde edilen sonuglara benzer bulgular elde edildi. Rekiirens
ve/veya uzak organ metastazi ve ER(+) olan primer meme kanserli hastalar ile rekiirens
ve/veya uzak organ metastazi olmayan ve ER(+) olan hastalar arasinda, HOXB13:IL17BR gen
ekspresyon oraninda ve /L17BR gen ekspresyonunda istatistiksel olarak sirasiyla anlamli bir
artis ve azalig gozlendi (AUC =0.725, p =0.0017 ve AUC =0.717, p = 0.0015). Ancak
yapilan t-testi'nde, HOXB13 gen ekspresyonunda gozlenen biiyiik bir azalis nedeniyle islem
Karakteristik Egrisi Analizi’nden elde edilen anlamliligin t-testi’nden elde edilen sonuglari
destekleyebilmesi icin vaka sayisinin arttirilmasi gerekmektedir. Islem Karakteristik Egrisi
Analizindeki p degerleri, AUC ( area under the curve) yani egrinin altinda kalan alan 0.5’den
biyiik oldugunda elde edilmistir. t-testi ve Islem Karakteristik Egrisi Analizi ile elde edilen
degerler Tablo-15"de verilmistir. HOXB13:IL7BR gen ekspresyon oran1 ve /L17BR gen
ekspresyonuna ait Islem Karakteristik Egrisi grafikleri ise Sekil 27°de gosterilmektedir.

Tablo-15 Rekiirens ve/veya Metastaz (+) Hastalar ile Rekiirens ve/veya Metastaz (-)
Hastalar Arasinda HOXBI13, IL17BR Gen Ekspresyonlar1 ve HOXBI3:IL17BR Gen
Ekspresyon Oranina Ait t-testi ve Islem Karakteristik Egrisi Analizi Sonuclari

Tiimor Dokuda Tiimér Dokuda
Deserlendiril Rekiirens/Metastaz | Rekiirens/Metastaz t-testi islem Karakteristik
egerlendirilen ) ) Egrisi Analizi
Genler
A(- A(-
27 (-Avg.(Delta(CY) | 27(-Ave.(Delta(Ct) mr s p degeri | AUC 1 degieri
HOXBI13 0.00130 0.00001 -0.998 0.3213  10.503 0.9648
IL17BR 0.00279 0.00022 4.517 <0.0001 |0.717 0.0015
HOXBI3:ILI17BR -0.00149 -0.00020 4.595 <0.0001 |0.725 0.0017
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Sekil-27 Rekiirens ve/veya Metastaz (+) Hastalar ile Rekiirens ve/veya Metastaz (-)
Hastalar Arasinda (51) HOXBI13:1L17BR Gen Ekspresyon Oranmi ve (b) ILI7BR Gen
Ekspresyonuna Ait Islem Karakteristik Egrisi Grafikleri

Rekiirens ve/veya uzak organ metastazi ve ER(+) olan primer meme kanserli hastalar ile
rekiirens ve/veya uzak organ metastazi olmayan ve ER(+) olan hastalar arasinda miRNA
eskpresyon seviyeleri t-testi ile karsilastirildiginda ise; miR-1278 ekspresyon seviyesindeki
azalisin (2*(-Avg.(Delta(Ct)) = 0.00007°den 0.00005’e ) ve miR-1266 eskpresyon
seviyesindeki artisin (2°(-Avg.(Delta(Ct)) = 0.00233’den 0.00711°e) istatistiksel olarak
yiiksek diizeyde anlamlilig1 belirlendi (p = 0.0014 ve p = 0.0048). Ancak yapilan Islem
Karakteristik Egrisi Analizinde bu miRNA’larin ekspresyon seviyelerinde bir anlamlilik elde
edilemedi (p = 0.9895, p = 0.4459). Degerlendirilen vaka sayis arttirildiginda, miR-1278 ve
miR-1266 ile ilgili bulgular1 destekleyecek istatistiksel anlamliliga ulagilabilecegi
diisiiniilmektedir. Islem Karakteristik Egrisi Analizindeki p degerleri, AUC (area under the
curve) yani egrinin altinda kalan alan 0.5’den biiyilik oldugunda elde edilmistir. t-testi ve

Islem Karakteristik Egrisi Analizi ile elde edilen degerler Tablo-16’da verilmistir.

Tablo-16 Rekiirens ve/veya Metastaz (+) Hastalar ile Rekiirens ve/veya Metastaz (-)
Hastalar Arasinda miR-661, miR-1260, miR-1278 ve miR-1266 Ekspresyonlarina Ait t-
testi ve Islem Karakteristik Egrisi Analizi Sonug¢lar:

Tiimor Dokuda

Tiimor Dokuda

. L. Rekiirens/Metastaz | Rekiirens/Metastaz . islem Karakteristik
Degerlendirilen ) ) t-testi Egrisi Analizi

miRNA’lar

A A

27CAvg (Delta(CL) | 27(-Ave.(Delta(CD) tistatistigi  p degeri | AUC p degeri
miR-661 0.00617 0.00576 0.995 0.3227 0.508 0.9325
miR-1260 0.07887 0.09840 -0.464 0.6443 0.578 0.3902
miR-1278 0.00007 0.00005 3.324 0.0014 0.501 0.9895
miR-1266 0.00233 0.00711 2.905 0.0048 0.575 0.4459
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ER(+) primer meme kanserli hastalarin klinik 6zellikleri ile HOXB13, IL17BR genlerinin
ve bu genleri hedef alan miRNA’larin ekspresyon seviyelerindeki farkliliklar ve tedaviye
verilen yanit arasindaki iliskiyi a¢iklamak ve bu iligkiye ait olasilik oranini [Odds ratio(OR)]
belirlemek i¢in univariate (tek degiskenli) ve multivariate (cok degiskenli) Lojistik Regresyon
Analizi uygulanmistir. Bu analize gore; hem univariate hem de multivarite modelde,
HOXB13:IL17BR gen ekspresyon orani diger klinik parametrelerden bagimsiz olarak
istatistiki olarak anlamli bulunmustur (univariate modelde p = 0.0386, OR = 5.231;
multivariate modelde p =0.0267, OR=12.2940) (Tablo-17). Ayn1 multivariate modelde;
hastalarin klinik 6zellikleri ile miR-661, miR-1260, miR-1278 ve miR-1266 ekspresyon
seviyeleri arasinda anlamli bir iligski gézlenmemistir ( p =0.7614; p =0.9053; p =0.5884; p
=0.7587).

Tablo-17 HOXB13:IL17BR gen ekspresyon orani ve klinik parametrelere ait Lojistik
Regresyon Analizi Sonuclar:

Tek degiskenli model
Degisken Olasihk Oram %95'lik giiven arahig: p degeri
HOXBI13:IL17BR 5.9231 1.0982 ile 31.9467 0.0386
Bagimli degisken:Metastaz/Rekiirens. 'Pozitif; "Negatif.

Tabloda gosterilen tiim degigkenler igin: -2log likelihood = 45.161; v*(22) = 5.286, P = 0.0215. Hosmer-
Lemeshow statistics = 10.8781 with 8 df, P = 0.2087. Classification table overall percentage: 67.5.

Cok degiskenli model

Degiskenler Olasihk Oram %95'lik giiven arahg p degeri
Tlimor boyutu 1.0015 0.9832 ile 1.0202 0.8716
Timor tipi 1.7452 0.0942 ile 32.3423 0.7085
Histolojik evre 0.4187 0.0514 ile 3.4096 0.4158
PR 1.1542 0.1112 ile 11.9834 0.9044

cerbB2 0.5335 0.0744 ile 3.8256 0.5319
Lenfatik invazyon 0.3372 0.0326 ile 3.4900 0.3619
Perindral invazyon 9.9197 0.6358 ile 154.7663 0.1016
Ekstrakapsiiler yayilim 0.2795 0.0274 ile 2.8496 0.2819
HOXBI13:IL17BR 12.294 1.3359ile 113.1387 0.0267

Bagimli degisken:Metastaz/Rekiirens. "Pozitif; "Negatif.
Tabloda gosterilen tiim degiskenler igin: -2log likelihood = 36.481; %*(22) = 13.965, P = 0.1746. Hosmer-
Lemeshow statistics = 11.483 with 8 df, P = 0.1758. Classification table overall percentage: 80.0.

HOXBI13 ile IL17BR gen ekspresyonlari arasinda nasil bir iligski oldugunun
degerlendirilmesi ve HOXB13’1i hedef alan miRNA’lar ile /L17BR’yi hedef alan miRNA

arasindaki iliskiyi agiklamak i¢in Korelasyon Katsay1 Analizi gergeklestirilmistir. Buna gore;
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HOXBI13 ve IL17BR arasinda anlamli dogrusal bir korelasyon gozlenmemekle birlikte, iki
genin ekspresyonlarinin birbirine zit yonde oldugu goriilmiistiir (Korelasyon katsayisi
r=-0.03375, p =0.8362). miR-661 ile miR-1266 ekspresyonu ve miR-1278 ile miR-1266
ekspresyonu arasinda yiiksek diizeyde anlamlilik saptandi (p = 0.0005 ve p <0.0001). miR-
1260 ile miR-1266 arasinda anlamli sayilabilecek bir korelasyon gozlenmemesine ragmen, iki
miRNA’nin ekspresyon seviyelerinin birbirine zit yonde oldugu belirlenmistir.
(r=-0.02451, p = 0.8807).

Degerlendirilen hedef genler ve ilgili miRNA’larin ekspresyon seviyelerindeki
farkliliklarin, ortalama ve hastaliksiz yasam siireleri ile hastalarin almis oldugu tedaviler
tizerine 6nemliliklerinin incelenmesi i¢cin Medcalc programinda yer alan Kaplan Meier
Sagkalim Analizi gerceklestirilmistir. Yapilan analizlerde; neoadjuvan tedavi, adjuvan
kemoterapi, adjuvan radyoterapi ve adjuvan hormonterapi uygulamalar1 arasindan adjuvan
hormonterapinin hastalarin ortalama ve hastaliksiz yasam siirelerini olumlu yonde etkilemesi
acisindan anlamli oldugu gozlenmistir (p = 0.0101; p = 0.0166) (Sekil 28 ve Sekil 29).

Hormon Tedavi Hormon tedavi
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Sekil-28 Hormon tedavi alan ve almayan Sekil-29 Hormon tedavi alan ve almayan
meme kanserli hastalarda ortalama meme kanserli hastalarda hastaliksiz
yasam siiresi yasam siiresi

Adjuvan hormon tedavisi, hastalarin yasam siireleri tizerinde anlamli bulundugundan;
HOXBI13, IL17BR genlerinin ve ilgili miRNA’larin ekspresyon seviyelerinin hormon tedavi
varliginda hastalarin ortalama ve hastaliksiz yasam siirelerine olan etkisi arastirilmistir.
HOXB13:IL17BR gen ekspresyon orani, hormon tedavi varlifinda hastalarin ortalama ve

hastaliksiz yagam siirelerinde anlamli bir etki olusturmamasina ragmen (log rank test p =
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0.3199; log rank test p = 0.7702) ( Sekil 30 ve Sekil 31), HOXB13 gen ekspresyon
seviyesinin her iki yasam siiresi {izerinde de anlamli derecede etkili oldugu belirlenmistir
(ortalama yasam siiresi i¢in log rank test p = 0.0003, hastaliksiz yasam siiresi i¢in log rank test
p =0.0048) (Sekil 32 ve Sekil 33). miRNA’larin ekspresyon seviyelerindeki farkliliklarin
hastalarin almis olduklar1 hormon tedavi ile ortalama ve hastaliksiz yasam siirelerine olan
etkisinin degerlendirilmesinde ise bir anlamlilik elde edilememistir (ortalama yasam siiresi
icin miR-661’¢ ait p =0.3269, miR-1260’a ait p =0.6442, miR-1278’e ait p =0.4352, miR-
1266’ya ait p =0.5460; hastaliksiz yasam siiresi i¢in miR-661’¢ ait p =0.7345, miR-1260" ait
p=0.6280, miR-1278’¢ ait p =0.1384, miR-1266’ya ait p =0.2835).
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Sekil-32 HOXB13 gen ekspresyonun Sekil-33 HOXB13 gen ekspresyonunun
adjuvan hormonterapi ve ortalama adjuvan hormonterapi ve
yasam siiresine etkisi hastaliksiz yasam siiresine etkisi
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Calismada analiz edilen HOXB13, IL17BR genleri ve ilgili miRNA’larda belirlenen
ekspresyon seviyeleri ve hastalara ait klinik parameterler ile meme kanserli hastalarin
ortalama ve hastaliksiz yagsam siireleri arasindaki korelasyon ve bu korelasyonu gosteren risk
orani [ Hazard ratio (HR)], diger bir sagkalim analizi olan Cok Degiskenli Cox Orantisal
Risk Regresyon Analizi ile degerlendirilmistir. Bu analize gore; ER(+) meme kanserli
hastalarda belirlenen HOXB13:IL17BR gen ekspresyon orani ile hastalarin ortalama yagam
siireleri arasinda anlamli bir iligski bulunmamasina ragmen (p = 0.1017, HR = 3.9216) (Tablo-
18), hedef iki genin ekspresyon oraninin hastaliksiz yasam siireleri tizerindeki etkisi

istatistiksel olarak anlamli bulundu (p = 0.0491, HR= 5.2787) (Tablo 19).

Tablo-18 Primer meme kanserli hastalarin klinik parametreleri ve HOXB13:1L17BR
gen ekspresyon orani ile ortalama yasam siireleri arasindaki iliskiyi gosteren Cok
Degiskenli Cox Regresyon Analizi

Degiskenler Risk orani %95'lik giiven arahg: p degeri
HOXBI13:IL17BR 3.9216 0.7699 to 19.9764 0.1017
Timor boyutu 0.9993 0.9864 to 1.0125 0.9214
PR 1.1428 0.2185t0 5.9771 0.8750
cerbB2 0.9683 0.2546 to 3.6824 0.9625
Perindral invazyon 2.1855 0.5569 to 8.5770 0.2648
Ekstrakapsiiler yayilim 1.0766 0.2456 t0 4.7186 0.9224

Tablo-19 Primer meme kanserli hastalarin klinik parametreleri ve HOXB13:IL17BR
gen ekspresyon orani ile hastaliksiz yasam siireleri arasindaki iliskiyi gosteren Cok
Degiskenli Cox Regresyon Analizi

Degiskenler Risk oram %95'lik giiven arahg: p degeri
HOXBI13:IL17BR 5.2787 1.0147 to 27.4599 0.0491
Tiimor boyutu 0.9978 0.9858 to 1.0099 0.7163
PR 1.3569 0.2661 to 6.9189 0.7149
cerbB2 1.1356 0.3194 to 4.0380 0.8450
Perinodral invazyon 3.5480 0.9247 to 13.6137 0.0663
Ekstrakapsiiler yayilim 0.7859 0.1942 to 3.1810 0.7369
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Cox Orantisal Risk Regresyon Analizinden elde edilen bulgulara gére, HOXB13 ve
IL17BR genlerini hedef alan miR-661, miR-1260, miR-1278 ve miR-1266 ekspresyon
seviyeleri ve klinik 6zellikler ile hastalarin ortalama ve hastaliksiz yasam siireleri arasinda
istatistiki olarak anlamli 6l¢iide degerlendirilecek bir iliski gézlenmemistir.

(Tablo-20, Tablo-21, Tablo-22 ve Tablo-23).

Tablo-20 Primer meme kanserli hastalarin klinik parametreleri ve miR-661 ekspresyon
seviyesi ile ortalama ve hastaliksiz yasam siireleri arasindaki iliskiyi gosteren Cok
Degiskenli Cox Regresyon Analizi

Ortalama yasam siiresi icin

Degiskenler Risk orani %95'lik giiven arahig p degeri
miR-661 1.4765 0.3155 to 6.9088 0.6224
Tlimor boyutu 0.8366 0.2458 to 2.8468 0.7763

PR 0.9695 0.1989 to 4.7256 0.9696

cerbB2 0.7037 0.1767 to 2.8025 0.6200
Perinodral invazyon 2.2172 0.5075 to 9.6865 0.2923
Ekstrakapsiiler yayilim 1.1973 0.2824 t0 5.0760 0.8079

Hastaliks1z yasam siiresi i¢in

Degiskenler Risk orani %95'lik giiven arahg: p degeri
miR-661 1.7283 0.3834 t0 7.7910 0.4786
Tlimor boyutu 0.8816 0.2701 to 2.8775 0.8354
PR 0.9303 0.1981 to 4.3684 0.9274
cerbB2 0.7201 0.2064 to 2.5127 0.6084
Perindral invazyon 3.4502 0.8803 to 13.5225 0.0771
Ekstrakapsiiler yayilim 0.9098 0.2331 to 3.5508 0.8923
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Tablo-21 Primer meme kanserli hastalarin klinik parametreleri ve miR-1260
ekspresyon seviyesi ile ortalama ve hastaliksiz yasam siireleri arasindaki iliskiyi

gosteren Cok Degiskenli Cox Regresyon Analizi

Ortalama yasam siiresi icin

Degiskenler Risk oram %95'lik giiven arahg p degeri
miR-1260 0.9635 0.2638 to0 3.5198 0.9554
Timor boyutu 0.8965 0.2424 t0 3.3159 0.8706
PR 1.0667 0.2324 to 4.8966 0.9342
cerbB2 0.6314 0.1614 to 2.4693 0.5108
Perinoral invazyon 2.0454 0.4923 to 8.4990 0.3272
Ekstrakapsiiler yayilim 1.2325 0.2840 to 5.3478 0.7812
Hastaliks1z yasam siiresi i¢in
Degiskenler Risk oram %95'lik giiven arahg p degeri
miR-1260 0.8727 0.2417 to 3.1511 0.8362
Timor boyutu 0.9944 0.2799 to 3.5333 0.9931
PR 1.0821 0.2546 to 4.5997 0.9153
cerbB2 0.6442 0.1839 to 2.2561 0.4939
Perinodral invazyon 3.1006 0.8301 to 11.5813 0.0940
Ekstrakapsiiler yayilim 0.9263 0.2319 t0 3.7004 0.9141

Tablo-22 Primer meme kanserli hastalarin klinik parametreleri ve miR-1278
ekspresyon seviyesi ile ortalama ve hastaliksiz yasam siireleri arasindaki iliskiyi

gosteren Cok Degiskenli Cox Regresyon Analizi

Ortalama yasam siiresi icin

Degiskenler Risk orani %95'lik giiven arahg p degeri
miR-1278 2.5346 0.2480 to 25.8996 0.4352
Tlimor boyutu 0.8389 0.2484 to 2.8331 0.7784
PR 0.9384 0.1966 to 4.4801 0.9368
cerbB2 0.6419 0.1680 to 2.4528 0.519
Perinoral invazyon 2.1002 0.5014 to 8.7965 0.3124
Ekstrakapsiiler yayilim 1.4461 0.3029 to 6.9045 0.6454
Hastaliks1z yasam siiresi i¢in
Degiskenler Risk oram %95'lik giiven arahg: p degeri
miR-1278 2.1600 0.2213 t0 21.0831 0.5098
Tiimor boyutu 0.9173 0.2848 to 2.9545 0.8856
PR 0.9667 0.2148 to 4.3509 0.9650
cerbB2 0.6632 0.1918 to0 2.2929 0.5185
Perindral invazyon 3.1383 0.8482 to 11.6124 0.0883
Ekstrakapsiiler yayilim 1.0501 0.2448 to 4.5050 0.9478
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Tablo-23 Primer meme kanserli hastalarin klinik parametreleri ve miR-1266
ekspresyon seviyesi ile ortalama ve hastaliksiz yasam siireleri arasindaki iliskiyi
gosteren Cok Degiskenli Cox Regresyon Analizi

Ortalama yasam siiresi icin

Degiskenler Risk orani %95'lik giiven arahg: p degeri
miR-1266 1.5593 0.1434 to 16.9526 0.7166
Timor boyutu 0.8521 0.2494 t0 2.9117 0.7995
PR 0.9962 0.2062 to 4.8127 0.9962
cerbB2 0.6125 0.1587 to 2.3636 0.4790
Perinoral invazyon 2.1035 0.5002 to 8.8452 0.3127
Ekstrakapsiiler yayilim 1.3662 0.2783 t0 6.7067 0.7021

Hastaliks1z yasam siiresi i¢in

Degiskenler Risk orani %95'lik giiven arahg p degeri
miR-1266 1.3220 0.1292 to 13.5307 0.8150
Timor boyutu 0.9269 0.2854 to0 3.0106 0.9000
PR 1.0359 0.2276 to 4.7144 0.9638
cerbB2 0.6449 0.1843 to 2.2558 0.4945
Perindral invazyon 3.0957 0.8339 to 11.4922 0.0930
Ekstrakapsiiler yayilim 0.9869 0.2248 to 4.3324 0.9861
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5. TARTISMA VE SONUC

Meme kanseri, farkli biyolojik davraniglar gosteren, farkl klinik-patolojik ve molekiiler
karakteristik 6zelliklere sahip ¢cok sayida alt tipi bulunan heterojen bir malignansidir (33).
Gelismis iilkelerde kadinlar arasinda en yaygin goriilen kanser tiirii olup, kanserden 6liim
nedenleri arasinda ise ikinci sirada yer almaktadir. Etkin tarama yontemleri ve gelisen
tedavi yontemleri ile meme kanserinden 6liim oranlarinda belirgin azalma olmasina ragmen
yeni tedavi yontemlerinin gelistirilmesinde, bu tlimoriin 6zelliklerinin iyi anlagilmasi 6nemli
rol oynamaktadir. Meme kanserinin farkli davranislarini ve farkli tedavi seceneklerine
yanitlarini belirleyen tiimor ¢api, tiimdr evresi, hasta yasi, aksiler lenf nodlarinin tutulmasi ve
hormon reseptorlerinin durumu gibi ¢ok sayida 6zellik temel prognostik faktor olarak
degerlendirilmektedir (34,35). Ancak, tiimoriin belirtilen klinik davraniglarina gore
siiflandirilmasinda yeteri kadar giivenilir veriler saglanamamasi, prognozun hastaligin daha
erken evrede yapilabilmesinin gerekliligi ve ayn1 evredeki meme tlimorlerinin uygulanan
tedavi protokollerine farkli cevaplar vermesi, tedavi protokoliiniin belirlenmesinde tiimorlerin
molekiiler diizeydeki siniflandirmalarinin gerekliligini ortaya koymaktadir (34).

Gilinlimiizde molekiiler biyoloji ve genetik alaninda yapilan ¢aligmalar sonucunda
hiicresel yolaklarda gorevli olan genlerin ekspresyon profillerinin belirlenmesinin tiimdriin
molekiiler diizeydeki siniflandirilmasinda en etkin yontemlerden biri oldugu diisiiniilmektedir
(370-373). Ayrica, meme tiimorlerinin hiicresel siireglerinde gorev alan genlerin ekspresyon
profillerinin degerlendirilmesi, timdr hiicrelerinin metastaz yapabilme ihtimali ile ilgili de
daha erken siirecte fikir verebilmektedir. Bu konuda Sherene Loi ve arkadaslari, ER(+) meme
kanserlerinde mikroarray teknolojisinden yararlanmislar ve hiicre proliferasyonu ve hiicre
dongiisii ile iliskili genlerin meme kanserlerinde metastazin ve hastaligin niiksetmesinin erken
belirlenmesinde gliclii birer belirteg oldugunu ifade etmislerdir (374). Andrea Nicolini ve
arkadaglar1 ise, meme kanserlerinde tiimor biiylimesi ve metastaz olusumunda EGFR, c-erbB-
2, VEGF gen ekspresyonlarinin birer biyomarkir olarak kullanilabilecegini belirtmislerdir
(375). Bu bulgulardan farkli olarak, Britta Weigelt ve arkadaslari, ER (-) meme kanserli
hastalarla yaptiklar1 ¢alismada, mikroarray yontemi ile gen ekspresyon profillerini
degerlendirmisler ve primer tiimdr dokular1 ve metastatik dokulardaki gen ekspresyon
profillerinin benzer oldugunu gdstermislerdir (376). Bugiine kadar yapilmis olan, meme

kanserlerinde metastaz gelisimine sebep olan genler ile ilgili arastirmalarin verileri arasinda
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farkliliklar mevcut olup, bulgularin kesinlik kazanabilmesi i¢in daha fazla sayida calismaya
ihtiya¢ vardir.

Meme kanseri hiicrelerinde 6strojen hormonuna bagli olarak dstrojen reseptorii (ER)
pozitifligi saptanabilmektedir ve ER, meme kanserinin endokrin tedavisinde kullanilan bir
ajan olan Tamoxifen yanitinda iyi bilinen pozitif bir belirte¢ olarak nitelendirilmektedir. ER
gen ifadesinin, hormonal diizenlemede ve gelisimin erken ve ileri donemlerinde gorevli olan,
homeobox gen ailesinden HOXB13 ve immiin sistemde rol oynayan, interlokin gen ailesinden
IL17BR genleri tarafindan regiile edildigi saptanmistir (316, 336-339). Bugiine kadar meme
tiimdr dokusunda gergeklestirilen arastirmalar, HOXB13 ve IL17BR gen ifadelerindeki
degisikliklerin meme kanserine yol a¢tigin1 gostermektedir.

Xiao-Jun Ma ve arkadagslari, parafine gomiilii meme dokularindan RT-PCR ydntemine
dayali olarak yaptiklar1 calismalarinda, HOXB13:IL17BR ekspresyon indeksinin erken evreli
meme kanserlerinde bir prognostik faktor oldugunu ve bu gen ifadelerinin ER gen ifadesi ile
iligkili olarak tamoxifen tedavisine verilen yanit1 degistirdigini ifade etmislerdir (336,337).
Maurice P.H.M ve arkadaslar1 ise Xiao-Jun Ma ve arkadaslarinin ¢alismasindan farkli olarak
RT-PCR yontemine dayali olarak HOXB13:1L17BR ekpresyon indeksini tamoxifen tedavisi
gérmiis meme kanseri hastalarindan elde edilen primer meme tiimorlerinde belirlemisler ve
elde edilen indeks oraninin tamoxifen direncliligi ile ilgili olmakla birlikte, hastanin survisini
de olumsuz yonde etkiledigini ifade etmislerdir (338). Matthew P. Goetz ve ¢alisma ekibinin
tamoxifen terapisi gormiis, ER(+) lenf nodu negatif meme kanserli kadinlarda
gerceklestirdikleri retrospektif aragtirmalarinin sonucunda ise, HOXB13 ve IL17BR gen
ekspresyonlarinin rekiirrens ile de iliskili olabilecegi agiklanmistir (339).

Mevcut ¢alismada, hormon reseptorlerinden ER’si pozitif, primer meme kanserli
hastalarin tiimor, normal doku ve periferik kanlarinda, meme tiimori gelisimi ile ilgili
olabilecegi belirtilen HOXB13, IL17BR genlerinin ve bu genlere ait glincel miRbase
sisteminde yer alan hedef miRNA’larin (HOXB13 i¢in; miR1278, miR-661 ve miR-1260,
IL17BR i¢in; miR-1266) ekspresyon diizeylerindeki degisimler degerlendirilmistir. Meme
kanserli hastalarin timd6r dokulari ile normal dokular1 arasinda HOXB13, IL17BR genleri ve
bu genleri hedef alan miRNA’larin ekspresyon seviyeleri karsilagtirildiginda istatistiksel
olarak anlamli bir farklilik gézlenmemesine ragmen; HOXB13 gen ekspresyon seviyesi timor
dokuda normal dokuya gore 1.31 kat artis gosterirken, /L17BR gen ekspresyon seviyesi timor
dokuda normal dokuya gore 0.80 kat azalis gostermistir. Literatiirde yapilan gesitli

caligmalara paralel olarak (298), mevcut tez ¢alismasinda da, tiimoér dokuda HOXB13 gen
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ekspresyonu yiiksek, /IL17BR gen ekspresyonu ise diisiik olarak belirlenmistir. Ayrica,
gerceklestirilen korelasyon analizinde de iki genin ekspresyonlarinin birbirine zit yonde
oldugu gosterilerek (r =-0.03375) bu bulguyu destekler nitelikte sonuglar elde edilmistir.
miR-661, miR-1260, miR-1266 ekspresyon seviyeleri, tiimor dokuda normal dokuya gore
strastyla; 1.94, 1.59 ve 1.38 kat artig gostermesine ragmen miR-1278 ekspresyon seviyesi
0.30 kat azalis gostermistir. Degerlendirilen dort miRNA’dan ikisi (miR-661 ve miR-1260)
ile ilgili olarak literatiirde az ve yetersiz sayida arastirma bulunurken, diger ikisi (miR-1278
ve miR-1266) ile ilgili kanser hastaliginda ¢alisilmis herhangi bir ¢alisma bulunmamaktadir.
Bu acidan, miR-1278 ve miR-1266 ile ilgili elde edilen tiim bulgularin 6zgiin oldugu
sOylenebilir. Tiimdr dokudan elde ettigimiz veriler dogrultusunda, G. Vetter ve arkadaslari
(366) ve Sand M. ve arastirma ekibine (368) ait olan caligmalara paralel olarak, miR-661 ve
miR-1260 ekspresyonlarinin tiimoér dokuda yliksek seviyede oldugu goriilmiistiir. Ayrica,
mevcut ¢calismada miR-1266 ekspresyon seviyesi i¢in tiimor dokuda yiiksek ve miR-1278
ekspresyon seviyesi i¢in ise timor dokuda diisiik olabilecegi yoniinde ifadeler kullanilabilir.
Elde edilen bu verilerin giivenilirliginin gosterilebilmesi acisindan bahsi gecen miRNA’lar ile
ilgili daha fazla sayida ¢alismaya ihtiya¢ bulunmaktadir.

Hastalarin periferik kanlarinda degerlendirilen HOXB13 ve IL17BR gen ekspresyon
seviyeleri ise, saglikli kontrol grubunda her iki genin eksprese olmamasi beklendiginden
saglikli kontrol grubu ile karsilastirilarak analiz edilmistir. Buna gore, HOXB13 ve IL17BR
gen ekspresyon diizeyleri hastalarin periferik kanlarinda saglikli kontrol grubuna gére
sirastyla; 4.04737E-11 kat ve 3.27198E-11 kat azalig gostermistir. Elde edilen bu degerler
‘0’’a ¢ok yakin ve ¢ok kii¢iik bir degeri temsil ettiginden dolay1, tiimor dokular i¢in yapilmis
olan istatistiki hesaplamalar periferik kan 6rnekleri i¢in gerceklestirilememistir. Ekspresyon
seviyelerine karsilik gelen degerlerin ‘0°’a ¢ok yakin ve ¢ok kiiclik bir deger olmasindan
otiirti, periferik kan 6rneklerinde HOXB13 ve IL17BR genlerinin ekspresyonu gézlenmemistir
seklinde bir ¢ikarim yapilabilmektedir. Mevcut ¢calismada, parafinize edilmis dokularda
ekspresyon analizleri gerceklestirildiginden, ekspresyon farkliligi belirlenen hastalarin
periferik kanlarina ulasilabilmesinde sikintilar yasanmis olup, sinirli sayida hastanin periferik
kanindan ekspresyon analizleri gerceklestirilmistir ve periferik kan 6rneklerinde herhangi bir
anlamlilik belirlenmemistir.

(Calismada, rekiirens ve/veya uzak organ metastazina sahip ER(+) olan primer meme
kanserli hastalar ile rekiirens ve/veya uzak organ metastazindan yoksun ER(+) hastalar

arasinda, HOXB13:IL17BR gen ekspresyon oranindaki artig ve IL17BR gen ekspresyonundaki
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azalis istatistiksel olarak anlamli derecede farklilik gostermistir (p < 0.0001 ve p < 0.0001).
Ma XJ, Wang Z. ve arkadaslarinin ¢alismasinda elde ettigi bulgulara paralel olarak (298),
tiimor dokuda normal dokuya gore ekspresyonu yiiksek olarak degerlendirdigimiz
HOXB13’1in rekiirens/metastaz(+) hasta grubunda da ekspresyonunun yiiksek olmasi
beklenmektedir. Ancak; HOXBI13 gen ekspresyonunda saptanan dnemli derecede biiyiik bir
azalis, HOXB13:IL17BR gen ekspresyon oranindaki artigin ve /L17BR gen ekspresyonundaki
azalisin bu iki hasta grubu arasindaki anlamliligini ifade etmede engel olusturmaktadir.
Mevcut ¢alismada degerlendirilen ER(+) primer meme kanserli hastalar arasinda,
rekiirens/metastaz(+) meme kanserli hasta sayisinin yetersiz olusu da, elde edilen bulgularin
yorumlanmasini zorlastirmaktadir. Bu acidan degerlendirildiginde, vaka sayisi arttirilarak
istatistiksel agidan daha anlamli veriler elde edilebilir. ROC Curve Analizi’nde, T testi ile
elde edilen bu bulgulara paralel 6l¢iide sonuclar ortaya ¢ikmistir (HOXB13:IL17BR gen
ekspresyon orani i¢in p =0.0017 ve IL17BR gen eskpresyonu i¢in p = 0.0015). Bu analizden
elde edilen anlamliligin T Testi’nden elde edilen bulgular1 destekleyebilmesi i¢in vaka
sayisinin arttirilmasi gerekmektedir.

Rekiirens ve/veya uzak organ metastazi pozitif ER(+) olan primer meme kanserli hastalar
ile rekiirens ve/veya uzak organ metastazi negatif ER(+) hastalar arasinda miRNA ekspresyon
seviyeleri T Testi ile karsilastirildiginda ise; miR-1278 ekspreyson seviyesindeki azalis ile
miR-1266 eskpresyon seviyesindeki artigin istatistiksel olarak yiiksek diizeyde anlamli oldugu
gorilmistiir (p = 0.0014 ve p =0.0048). Literatiirde, ¢esitli arastiricilarin meme kanserinde
HOXBI13 , ILI7BR gen ekspresyonlart ve HOXB13:IL17BR gen ekspresyon orani ile ilgili
caligsmalar bulunmaktadir (298,316,336-339). Ancak HOXB13’1i hedef alan miR-1278 ve
IL17BR’yi hedef alan miR-1266 ile ilgili kanserde ¢alisilmis herhangi bir arastirma yer
almamaktadir. Bu bulgu, meme kanserinde, miR-1278 ve miR-1266 ekspresyonlarindaki
farkliligin rekiirens ve/veya metastaz ile iliskisi olabilecegi kanisini ifade eden ilk 6zgiin
bulgu olma 6zelligini tasimaktadir.

ER(+) primer meme kanserli hastalarin klinik 6zellikleri ile HOXB13, IL17BR genlerinin
ve bu genleri hedef alan miRNA’larin ekspresyon seviyelerindeki farkliliklar ve tedaviye
verilen yanit arasindaki iligkinin olasilik oranini1 [Odds ratio(OR)] belirlemek i¢in univariate
(tek degiskenli) ve multivariate (¢ok degiskenli) Lojistik Regresyon Analizi uygulanmaistir.
Bu analize gore; hem univariate hem de multivarite modelde, HOXB13:IL17BR gen
ekspresyon orani diger klinik parametrelerden bagimsiz olarak istatistiki olarak anlaml

bulunmustur (univariate modelde p = 0.0386, OR = 5.9231; multivariate modelde p = 0.0267,
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OR=12.2940). Elde edilen bulgular 15181nda, meme kanserli hastalarin aldiklar1 hormon
tedavisine yanitta prediktif acidan 6nemli olan tiimdr boyutu, histolojik evre, PR ve cerbB-2
gibi bilinen standart prognostik faktorlerin yani sira (377), HOXB13:IL17BR gen ekspresyon
oraninin da 6nemli prediktif 6zellikte olabilecegi ifade edilebilir.

Degerlendirilen hedef genler ve ilgili miRNA’larin ekspresyon seviyelerindeki
farkliliklarin, ortalama ve hastaliksiz yasam siireleri ile hastalarin almis oldugu tedaviler
tizerine etkilerinin incelenmesi i¢in Kaplan Meier Sagkalim Analizi gerceklestirilmistir. Elde
edilen veriler ile HOXB13 gen ekspresyon seviyesinin hormon tedavi ve hastalarin ortalama
ve hastaliksiz yasam siireleri iizerinde anlamli derecede etkili oldugu belirlenmistir (ortalama
yasam sliresi i¢in log rank test p = 0.0003, hastaliksiz yasam siiresi i¢in log rank test p =
0.0048). Yapilan analizde, tim6r dokusunda HOXB13 gen ekspresyonu yiiksek olan ER(+)
primer meme kanserli hastalarin, tiimoér dokusunda HOXB13 gen ekspresyonu diisiik olan
ER(+) primer meme kanserli hastalara gore ortalama ve hastaliksiz yasam siiresinin daha kisa
oldugu goriilmiistiir. Buradan, HOXB13 gen ekspresyonunun hastalarin sagkalim siireleri
tizerinde dolayisiyla hastalifin prognostik stirecinde etkili olabilecegi sonucu ¢ikarilabilir.
Gergeklestirilen diger bir sagkalim analizi olan Multivariate Cox Proportional Hazard
Regresyon Analizi’ne gore; ER(+) meme kanserli hastalarda belirlenen HOXB13:1L17BR gen
ekspresyon orani ile hastaliksiz yagam siireleri arasinda anlamli 6l¢iide bir korelasyon
saptanmustir (p = 0.0491, HR= 5.2787). Gen ekspresyon oraninin yiiksek olmasi ile
hastaliksi1z yasam stiresinin daha kisa olmasi arasinda anlamli bir iliski oldugundan, mevcut
calismada iki genin ekspresyon oraninin prognostik dneminden bahsedilebilir.

Bugiine kadar gerceklestirilen meme tiimdorleri ile iliskili ¢aligmalarin biiyiik bir
cogunlugu Amerika ve Avrupa populasyonlarini ele alarak gergeklestirilmistir. Tiimorlerde
meydana gelen genetik degisimlerin frekanslar1 ve tipleri farkli etnik kokene sahip hastalar
arasinda degisiklikler gostermektedir. Meme hastalarinda genetik siireclerde gorev alan
genlerin molekiiler diizeydeki siniflandirilmalarinin gen ekspresyonu ile degerlendirildigi
Tiirk toplumuna ait bir ¢alisma bulunmamaktadir. Bu baglamda degerlendirildiginde, mevcut
calisma Tiirk popiilasyonuna ait ER(+) primer meme kanserli hastalarda; HOXB13,IL17BR
genlerinin ve ilgili miRNA’larin ekspresyon degisimlerinin hastalifin tedavisi ve takibinde
etkili biyobelirte¢ olarak yararlanilabilecegi fikriyle olusturulmus literatiirdeki ilk ¢aligmadir.

Elde edilen bulgular 1s181nda; ER(+) 6zellikte primer meme kanserli hastalarda HOXB13
ve IL17BR genlerini hedef alan miRNA’larin ekspresyon diizeylerindeki farkliliklar

degerlendirilerek, tlimoriin agresivitesi ve hastada metastaz gelisebilme riski ile ilgili bilgi
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edinilebilecektir. Boylece diger meme kanserli hastalar ile benzer tedavi yaklagimlari
uygulanarak takip edilen bu hasta grubunda, HOXB13 ve IL17BR genleri ile iliskili
miRNA’larin analiz edilmesi, farkli etkin tedavi yaklagimlarinin diizenlenmesine yardimci
olarak hastalarin yasam siiresinin ve kalitesinin gelistirilmesine yonelik ¢alismalara yol
gosterici olabilecek ve katki saglayabilecektir.

Cesitli aragtirmacilarin yaptig1 ¢calismalarda HOXB13 ve IL17BR gen ekspresyonlari
meme kanserinde metastaz ve invazyon ile iliskilendirilmis olmasina ragmen, bu genleri
hedef alan ve mevcut ¢alismada analiz edilen miRNA ifadelerinin degerlendirildigi bir
arastirma literatlirde bulunmamaktadir. Mevcut tez ¢alismasi, Tiirk populasyonundan olusan
meme kanserli hastalarda, HOXB13 ve IL17BR genlerinin regiilasyonunda énemli rolleri olan
miRNA’larin ekspresyonlarinin ilk kez ilgili gen ekspresyonlari ile es zamanli olarak
degerlendirilmis olmasi ve ER(+) primer meme kanserlerinde metastatik ve prediktif birer
biyobelirte¢ olarak kullanilabilirliklerinin gdsterilebilmesi yoniinde yapilacak bundan sonraki
ileri fonksiyonel ¢aligmalara yol gosterici olmasi agisindan uluslararasi literatiire katki saglar

niteliktedir.
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7. TESEKKUR

Yiiksek lisans egitimim ve tez ¢alismam siiresince bilimsel ve manevi destegini
gordiiglim; bilgisi, karakteri ve yardimseverligi ile bana ¢ok sey dgrettigine inandigim,
egitime ve bilime 6nem veren, bilgi ve tecriibeleriyle yetismemi saglayan her zaman sevgi ve
sayg1 ile anacagim ¢ok degerli hocam, danismanim ve ayni zamanda Tibbi Biyoloji Anabilim
Dal1 baskani Prof. Dr. Unal EGELI’ ye, egitimime katki saglayan, karsilastigim her tiirlii
sorunda benden, hosgorii ve sabrini esirgemeyerek bilgi ve tecriibelerini hoggorii ile aktaran,
yakin ilgisini her zaman gordiiglim ve bana ¢ok sey dgrettigine inandigim degerli hocam Dog
Dr. Giilsah CECENER’ e, egitimim siiresince bilgi ve deneyimlerini benimle paylasan, emek,
hosgdrii ve sabrini esirgemeyen degerli hocam Prof. Dr. Berrin TUNCAya ve ayrica Uludag
Universitesi’nde égrencilik yasamim boyunca bana emegi gegen degerli hocalarima

tesekkiirlerimi sunarim.

Tez calismamda emegi gegen, her zaman yakin ilgi ve destegini gordiigiim Uludag
Universitesi Tip Fakiiltesi Genel Cerrahi Anabilim Dal1 Ogretim Uyeleri ¢ok degerli
hocalarim Prof. Dr. Sehsuvar GOKGOZ ve Prof. Dr. ismet TASDELEN” e tesekkiir ederim.

Egitimim boyunca birlikte ¢alismaktan her zaman onur duydugum, zorluklara birlikte
gbglis gerdigimiz, birgok sikintili andan hosluklar yaratmaya calistigimiz; destek ve
dostluklarini her zaman minnetle anacagim ¢ok degerli calisma arkadaslarim Ars. Grv. Giilgin
TEZCAN’ a, uzman biyolog Gérkem UMUT’a, doktora 6grencisi Secil AK’a ve ayrica
desteklerini hissettigim tiim arkadaslarima, tezimin kaynaklar kisminda yer alan tim

arastirmaci ve yazarlara tesekkiir ederim.

Yiiksek lisans egitimim boyunca birbirimize karsi saygi, sevgi ve yardimlarimizi higbir
zaman esirgemedigimiz, bana verdikleri destek ve dostluklarini minnetle anacagim Tibbi
Biyoloji Anabilim Dali’ nin tiim personeline, Saglik Bilimleri Enstitiisti sekreteri Liitfullah

FICICYI’ ya, dgrenci isleri sefi Emine OZGURGEN” e ve tiim personele tesekkiir ederim.

Hayatimin her doneminde destekg¢ilerim olan, beni yetistirip maddi ve manevi her
sikintimda yardimima yetisen, hayatimin bugiiniinii onlara bor¢lu oldugum sevgili aileme,

sonsuz tesekkiir ederim.
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