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OZET

Meme kanseri, diinyada kadinlar arasinda en sik goriilen kanser tiiriidiir. Son
yillarda mikroRNA’ larin islevlerinin ve kanserdeki rollerinin anlagilmaya baglanmasi,
hem kanserin molekiiler patolojisinin anlasilmasinda hem de yeni molekiiler hedefe
yonelik tedavilerin gelistirilmesinde umut olmustur.

Calismada erken yas ya da aile dykiisii olan ve BRCA1/2 genlerinin mutasyon
analizleri gergeklestirilen toplam 60 meme kanserli hastanin timdr doku 6rnekleri ve ilgili
hastalarin 20’ sinin normal doku 6rneklerinde; meme kanser gelisiminde diagnostik,
prognostik ve ila¢ direnci ile ilgili 6nemi olan 14 miRNA’ nin (miR-21, miR-155, miR-
145, let-7a, miR-10b, miR-125b, miR-221, miR-222, miR-205, miR-126, miR-206, miR-
200c, miR-31, miR-335) ekspresyon analizleri gerceklestirildi. Elde edilen veriler;
Independent Samples T Testi, Kaplan Meier, Dogrusal Regresyon, Pearson Chi-Square ve
Fisher's Exact Test’ leri kullanilarak degerlendirildi. BRCA mutasyonu belirlenen erken
yas ve/veya ailesel meme kanserli hastalarda let-7a ve miR-335 ekspresyon seviyelerinde
azalig belirlendi. Ayni zamanda azalisin, tiimor biiyiimesi ve metastaz ile iliskisi
degerlendirilerek istatistiksel olarak anlamli bulundu (p=0.044, p=0.022).

Elde edilen bulgular 1s1¢1nda; BRCA mutasyonu tasiyan, kotii prognoz potansiyeli
olan erken yas ve ailesel meme kanserli hastalarda let-7a ve miR-335 ekspresyon diizeyleri
degerlendirilerek tiimoriin agresivitesi ve hastada metastaz gelisebilme riski ile ilgili bilgi
edinilebilir. Mevcut bulgular, diger meme kanserli hastalar ile benzer tedavi yaklasimlari
uygulanarak takip edilen bu hasta grubunda, farkl etkin tedavi yaklasimlarinin
diizenlenlenmesine katk1 olusturarak hastalarin yasam siiresinin ve kalitesinin
gelistirilmesine imkan saglayacaktir. Ayrica elde edilen bulgular; BRCA mutasyonu
tagtyan meme kanserli hastalarda, kotii prognozun takibini saglayabilecek biyobelirteclerin
belirlenmesi konusunda uluslararasi ve ulusal literatiire katki saglar niteliktedir.

Anahtar kelimeler: Meme kanseri, mikroRNA ekspresyonu, BRCA1/2 gen
mutasyonlar1, RT-PCR.
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SUMMARY

Investigation of the Role of MicroRNAs in Breast Cancer Development

Breast cancer is the type of cancer most frequently seen among women in the
world. Recently understanding the functions of microRNAs and their roles in cancer
progression has been providing expectations for understanding the molecular pathology of
breast cancer and developing new molecular targeted therapies.

Samples were analyzed for the presence and differential expression of 14 miRNAs
(miR-21, miR-155, miR-145, let-7a, miR-10b, miR-125b, miR-221, miR-222, miR-205,
miR-126, miR-206, miR-200c, miR-31 and miR-335) known to be related to diagnosis,
prognosis and drug resistance of breast cancer. Expression profiles of these miRNAs were
evaluated for 60 familial and/or early-onset breast tumor and 20 non-tumor tissues of
patients. In order to analysis of the data in the study Independent Samples t Test, Kaplan
Meier Analysis, Linear Regression Analysis, Pearson Chi-square and Fisher’s Exact Test
were performed. According to these analysis, let-7a and miR-335 were significantly
down-regulated in patients with BRCA mutations in early-onset and/or or familial breast
cancer cases. In the same time, these decrease evaluated association with tumor growth
and metastasis. It was found significant as statistically (p=0.044, p=0.022).

These data will be beneficial for evaluation of let-7a and miR-335 expression levels
to obtain information about aggressiveness of tumor and metastasis risk in early onset
and/or familial breast cancer patients with BRCA mutation. In addition, these results will
contribute similar therapy approaches in other breast cancer patients, thus, patients survival
rates and quality of their life may be improved. Moreover, our findings will be useful for
the determination of biomarkers on the follow-up of poor prognosis in breast cancer
patients with BRCA mutation that could contribute to the international and national
literature.

Key words: Breast cancer, microRNA expression, BRCA1/2 gene mutations, RT-

PCR.



1. GIRIS

Son yillarda mikroRNA” larin (miRNA) normal gelisimde ve hastaliklardaki roli
ile ilgili birgok ¢alisma yapilmistir. Bu ¢alismalar miRNA’ larin birgok kanser tiiriinde
etkili olduklar1 yoniinde ipuglar1 saglamaktadir. miRNA’ lar kanserin molekiiler patolojisi
ile ilgili sorulara cevap olmaya aday goziikkmektedir.

miRNA’ lar, yaklasik 22 niikleotit biiytikliigiinde, RNA kodlamayan, ¢ogunlukla
gen ekspresyonunun post-transkripsiyonel diizenlenmesinde gorev alan, tiim dkaryotik
hiicrelerde bulunan molekiillerdir (1). miRNA’ lar, mRNA’ nin 3’ Untraslated Region (3’
UTR) bolgesinde hedef transkripti ile baz eslesmesi yaparak, bu transkriptlerin
translasyonunu degisik mekanizmalar ile baskilar (2). miRNA’ lar bu sekilde gorev
yaparak gen diizenlenmesinin bir boyutunu olusturmaktadir. Bu diizenlenmenin ¢esitli
mekanizmalarla bozulmasi hastaliklara sebep olmaktadir. Son yillarda yapilan
arastirmalarda kanserde miRNA ekspresyon profilleri degerlendirilmis olup, bazit miRNA’
larin ekspresyonlarinin azaldig1 bazilarinin ise arttig1 belirlenmistir (3-6). Bir¢ok kanser
tiiriinde bu caligmalarin tekrarlanmasi ve fonksiyonel analizler sonucu, ekspresyonu azalan
miRNA’ larin “tiimor baskilayic1” 6zellik gosterdigi ve genelde onkogenlerin
transkriptlerini hedefledigi ve ekspresyonu artan miRNA’ larin “onkogenik™ 6zellik
gosterdigi ve tiimor baskilayici genlerin transkriptlerini hedefledigi sonucuna varilmigtir
(7-10).

Meme kanseri iilkemizde kadinlar arasinda en sik goriilen kanser tipidir (11, 12).
Son yillarda kanser tan1 ve tedavisinde 6nemli gelismeler elde edilmesine ragmen, meme
kanserli hastalarin dortte biri bu hastaliktan dolay1 yitirilmektedir. Meme kanseri
molekiiler patolojisi diger kanser tiirlerine gore daha iyi agiklanmis olsa da halen
cevaplanmay1 bekleyen sorular bulunmaktadir. miRNA’ lar bu bosluklar1 doldurmaya
aday molekiiller olarak goziikmektedir.

miRNA’ larin hiicre proliferasyonu ve apoptoz gibi bir¢ok biyolojik siirecte etkili
anahtar molekiiller olduklari1 bugiin bilinmektedir. Kanser ve normal doku arasindaki
ekspresyon farkliliklarinin belirlenmesi, miRNA’ larin kanser patogenezindeki rollerini
giiclendirmistir (13). miRNA ekspresyon profilleri, tiimdriin terapiye verecegi cevabin
onceden tahmin edilmesinde kullanilabilir. Ayrica miRNA ekspresyon profilleri hastalarin
alt tiplendirilmesinde ve hastanin alternatif tedavi yontemleri i¢in uygun olup olmadiginin

saptanmasinda fayda saglayabilmektedir (14). Meme kanserinin de i¢inde bulundugu
1



bir¢ok kanser tiirlinde en etkin tedavi yontemini bulmak igin farklr alt tiplerdeki tiimorleri
identifiye edecek molekiiler markirlarin bulunmasina iliskin ¢aligsmalar mevcuttur. Son
donemde yapilan ¢aligmalar meme karsinomlarinin tiplendirilmesinde ve hastalara
uygulanacak tedavi protokoliiniin belirlenmesinde tiimoriin genetik profillerinin histolojik
siniflandirmaya gore daha etkin sonug verdigini gostermistir. Ayrica, ayni evredeki meme
tiimdrlerinin uygulanan tedaviye farkli cevaplar verdigini gostermistir. Metastazin en
giiclii belirleyicileri olan lenf nodu tutulumu, histolojik evre vb. tiimoriin klinik
davranislarina gore siniflandirilmasinda yeteri kadar giivenilir veriler saglayamamaktadir.
Bundan dolay1 timdrlerin molekiiler diizeydeki 6zelliklerinin bilinmesine ihtiyag
duyulmaktadir. Ayrica, meme ve over kanser gelisiminde etkili olan BRCA 1 ve/veya
BRCA?2 genlerinde mutasyon tagtyicist olan hastalarin timorlerinin molekiiler diizeydeki
ozellikleri bilinmemektedir. Bu amacla planlanan ¢alismada, Tiirk populasyonuna ait
BRCA mutasyonu belirlenen erken yas ve/veya ailesel meme kanserli hastalarda meme
kanser gelisiminde diagnostik, prognostik ve ilag direnci ile iligkili temel hiicresel
stireglerde gorev alabilecek miRNA’ larin ekspresyon analizleri degerlendirildi. miRNA’
larin se¢im asamasinda, literatiirde son yillarda bu konuda yapilan caligsmalar
degerlendirilerek meme kanser gelisiminde 6nemli diagnostik, prognostik ve ilag direnci
ile iliskisi muhtemel 14 miRNA (miR-21, miR-155, miR-145, let-7a, miR-10b, miR-125b,
miR-221, miR-222, miR-205, miR-126, miR-206, miR-200c, miR-31, miR-335) belirlendi.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Meme Kanseri

Meme kanseri diinyada kadinlar arasinda en sik goriilen malign tiimor olup,
kadinlarda goriilen tiim kanserlerin yaklasik %30’ unu olusturmaktadir. Ayrica kansere
bagli 6liimler i¢inde akciger kanserinin ardindan ikinci sirada gelmektedir (15, 16). Meme
kanseri 30 yasindan 6nce nadir goriilmekte olup, bu yas1 takip eden reprodiiktif yillarda
hizli bir tirmanig gosterir. Bu artis menapoz sonrasinda da yavas egimle yiikselmeye
devam eder (17). Bu nedenle 85 yasindaki her 9 kadindan birinde meme kanseri
gelisebilecegi beklenmektedir (16, 18). Meme kanserindeki artig, tarama yontemlerinin
daha sik ve diizenli kullanilmasina bagli tan1 oranindaki artisa ve toplumlarin ortalama
yasam siirelerinin uzamasiyla hastaligin ileri yas grubunda daha sik goriilmesi ile
agiklanmaktadir (19).

Kiiresel olarak yilda yaklasik 1.3 milyon yeni vaka teshis edilmektedir (20).
Bununla beraber meme kanseri siklik oranlar diinyada cografik degisiklikler
gostermektedir. Insidans orami, Kuzey Amerika, Avrupa ve Avusturalya gibi gelismis
bolgelerde; Afrika, Giiney ve Dogu Asya’ y1 i¢ine alan orta ve diisiik gelirli diger bolgelere
oranla daha yiiksektir (20). Bu durum, beslenme aligkanliklar1 ile birlikte endiistrilesmis
modern yasamda, kadinlarin mensturasyonunun daha erken yasta baglamasi, daha ileri
dogum yasi, oral kontrasptif ve hormon replasman tedavisi, menapoz yasinin gecikmesi,
uzamis yasam beklentisi gibi degisikliklerin etkisinde kalmasina baglanmaktadir (20).
1980’ lerden itibaren hem gelismis hem de gelismekte olan iilkelerde meme kanseri
insidansi artmis olmasina ragmen, erken tani ve tedavi yontemlerindeki gelismeler ile bazi
ilkelerde son yillarda mortalitede azalma saptanmustir (21).

Kadilar i¢in yasam boyu meme kanserine yakalanma riski yaklasik 1/8” dir. Bu
risk giiclii aile hikayesi olan ve Breast Cancer 1/2 (BRCA1/2) genlerinde mutasyon tagtyan
bireylerde daha yliksektir. Bu genlerde gozlenen mutasyonlar kalitsal yatkinlikta biiytik
oneme sahip olup, kalitsal meme kanserli hastalarda en sik rastlanan germline gen
mutasyonlaridir (20).

Meme kanseri erkeklerde de nadir goriilmekle birlikte, her yil yaklagik 300 erkege
meme kanseri tanis1 konmaktadir. Erkeklerde goriilen meme kanseri, tim meme kanserleri
igerisinde % 0.6 oraninda goriiliirken, tim maligniteler igerisinde ise %1’ in altinda

goriilmektedir (22).



Meme karsinomlar1; morfolojik, klinik, hormon reseptor diizeyi, tedaviye
yanitlarina gore farkli 6zellikleri olan, heterojen ve karmasik gruplara ait tlimorlerdir. Bu
farkliligin sebebi, hedef hiicre (kanser hiicresi) popiilasyonundaki farklilik, farkli onkogen
aktivasyonu ve/veya tiimor baskilayict gen fonksiyon kayiplarindaki degisik
kombinasyonlardir (23).

Glinlimiizde meme kanseri tanisinda hastanin yasi, aksiller lenf nodu tutulumu,
tiimdr biiytikliigi, histolojik evre ve invazyon gibi histolojik 6zellikleri, lenfovaskiiler,
hormon reseptor durumu ve insan epidermal biiytime faktorii reseptorii (HER-2) ifadesi
gibi farkli risk kategorisindeki hastalarda farkli kombinasyonlar halinde goriilebilen
faktorler kullanilmasina ragmen (24, 25), timoriin belirtilen klinik davranislarina gére
siniflandirilmasinda yeteri kadar giivenilir verilerin saglanamamasi, prognozun hastaligin
daha erken evrede yapilabilmesinin gerekliligi ve ayn1 evredeki meme tiimorlerinin
uygulanan tedavi protokollerine farkli cevaplar vermesi, tedavi protokoliiniin
belirlenmesinde tiimorlerin molekiiler diizeydeki siniflandirmalarinin gerekliligini ortaya

koymustur (24).

2.2. Meme Kanserinin Histolojik Simiflandirilmasi

Histolojik olarak meme karsinomlari iki ana gruba ayrilir: In situ karsinom ve
Invaziv karsinom. In situ karsinomda epitelyal hiicreler bazal membranla cevrili iken,
invaziv (infiltratif) karsinomda ise neoplastik hiicreler bazal membrani asarak stromaya
gecerler. Bu nedenle invaziv karsinomlar, lenfatik ve kan damarlarini invaze ederek
bolgesel lenf diigiimlerine ve uzak organlara metastaz yapabilme kapasitesine sahiptir.
Invaziv meme karsinomlar1, morfolojik olarak birbirinden farkli fenotipik dzellikler
gosterebilen tiimorlerdir ve bunlarin bazilarinin klinik ve prognostik agidan karakteristik
ozellikleri vardir. Histopatolojik siniflamada, tiimdr hiicrelerinin sitolojik 6zelliklerinin
yani sira olusturduklar1 yapisal farkliliklar da g6z dniine alinmaktadir (26). Meme
kanserinin Diinya Saglik Orgiitii’ ne (WHO) gore histolojik olarak siniflandiriimasi

asagida gorlilmektedir.

1. In situ karsinom
- In situ duktal karsinom
- In situ lobiiler karsinom

2. Invaziv karsinom



- Invaziv duktal karsinom

- Invaziv lobiiler karsinom

- Tiibiiler karsinom

- Invaziv kribriform karsinom
- Mediiller karsinom

- Miisindz karsinom

- Invaziv papiller karsinom

- Invaziv mikropapiller karsinom
- Apokrin karsinom

- Sekretuar (juvenil) karsinom
- Adenoid kistik karsinom

- Metaplastik karsinom

- Noroendokrin karsinom

- Inflamatuar karsinom olarak smiflandirilmistir (26).

2.3. Meme Kanseri Molekiiler Patolojisi

2.3.1. Meme Kanserinin Cok Asamah Gelisim Modeli

Meme gelisimi embriyonik donemde baglar. Duktal morfojenez, tomurcuk benzeri
yapilarin dallanmasi, uzamasi ve kanalize olmasi ile baglar. Yetiskin memesinde 2 temel
hiicre tipi ayirt edilebilir: Myoepitelyal hiicre ve luminal salgi hiicresi. Klinik ve
histopatolojik olarak tiimoriin, benign formdan malign forma doniisiimii boyunca ¢esitli
adimlar tespit edilmektedir. Duktal hiperplazi, degisik sekil ve kromatin yapidaki
cekirdekler iceren, esit bigimde dagilim gdstermeyen epitelyum hiicrelerinin
proliferasyonu ile karakterizedir. Hiicreler, nispeten daha az sitoplazmali olup hiicre
kenarlar1 belirsizdir. Sitolojik olarak hiicreler benign formdadir. Hiperplaziden atipik
hiperplaziye gecis klinik olarak meme kanseri riskinin artmasi ile iliskilidir. Bir sonraki
asama in situ duktal ya da lobiiler karsinomun gelismesidir. Bu asamada, sitolojik olarak
malign 0zellikteki hiicrelerde artig goriilmesine ragmen, heniiz bazal membrandan
stromaya invazyon gerceklesmemistir. Son asamada ise, hiicreler bazal membrandan
ayrilir, stromay1 isgal edip invaziv hale gelir (Sekil-1). Invaziv hiicrelerin, kan ve lenf
damarlar1 yoluyla yayilmasi ile, lokal-bdlgesel lenf nodu ya da uzak organ metastazlari

gelisebilir. Invaziv karsinomlarin biiyiik cogunlugu duktal (%85-95 i) tiptedir. Invaziv
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lobiiler karsinom ise tiim meme kanserlerinin yaklasik %10’ unu teskil etmektedir. Bu ¢ok
asamali modelin her asamasinda hiicreye biiyiime yoniinde belli bir avantaj saglayan bir

genetik degisimin gergeklestigi diisiiniilmektedir (27).

Normal duktus veyalobil  In situ ( invaziv olmayan) kanser hiicreleri  Invaziv kanser hiicreleri

Sekil 1 Meme Kanserinin Gelisimi (24)

2.4. Meme Kanserinin Molekiiler Siniflandirilmasi

cDNA mikroarray yontemi ile olusan gen ekspresyon profillerine gére meme
karsinomlar1; bazal benzeri, luminal A, luminal B, HER-2 pozitif ve normal meme benzeri
olmak iizere 5 tipe ayrilmaktadir (Sekil-2). Bu ayirim temel olarak tiimoriin koken aldigi

hiicre tipine 6zgii genler ile belirlenmektedir (28-33).

2.4.1. Bazal Benzeri:

Tiim meme karsinomlarinin %10-20’ sini temsil etmektedir. En homojen alt
gruptur. Normal meme bezlerinin bazal epitel hiicrelerine benzer bir gen ekspresyon
profilleri oldugu i¢in bu ad1 almislardir. P53 gen mutasyonlar1 goriilmekle birlikte kalitsal
BRCAI mutasyonu tasiyan bireylerde de bazal benzeri meme kanseri gelistigi bildirilmistir
(29, 34). Klinik olarak; erken yas, tan1 aninda biiyiik tiimor boyutuna sahip olunmasi,
yiiksek histolojik evre ve yliksek siklikla lenf nodu etkisinin goriilmesi ile ortaya
cikmaktadir (32, 35). Bu tip, kisa relaps donemi ve uzak metastaz varligi ile karakterizedir
(28).

Immiinohistokimyasal ¢aligmalar ile bazal benzeri grubu tanimlamada strojen
reseptorii (ER), progesteron reseptorii (PR), HER-2, epidermal biiytime faktorii reseptorii
(EGFR) ve sitokeratin 5/6 (CK 5/6) olmak tizere 5 farkli belirtecin 6nemi ortaya ¢ikmistir.
Bu belirtegler ile % 76.38 hassasiyet ve % 100 spesiviteye dayali siniflandirma
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yapilmaktadir (36). Prognoz agisindan en kotii grup icerisinde HER-2 pozitif meme
karsinomu tipi ile birlikte yer almaktadir. Bu iki grup karsinomda genelde dstrojen
reseptoril negatif olmakla birlikte, HER-2 pozitif olanlar trastuzumab (herceptin)
tedavisinden faydalanirken bazal benzeri grupta hem hormon reseptorleri hem de HER-
2/Neu onkogen ekspresyonu olmadigindan (triple negatif: ER, PR ve HER-2 negatif)
tedavi segenegi kisithdir. Bazal benzeri meme karsinomlarinin tim meme karsinomlari
icinde ortalama % 10’ u olusturduklari, ER negatif grupta % 30, triple negatif grupta ise %
50’ den yiiksek oranda yer aldiklar1 belirtilmektedir (32).

2.4.2. Luminal A:

Tiim meme kanserlerinin %50-60 11 temsil eden ve en yaygin gortilen alt
grubudur. Luminal B alt tipi ile birlikte luminal epital hiicrelere benzer bir gen ekspresyon
profilleri oldugu i¢in bu ismi almiglardir (37, 38). Luminal A tiimorlerin
immiinohistokimyasal profilleri, CK8/18, B-hiicreli lenfoma 2 (BCL-2), ER ve PR’ nin
ekspresyonu ile HER-2 gen ekspresyonu yoklugu, diisiik histolojik evre ve Ki67
proliferasyon indeksinin diisiik orani ile karakterizedir. Ayrica, bu alt grupta T-hiicreli
spesifik transkripsiyon faktorii 3 (GATA3) belirtecinin ekspresyonu yiiksek seviyelerdedir
(39). Bu alt tipte P53 geni wild type’ dir ve cogunlukla dstrojen reseptor pozitiftir (29,
34). Meme kanserinin bu alt tipi iyi prognoz ile karakterize olup, diger alt tiplere oranla
daha diisiik (%27.8) niiks oranina sahiptir. Ayrica, hayatta kalma stiresi de daha uzundur
(ortalama 2.2 y1l). BRCA2 mutasyon tastyicilarinda Luminal A tip kanser
gelisebilmektedir (28, 29).

2.4.3. Luminal B:

Luminal B tipteki tiimorlerin molekiiler profilleri, tiim meme kanserlerinin %10 ile
% 20’ si arasinda degisiklik gosterir. Luminal A tiimorler ile karsilagtirildiginda, daha
agresif fenotipe sahip, yiiksek histolojik evre, yiiksek proliferasyon indeksi ve kotii
prognoz ile karakterizedir. Uzak niiks bolgeleri farkli olmakla birlikte, hala en yaygin
niiks yerlesim yeri kemiklerdir (% 30). Yiiksek niiks oranina sahip bir diger bolge de
karacigerdir (% 13.8). Ayrica hayatta kalma oranmi da diistiktiir (1.6 y1l). Luminal A ve B’
de ER ekspresyonu mevcuttur ancak luminal B’ nin prognozu ¢ok farklidir. Bu yiizden 2
alt tip arasinda belirleyici biyobelirte¢leri bulmaya yonelik 6nemli ¢abalar harcanmaktadir.
iki alt tip arasindaki temel biyolojik farklilik, Ki67 ve SIKLIN-B1 proliferasyon genlerinin
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luminal B alt grubunda ekspresyonlarindaki artis ile EGFR ve HER-2 genlerinin siklikla
eksprese olmasidir (39-41). Luminal B alt tipi, luminal A tipe benzemekle birlikte
cogunlukla dstrojen reseptor pozitif olup prognostik olarak orta grupta
siiflandirilmaktadir. Tamoxifen ve aromataz inhibitorleri ile tedavi edilmesine ragmen,
luminal B tlimérleri, luminal A tiimorlerinden daha kotii prognoza sahiptir. Meme
kanserinin bu alt grubunun tedavisi halen zor olmakla birlikte, hayatta kalma

mekanizmalari, proliferasyon ve metastaz durumu hakkindaki sorular cevapsiz kalmaktadir

(33, 40).

2.4.4. HER-2 Pozitif:

Bu alt tip, tim meme kanserlerinin %15-20’ sine karsilik gelmekte ve ERBB-2
(HER-2/Neu) geninin asir1 ekspresyonu ile karakterizedir (32). Bu grupta bazal benzeri
tipte eksprese olan genler yerine, luminal tiplere karakterize genlerin diisiik ekspresyonu
mevcuttur. Prognozu kétiidiir. Yasam stireleri daha kisadir ve metastazlar1 yaygindir (28).
Morfolojik olarak, bu tiimorlerde yiiksek proliferasyon, %75 yiiksek histolojik grade ve
%40’ dan daha fazla P53 gen mutasyonu goriiliir. Meme kanserinin diger alt siniflart
igcerisinde, HER-2 overeksprese olan bu grubun ¢ok gii¢lii prognostik degeri vardir. Klinik
acidan bakildiginda ise, HER-2 alt grubu kotii prognoz ile karakterize olmasina ragmen
son on yi1l i¢inde anti-HER-2 tedavisi ile hayatta kalma, sadece metastatik hastalikta degil

ayn1 zamanda hastaligin baslangi¢ asamalarinda da biiyiik 6l¢iide ilerlemistir (42, 43).

2.4.5. Normal Benzeri:

Bu tiimdrler, tiim meme karsinomlarinin yaklasik %5-10 unu olusturur. Zayif
karakterli olup, normal meme dokusu 6rnekleri ve fibroadenomlar ile ayni alt grupta yer

alirlar (32, 37). Bu alt tip ile ilgili az sayida ¢alisma olmasi nedeniyle klinik agidan 6nemi

geri kalmaktadir (28).



HER-2 Negatif

ER-Negatif

Ivi farkhlasma Katii farkhlasma
diisiik KI-67 yiiksek KI-67

Patolojik \l
Degiskenler Bazal-benzeri (%) Luminal A (%) Luminal B (%) HER-2 poritif (%)
HER-2 Pozitif 10 12 20 100

ER- Pozitif 12 9% 97 46
Grade 3 84 19 53 74
Timér boyutu =2 cm 75 53 69 74

Lenf nodu pozitif 40 52 65 66

Sekil-2 Meme Kanserinin Klinikopatolojik Ozellikleri ve Molekiiler
Siniflandirilmasi (44)

2.5. Meme Kanserinin Genetigi

Meme kanseri, hiicre biiylimesi ve gelisiminde rol oynayan 6nemli hiicresel
yolaklar etkileyen genetik degisimler ile cok adimli bir islem sonucu ortaya ¢ikar. Cogu
genetik degisimler sadece kanserli dokudaki kanser hiicrelerinde gozlenirken daha az
siklikla da olsa germ hiicrelerindeki genetik degisimler ile ortaya ¢ikan maligniteler
kalitsal 6zellik tasirlar. Genomdaki bu kalitsal ve kalitsal olmayan genetik degisimler,
belli hiicresel genlerin belli 6zel degisimleri ile iligkili bulunmustur. Bunlar onkogenler,
tiimor baskilayici genler ve DNA tamir genleri olarak isimlendirilirler. Onkogenler,
normal islevlere sahip protoonkogenlerden tiirevlenirler. Eger bir mutasyon sonucu

protoonkogenin yapisi degisirse olusan hasar genin, dolayisi ile gen iirliniin yapisinin
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degismesine neden olur ve ¢esitli yollarla hiicre boliinmesinin kontrolii ortadan kalkar ve
malignite ortaya ¢ikar. Kanser olusumunda, onkogenlerden baska 6nemli ikinci bir gen
grubu da tiimor baskilayici genlerdir. Bu iki gen grubu karsinogenezde birbiriyle zit
etkilidir (Sekil-3). Onkogenler malign transformasyona neden olurken, tiimdr baskilayici
genler hiicre biiylimesinde islev goren genleri kontrol ederek tiimor olusumunu engellerler.
Eger bu tiimor baskilayict genlerde bir hasar olursa biiylime kontrolii ortadan

kalkacagindan kanser ortaya ¢ikar (45, 46).
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Sekil-3 Meme Kanserinde Onemli Genler ve Etkiledikleri Sinyal Yolaklari (47)



2.5.1. Meme Kanserinde Etkili Onkogenler

Meme kanserlerinin yaklasik % 25’ i baz1 onkogenlerde ve tiimdr baskilayici
genlerde meydana gelen c¢esitli degisimler sonucu ortaya ¢ikar. Meme kanserinde
heterozigosite kaybi1 ve gen kopyalarinin sayisindaki artis ile hiperplaziden in situ duktal
karsinoma (DCIS) gegiste hatta daha ileri DCIS derecelerine geciste ani artiglar gdzlenir.
Bu genetik degisimler tarafindan etkilenen hiicresel islem yollar1 diger bir¢ok hiicresel yol
ile oldukea siki iliskili oldugundan bu karmasa nedeniyle teshis ve tedavi uygulamalari da
oldukga yavas ilerlemektedir (48). Bir¢ok onkogenin, farkli iglevleri ve hiicresel
lokalizasyonu ile insan meme karsinogenezinde rol oynadigi bildirilmistir.
Onkogenlerdeki degisimler daha siklikla timor invazyonu veya metastaz ile iliskili
olabilirler. Sporadik meme kanserlerinde onkogen amplifikasyonuna siklikla
rastlanmaktadir. Ancak amplifiye genlerin sadece birka¢gt meme kanser gelisimde
onemlidir. Bunlar; C-MYC, RAS, SIKLIN-DI ve HER-2" dir. Meme kanserinin
biiylimesine ve proliferasyonuna EGF, TGF ve IGF-1 gibi biiyiime faktorleri de dahil
olabilir (27).

2.5.1.1. C-MYC:

C-MYC geni kromozom 8q24° e yerlesmistir. C-myc proteini hiicre proliferasyonu,
hiicre farklilagsmasi ve apoptoz ile iligkili genlerin transkripsiyonlarini diizenleyen bir
fosfoproteindir. C-MYC geninin tiimor isleyisinde ve karsinogenezde rolii oldugu
diisiiniilmektedir (49). C-MYC gen amplifikasyonu, hiicre dongiisiiniin bozulmasina neden
olur ve P53’ e bagli yoldan hiicrenin apoptoza gonderilmesinde rol oynar. C-MYC geninin
asir1 iiretimi veya gen yapisindaki degisiklikler meme kanserine neden olmaktadir.
Karsinomlarin %32’ sinde C-MYC protoonkogeninin 2-15 kat amplifiye oldugu, invazif
duktal karsinomlarda ise C-MYC geninin yapisal degisiklikler tagidig1 gosterilmistir. Berns
ve arkadaglar1 (50, 51), 6zellikle nod negatif ve reseptdr pozitif meme kanserli hastalarda
C-MYC gen amplifikasyonunu kisa niiks-sagkalim ile iliskilendirmisler ve C-MYC gen
amplifikasyonunun primer meme tiimorlerinde genel sagkalim i¢in prognostik bir belirteg
olarak kullanilabilecegini ifade etmislerdir. Popiilasyon tabanli bu ¢aligmanin aksine, C-
MYC geninin amplifikasyonu agresif seyirli meme kanserlerinin bir gostergesidir ve kotii
prognoz ile agresif klinik gidise neden olan tiimorlerde C-MY C amplifikasyonu

gosterilmistir. C-MYC ekspresyonu tek basina meme karsinogenezi i¢in yeterli olabilir.
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Hatta C-MYC’ in hormona yanit vermemede veya kemoterapiye direngten sorumlu oldugu
ileri siiriiliir. C-MYC gen amplifikasyonu meme kanserinde siklikla rastlanan genetik
degisikliklerden biridir. Meme kanserlerinin 1/3” i bu genetik degisikligi tasir (46, 52,
53).

2.5.1.2. RAS:

Ras proteinleri (p21) 21 kD’ dur ve G proteinleri ailesinden olup guanozin
niikleozidlerini baglama yetenegindedir. Sinyal iletiminde 6nemli bir arac1 molekiildiir.
Genellikle plazma membranindaki biiylime faktorii reseptorlerinin sitoplazmik pargalarina
yakin bolgeye yerlesirler. GTP ile aktiflesir ve protein kinazlar ile iliskiye girerek mitoza
gegiste rol alirlar. RAS’ 1in onkogenik 6zellik kazanmasi nokta mutasyonu veya gen
ekspresyonunun artisi ile olur. Mutasyonlarin ve amplifikasyonun nadiren gézlenmesi,
RAS gen aktivasyonunun diger mutasyon mekanizmalari tarafindan etkilendigini gdsterir

(46, 54, 55).

2.5.1.3. Siklinler, Siklin Bagimh Kinazlar ve Inhibitérleri:
Siklinler, siklin bagimli kinazlar (CDK) ve inhibitérleri (CDKI) hiicre dongiisiinii

dogrudan kontrol eden proteinlerdir. Meme kanserlerinde Siklin-D1 ve Siklin-E’ nin %30
oraninda asir1 ekspresyonu saptanmistir ve prognostik faktor olabilecekleri ileri
stiriilmiistiir (56, 57). Meme kanserlerinde tespit edilen bir diger gen, kromozom 9p21° e
yerlesen CDK-2’ dir. Meme kanseri hiicrelerinde bu genin yerlestigi kromozom bolgesinin
mutasyonu ve homozigot delesyonu bildirilmistir (58). CDKI-4 (siklin bagimli kinaz
inhibitor-4) geninin ise delesyon ya da mutasyon tasidigi bilinmektedir. Amplifiye
siklinler onkogen gibi davranirken, siklin inhibitorlerinin de tiimor baskilayici olma
olasilig1 yiiksektir. CDK aktiflesince, Rb (retinoblastoma) ve diger bazi niiklear proteinleri
fosforiller ve GO fazinin gegilip hiicrenin mitoza girmesi saglanir (55, 57).

CDK’ larin islevleri siklinler tarafindan diizenlenir. Siklin-D1 ve Siklin-E’ nin
ekspresyonlarindaki asir1 artislar hiicre dongiisiiniin kontroliiniin bozulmasina yol agar.
Hiicre i¢inde yiiksek Siklin-D1 diizeyi, hiicrelerin GO fazindan G1 fazina gecisini saglar.
Siklin-D1, 6strojene duyarl hiicrelerin proliferasyonunu diizenleme yetenegine sahiptir.
ER ve PR ekspresyon seviyeleri ile gliclii pozitif korelasyon gosterir. Siklin-D1

ekspresyonundaki artis, invaziv tip meme kanserlerinde %20-30 oraninda gozlenir ve ER’
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i pozitif olan invaziv meme kanserli hastalar arasinda prognostik faktor olarak kabul edilir.
Siklin-D1 amplifikasyonu, erken niiks ve kotii prognoz ile iligkili olup, olas1 prediktif
degeri hormon reseptdr pozitif hastalarda gosterilmistir. Siklin-D1’ in asir1
ekspresyonunun yanisira amplifikasyonu, anti-0strojen tedavilerine yanit1 kotii yonde
etkilemektedir (57, 59). Siklin-E gen amplifikasyonu ise birkag meme kanser hiicre
hattinda ortaya ¢ikmistir. Bu da Siklin-E’ nin tiimorigenezde rol oynadiginin giiclii bir
kanitidir. Siklin-E’ nin yliksek seviyelerdeki ekspresyonu, artmis proliferasyon indeksi ve

ER pozitifligi ile yakin iligkili bulunmustur (57).

2.5.1.4. VEGF:

Anjiyogenez, dnceden var olan bir damar agindan tiimdr biiylimesi, invazyon ve
metastaz i¢in gerekli yeni kan damarlarinin olusumuna yol agan siirectir. Deneysel ve
klinik calismalar meme kanserinde tiimorlerin anjiyogenez bagimli oldugunu
gostermektedir. Az sayida yayinlanan ¢aligsmalar, VEGF’ nin relapsiz sagkalim, genel
sagkalim ya da her ikisi ile arasinda anlamli bir iligkili oldugunu gostermistir. Adjuvan
tedavi almis, niiks ya da 6liim olasiliginin yiiksek oldugu meme kanserli hastalarda diistik
anjiogenik tlimorli hastalara kiyasla VEGF seviyeleri daha yiiksektir (60).

Yapilan bir caligmada, insan meme kanserlerinde Vegf protein ekspresyonu ile
Vegft-B ve Vegf-C’ nin diisiik seviyelerde ekspresyonu izlenmistir (61). Duktal
karsinomlu 46 meme biyopsi 6rneginin degerlendirildigi diger bir caligmada ise
anjiyogenez derecesi ve VEGF mRNA ekspresyonu arasinda anlaml bir iligski bulunmustur
(62). Ayni grup arastiricilar in situ duktal meme karsinomun yarisinda VEGF’ nin tiimor
hiicrelerinde gii¢lii ekspresyonunu, invaziv karsinoma da ise VEGF ekspresyonunu giiglii
ya da orta seviyede eksprese bulmuglardir (63). Bu nedenle VEGF prognostik amag igin
anjiyogenik aktivitenin dnemli bir belirteci olabilir. VEGF gen ekspresyonunun
regiilasyonundaki degisikliklerden VEGF reseptor (VEGFR) genindeki mutasyonlarin

sorumlu oldugu diisiiniilmektedir (63).

2.5.2. Biiyiime Faktorii Reseptorleri

Hiicrede kansere yol agcan degisimlerin biiyiime faktorii sentezinde artis ya da

biiylimeyi inhibe eden faktorlerin sayisinda azalmaya bagli oldugu iddia edilmistir.
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Baslica bliytime faktorii aileleri; EGF (Epidermal Biiyiime Faktorii), TGF (Transforming
Biiyiime Faktérii), IGF-I (Insiilin Benzeri Biiyiime Faktorii-1), IGF-II (Insiilin Benzeri
Biiylime Faktorii-2), PDGF (Trombosit Tiiretilen Biiytime Faktorii) ve FGF (Fibroblast
Biiyiime Faktorii) aileleridir. Bu faktorlerin baglandigi reseptor ailelerinin en 6nemlileri

HER veya EGFR ailesi olarak bilinen reseptorlerdir (64, 65).

2.5.2.1. Epidermal Biiyiime Faktorii Reseptorii (EGFR):

EGFR ailesi hiicre membraninda monomer olarak bulunan 4 adet reseptdrden
olusur. Bunlar; EGFR (ERBB-1, HER-1), HER-2 (ERBB-2), HER-3 (ERBB-3) ve HER-4
(ERBB-4) olarak isimlendirilir (Sekil-4). Reseptorlerin hepsi hiicre disinda yer alan bir
ligand baglayic1 boliim, lipofilik bir transmembran boliimii ve tirozin kinaz (TK) iceren bir

sitoplazmik boliimden (HER-3 haric¢) olusur (64, 65).
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Erb&1 ErbB2

Sekil-4 ErbB Reseptor Tirozin Kinaz Ailesi (66)

Bugiine kadar HER-2’ ye spesifik ligand bulunamamistir (65, 67). Ligandlar
baglandiklarinda reseptorler birbirleriyle homodimer veya heterodimer olustururlar ve
aktive olan reseptoriin hiicre i¢inde bulunan boliimiindeki TK fosforillenir. Sonugta
niikleustaki transkripsiyon faktorlerine ulasan bir ileti yolu calismaya baslar. HER-3 harig
hepsinin TK aktivitesi vardir. Ligandsiz olan HER-2, gen amplifikasyonuna bagli olarak
hiicre membraninda fazlaca eksprese edildiginde kendiliginden dimerize olup sinyal ileti

yolagini uyarabilir (68). Kanserlerin cogunda HER-2’ ye eslik eden ikinci reseptor EGFR
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(HER-1)’ dir. EGFR gen amplifikasyonun kétii prognoz ile iligkili oldugu bir¢ok
karsinomda gésterilmistir. Insan meme kanserlerinin %16-48” inde EGFR
overekspresedir. EGFR ekspresyonu, invaziv duktal karsinomda 6zellikle nod negatiflerde
kotii prognoz ile iligkilidir (69). ER negatif meme kanser hiicrelerinde ise dstrojenin
yapacagi biiyiime etkisi olmayacagi i¢in EGFR ayrica 6nem kazanmaktadir. EGFR
ekspresyonu steroid reseptor ekspresyonuyla ters iligkilidir. EGFR’ nin ekspresyon
seviyesindeki artis1 veya amplifikasyonu ER ile ters orantilidir. HER-2’ nin aksine EGFR’
nin artig1 ortamda ligand yoksa hiicrede uyar1 yapmaz. HER-2’ nin yer aldig1 dimer
kompleksleri, diger HER komplekslerine gore daha aktiftir. Dimerizasyon sonrasi
reseptorlerin TK’ lar1 fosforillenir ve boylece pek ¢ok enzimin baglanabilecegi bolgeler
ac18a cikar. Bunlara baglanan enzim ve proteinler bir sinyal ileti zincirini baslatir. ileti en
son niikleer transkripsiyon faktorlerine ulagarak proliferasyon, anjiyogenez ve apoptoz gibi
onemli olaylar1 tetikler (70-74).

EGFR tarafindan baslatilan en 6nemli iki yol PI3K ve MAPK’ dir. Bu sinyal ileti
yollar1 EGFR yolunu ¢esitli basamaklarda uyarabilir veya engelleyebilir. Birgok kanser
tiiriinde, EGFR sinyal ileti yolagiyla iliskili faktorlerin (ligand, protein, reseptdr gibi)
normalden fazla bulundugu, fonksiyonunun arttig1 veya yikiminin azaldigi gosterilmistir.
Bu da hiicrelerin proliferasyon, anjiyogenez, invazyon ve metastaz potansiyelini
arttirmaktadir. EGFR ileti yolunun fazla ¢calismasinin kotii prognostik bir faktor oldugu,
metastatik ve invaziv potansiyelin yanisira endokrin tedaviye direngle iliskili oldugu ve
daha az diferansiye ve daha yiiksek evreli tiimor gelisimine neden oldugu yoniinde
bildirimler mevcuttur. Ayrica, EGFR yolagi Siklin-D artisina da neden olur. Apoptozu
baskilayarak tiimor hiicrelerinin yasaminin uzamasina yol agar. Diger bir ifadeyle EGFR
aktivitesinde artis; hiicre siklusunun isleyisi, anjiyogenezin artisi, apoptozun ve tedaviye
yanitin azalmasiyla iligkilendirilmistir. EGFR’ nin gorev aldigi sinyal ileti yolag: sekil-5’
de gosterilmistir (73).
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Sekil-5 EGFR Sinyal Yolagi (73)

Reseptorlerin hiicre i¢i boliimleri hangi alt ileti yollarinin uyarilacagini belirler.
Ornegin HER-1" in hiicre i¢i kisminda PI3K igin baglanma bdlgesi olmadigindan diger
HER’ lere gore daha zay1f PI3K aktivasyonuna yol acar. Belli bash saptanan diger

yolaklar ve 6zellikleri asagida 6zetlenmistir.

2.5.2.2. Meme Kanserinde Onemli Sinyal ileti Yollari

2.5.2.2.1. Ras-Raf-MAP Kinaz Yolag:

Bu yolagin merkezi elemanlari, ¢ok sayida biiylime faktorii ve diger sinyal iletimi
molekiilii uyarimina yanit olarak aktive olan, MAP kinazlar denilen bir protein-
serin/treonin kinaz ailesidir. MAP kinazlar hiicrede biiylime, farklilasma, apoptoz ve
yapisal organizasyonda rol alirlar. Hiicre i¢i ve dis1 sinyallerle uyarilabilirler. MAP
kinazlar ilk olarak ERK ailesi {liyesi olarak tanimlanmigtir. ERK yolagi aktivasyonu Ras
olarak adlandirilan GTP bagl protein taratindan baslatilir. Ras aktivasyonu, bir protein-
serin/treonin kinaz olan Raf aktivasyonuna yol acar. Ayni zamanda Ras, MEK’ i (MAP

kinaz ya da ERK kinaz) fosforiller ve aktiflestirir. Bu da tirozin ve treonin kalintilarinin
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fosforilasyonuyla ERK” i (hiicre dis1 sinyalin diizenledigi kinaz) aktive eder. Aktif ERK,
transkripsiyon faktorii Elk-1" 1 fosforilleyecegi ¢ekirdege gider. Aktif Elk-1 ise SRE’ ye
baglanarak SRF ile bir kompleks olusturur ve gen uyarimi olur (75, 76).

Mutasyona ugramis aktif Ras proteinleri insan kanserlerinin %30’ unda
saptanmistir. Hedefe yonelik tedavilerde bu basamak arastirma konusu olmaktadir.
MAPK yolagi; mitojenler, biiytime faktorleri ve tiimor olusumunu kolaylastirict etkenlerle
aktive edilir. Diger Ras sistem yolaklari ise sitokinler, hormonlar ve ¢esitli uyaranlarla
uyarilirlar. Meme kanserinde EGFR yolagiyla ER arasinda kesigme noktasi olarak bu
sinyal ileti yolagi endokrin direncinin gelismesinde dnemli bir rol oynamaktadir. MAPK
yolag1 ER tarafindan aktive edilen bir kinaz yolagidir ve fosforile MAPK endokrin
tedaviye kisa siireli cevap ve kisa yasam siiresi ile iligkilidir (77). Sekil-6’ da Ras-Raf-
MAP Kinaz sinyal ileti yolag1 goriilmektedir.

et (PKG) Metastaz {ﬁ%@
CONTE 1
(ERK)

Apoptoz —|;

[ Hiiere coZalmas ]

Sekil-6 MAPK Sinyal Yolag: (78)

2.5.2.2.2. PI3K-Akt Yolag::

Ana hiicre i¢i sinyal iletimi yolaklarindan birisidir. PI3-kinaz enzimi ile baglatilan
hiicre sag kaliminin uyarilmasindan sorumludur ve protein tirozin kinazlar ya da G proteini
eslikli reseptdrler tarafindan aktive edilir. PI3K, dimerik 6zellikte olan diizenleyici bir p85
ile, ERBB reseptorii i¢in spesifik baglanma bolgesi iceren katalitik bir kinazdir. Malign
transformasyonun bir¢ok basamaginda etkilidir. Proliferasyon artisi, biiylime, invazyon,

metastaz, anjiyogenez ve hiicre sagkaliminin diizenlenmesinde gorev alir (79).
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PI3K; hiicre yiizeyindeki reseptorler (TK aktivitesi olanlar), tirozinle fosforillenmis
proteinler ve Ras proteini tarafindan aktive edilir (80, 81). PI3-kinaz, PIP; olusumu i¢in bir
zar fosfolipidi olan PIP,’ yi fosforiller. Bu da bir protein-serin/treonin kinaz olan Akt’ yi
aktive eder. Boylece Akt apoptozu diizenleyen ¢ok sayida protein fosforiller. Akt’ nin
hedefleri apoptoz baskilayicilaridir. Akt; Pdk1, Pdk2, Ras gibi proteinlerin aktive
edilmesinde rol oynar ve apoptoz (p21, p27, Nf-kB, Kaspazlar ve Bad) ve hiicre siklusunun
progresyonunda gorevli proteinlerin (Siklin-D ve EF2) fonksiyonlarin1 diizenler. Ek olarak
Akt, kendi hedef genlerinin hem transkripsiyonunu hem de translasyonunu diizenleyerek
apoptozu etkileyen bir diger protein kinazi (GSK-3) fosforiller. Bu yiizden PI3-kinaz/Akt
yolagi, bircok hedef yoluyla hiicre sagkalimini diizenler (82-84).

Akt2 ve Akt3 meme kanserinde tespit edilmistir (85, 86). AKT sinyal yolaginin
inhibisyonu, meme kanserinde endokrin tedavinin etkinligini arttirabilir. AKT aktivasyonu
ise metastatik meme kanserlerinde endokrin direncini indiikler. PI3K, EGFR sinyal ileti
yolunun bir alt yolagi olan Ras-Raf-MAPK ile de iligkilidir (87). PI3K, hiicrede Akt
araciligiyla proliferasyon, bilyiime, apoptoz gibi bir¢ok fonksiyonu diizenler. PTEN,
tirozin fosfataz olarak bilinen timdr baskilayici bir proteindir ve PI3K yolagindaki 3-
fosfoinozidleri yikar (88). Bircok kanser tiirlinde PTEN geninde olugan mutasyon veya
delesyon PTEN inaktivasyonuna, o da hiicrede PI3K birikimine neden olur. Boylece

hiicresel aktivasyon artar (89). Sekil-7" de PI3K sinyal ileti yolag1 goriilmektedir.
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Sekil-7 PI3K/AKT/mTOR Sinyal Yolag: (90)

2.5.2.2.3. JAK-STAT Yolag::

Jak-Stat yolu, dogrudan transkripsiyon faktorlerinin etkiledigi protein-tirozin
kinazlar ve transkripsiyon faktorleri arasinda siki bir baglanti saglar. Bu yolakta, protein-
tirozin fosforilasyonu transkripsiyon faktorlerinin yerlesimini ve fonksiyonlarini direkt
olarak etkiler.

Stat proteinleri, bir SH2 (fosfotirozin i¢eren dizilere baglanmasini saglayan
bolgeler) boliimii olan ve inaktif durumda sitoplazmada bulunan transkripsiyon
faktorleridir. Ligand baglanmasiyla bir reseptoriin uyarilmasi Stat proteinlerini devreye
sokar. Stat proteinleri, SH2 boliimleriyle Jak protein-tirozin kinazin sitoplazma boliimiine
baglanir ve fosforile olur. Fosforillenmis Stat proteinleri dimerize olur ve hedef genlerin
transkripsiyonunu aktive ettikleri ¢ekirdege tasinirlar.

Bu proteinler sinyalin giiclenmesi ve doniisiimiinde rol alirlar. Memeli
hiicrelerinde Stat proteinleri, 1-2-3-4-5a-5b-6 olarak adlandirilan bir aileye sahiptirler.
Normal hiicresel siirecte embriyonik gelisim, organogenez, immiin fonksiyon, hiicre
farklilagmasi, biiylime ve apoptozda gorevlidirler. Normal kosullarda aktivasyonlar1 gegici

ve kisa stirelidir. Statl, Stat3 ve Stat5 ozellikle kanser hiicrelerinde aktivasyonu saptanan
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(baz1 ¢aligmalarda Statl’ in tiimor baskilayici 6zellik gosterdigi bildirilmistir) proteinlerdir
(91-94). Meme gelisiminde ve karsinogenezinde Stat3 ve Stat5’ in dnemli rol oynadigi
savunulmaktadir (95). Stat ve Jak ailesi iiyelerini iceren Jak-Stat sinyal ileti yolag: sekil-8’

de goriilmektedir.

\

Sekil-8 JAK-STAT Sinyal Yolag: (96)

2.5.2.3. CERBB-2 (HER-2/Neu):
HER-2/Neu, diger ad1 ile CERBB-2 veya P185 olarak isimlendirilen bu onkogen 17.

kromozomda q12’ ye yerlesmis olup, protein iiriinii hiicre boliinmesi ve farklilagmasina
katilir. Meme kanserlerinin %25’ inde ERBB-2’ nin asir1 ekspresyonu tespit edilmistir
(27). Gen amplifikasyonu ve asir1 ekspresyon nedeniyle kanser patogenezine katilan bu
onkogen, meme kanserleri i¢cin dnemli bir prognostik belirteg olarak kabul edilmektedir
(97, 98).

In vitro calismalar, HER-2 overeksprese olan meme kanserlerinin biiyiik
cogunlugunda (%92) HER-2 gen amplifikasyonunun oldugunu gdstermistir. HER-2 gen
amplifikasyonu gosteren tiimorler kotli prognoz ile koreledir. Mevcut kanitlar, HER-2

amplifikasyonu/overekspresyonu ile 6zellikle nod pozitif hastalarda hastaliksiz ve genel
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sagkalimin azalmasi arasinda iliski oldugunu destekler. ERBB-2 aktivasyonu, D-tipi
siklinlerin ekspresyonu ile p21 ve p27 gibi siklin bagimli kinaz inhibitérlerinin
diizenlenmesini saglar (99, 100).

HER-2 over ekspresyonu genellikle daha agresif 6zellik gosteren, kotii prognoza
sahip, metastaz kapasitesi yliksek, standart kemoterapiye direngli, daha kisa stirede relaps
ile iligkili olabilen tiimorlerde goriilmektedir. HER-2 reseptorii overeksprese olan meme
tiimorlerinde, Her-2 proteinine yiiksek baglanma kapasitesine sahip bir monoklonal antikor
olan herceptin kullanilir. Son zamanlarda yapilan ¢aligmalarda HER-2 pozitif olan
metastatik meme kanserli hastalarda herceptin ile klinik olarak anlamli yararlar
saglanmaktadir. Ayrica meme kanserli hastalarda klinik denemeler sonucunda HER-2
pozitifligi ile tamoxifen ve diger endokrin tedavilerine yanit arasinda da 6nemli dlgiide
azalma oldugu gosterilmistir (101).

ERBB-2’ nin asir1 ekspresyonu hiicre dongiisti kontrol noktalarinin da bozulmasina
sebep olur. Ozellikle G1/S noktas1 ERBB-2’ ye bagli yolaklarla kontrol edilir. Bu
yolaklar Ras/ERK, p38MAPK ve PI3K’ dir (Sekil-9). Son yapilan ¢aligmalarda, ERBB-2’
nin hiicresel yolaklara ihtiya¢ duymadan niikleusa go¢ ederek transkripsiyon kompleksinin
bir pargasi olarak gorev yapip hiicresel fonksiyonlari yerine getirdigi one siirilmiistiir (102,
103).
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2.5.3. Steroid Reseptorleri

2.5.3.1. Ostrojen Reseptorii (ER), Progesteron Reseptorii (PR):

Meme dokusu ve kanserli hiicrelerin biiytime ve gelismesini dstrojen hormonu
saglar. Cogu meme kanseri dokusu bu hormonu hiicreye baglayacak reseptore sahiptir ve
bu tip hastalar endokrin tedaviye olumlu cevap verirler. Tiimoriin prognozu agisindan ER
tayininin daha giivenilir olmasi i¢in 6strojen ile diizenlenen PR protein diizeyine de bakilir.
Meme kanserinde bilinen prognostik faktorlerin en 6nemlisi, dstrojen reseptorii ve
progesteron reseptoriidiir. ER ve PR gen regiilasyonunda is goren reseptorlerdir. ER
ekspresyonu, endokrin tedaviye duyarlilikta giiclii bir belirleyici oldugundan meme
kanserinde siiphesiz ¢ok 6nemli bir biyomarkirdir (104).

Primer meme kanserlerinin ortalama %55-65" 1, meme kanseri metastazlarinin ise
yaklagik %45-50’ si Ostrojen reseptorii ihtiva ederken, primer ve metastatik meme
kanserlerinin yaklasik %45-60 1 progesteron reseptdriine sahiptir. Ostrojen pozitif
hastalarda tedaviye yanit %70 iken reseptor negatif hastalarda ise %5’ dir (105, 106).

Meme kanserli ER pozitif dokularda, PR de pozitif bulunur. Diisiik gradeli
timorlerde ER ve PR pozitiftir. Yiiksek gradeli timorler ise her iki reseptor i¢in negatiftir.
ER ve PR pozitifligi postmenopozal donemde, premenopozal donemden daha fazladir. PR
pozitif hastalar tedaviye iyi cevap verir ve niiks ortaya ¢ikanlarda klinik prognozun daha
iyi olacagi sdylenir. Hormona bagimli meme kanserlerinde ER ve PR’ niin aktivasyonu
normale gore daha fazladir. Hormona cevapsiz olanlarda, reseptorde bir mutasyon veya
reseptor kontroliindeki bir proteinin etkisi veya reseptor izoformlarinin farkli se¢iminden
kaynaklanan bir durum sézkonusudur (107-111).

ER pozitif tiimorler ER’ e ligandi olan dstrojenin baglanmasini engelleyen ajanlarla
tedavi edilebilir. Ancak tiimor bu ajanlara kars1 direng gelistirebilir. Genelde bu direng
gelisimini takiben EGFR ve ERBB-2 (HER-2/Neu) tarafindan kinaz yolaklarinin
uyarilmasi goriiliir. Hormon reseptorlerinin pozitifligi, hormon tedavisi ve kemoterapiye
cevap ile iligkili oldugundan meme kanserlerinde tedavinin diizenlenmesi i¢in dstrojen ve
progesteron reseptorlerinin belirlenmesi giiniimiizde standart bir ¢aligmadir. Normalde,
ER ve PR pozitif olan meme kanserinin tamoksifene yanit verme olasiligi % 80’ ler
civarindayken, ER pozitif ancak PR negatif olan tiimoérlerde bu oran %40’ lara kadar

diisebilir. ER ve PR, onkogen veya tiimor baskilayict gen siniflarina dahil edilemezler
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ancak meme kanserinin hem bagslangicinda hem de ilerlemesinde araci rol oynadiklarindan

kanser genleri gibi diisiiniilebilirler (55).

2.5.4. Meme Kanserinde Etkili Tiimor Baskilayic1 Genler

Timor gelisiminde rol oynayan ikinci temel mekanizma tiimor baskilayici genlerin
inaktivasyonudur. Tiimdr baskilayici genler, hiicre ¢ogalmasini ve tiimor gelisimini
baskilayici yonde etki eder. Bir¢ok tiimor bu genlerde olusan hasar veya delesyonlar
nedeniyle genin iglevini yitirmesi sonucunda ortaya ¢ikar. Tiimdr baskilayici genler
tarafindan sentezlenen proteinler hiicredeki 6nemli efektor proteinlere baglanarak bunlarin
islevini engeller. Baskilayici proteinin sentezlenememesi veya inaktivasyonu, baglandigi

proteinin serbest kalarak aktivitesini slirdlirmesi ile sonuglanir.

2.54.1. TP53:
P53, TP53 geni tarafindan kodlanir. 17. kromozomun p13-1 bolgesine lokalizedir.

11 ekzondan olugmakta olup 20kb’ 1 kapsamaktadir. Sirasiyla p63 ve p73’ i kodlayan,
TP63 ve TP73 genlerinin de dahil oldugu biiyiik 6l¢lide korunmus gen ailesi sinifina aittir
(112). P53 geninin her iki alleldeki kaybi (heterozigotluk kayb1) veya nokta mutasyonlari
cesitli timorlerde ve meme kanserlerinde gosterilmistir. Dokuda mutant P53 pozitifliginin
tespiti %80-90 oraninda meme kanserlerini dogrular. Meme kanserlerinin %20-30’ unda
da P53 inaktivasyonu gozlenir.

Meme kanserlerinde P53’ iin yaklasik %60’ inin nokta mutasyonu seklinde
bulundugu ve P53 geni mutasyonlarina bir¢ok kanser tipinde kimyasal kanserojenlerin
neden oldugu ileri siiriilmistiir (113-116).

Meme kanserlerinde 17p’ nin kaybi ile malign histopatolojik 6zellikler arasinda
yakin iligki vardir (113-116). Meme kanserlerinde asir1 p53 protein {iretimi kotii prognoz
icin bir indikatordiir. Meme kanserlerinde yapilan ¢alismalar, P53 ekspresyon diizeyi ile
yiiksek tiimor derecesi, yiiksek proliferasyon indeksi, aneploidi ayrica ER ve PR yoklugu
arasinda yakin iligki oldugu fikrinde birlesilmistir. Bu parametreler kisa omiir ile iliskili
oldugundan P53 pozitifligi kotii prognoz ile de yakin iligkilidir. Teshis sirasinda lenf nodu
metastazina sahip olanlar kadar genelde tiim hastalarda kisa yasam siiresi ve hastaligin
gozlenmedigi araliklar ile P53 ekspresyon diizeyi arasinda prognostik bir anlamlilik

bulunmustur (116).
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P53 mutasyonlarinin tespiti in situ’ dan invaziv karsinomaya gecis i¢in bir belirteg
olarak kullanilabilir. In situ duktal karsinomlarda P53 mutasyonu belirlenmedigi, buna
karsilik meme karsinogenezinin erken evrelerinde P53’ iin mutasyona ugradigi
bildirilmistir. P53 mutasyonlarinin invaziv meme kanserlerinin gelisiminden Once ortaya
ciktig1, ozellikle yiiksek histolojik dereceli DCIS’ de hastaligin 6nlenmesi ve tedavisi igin
onemli bir belirte¢ oldugu ileri siiriilmektedir. Primer meme kanserli vakalarda P53
ekspresyon diizeyi %15 oraninda pozitif saptanmis, ER negatif meme kanserli vakalarda
ise P53 ekspresyon seviyesi anlamli olarak yiiksek bulunmus ve P53’ {in meme kanserinin
prognozundaki énemi belirtilmistir (115). Primer meme kanserli 6rneklerde %52’ ye varan
P53 mutasyonu ya da p53 protein over ekspresyonu gozlenmesi ve P53’ {in 6zellikleri ile
ilgili bilgilerin artmasi ile son yillarda P53 kullanimina y6nelik ¢alismalar ortaya ¢ikmistir.
Yapilan bu ¢aligmalarda hastaligin ilerlemesi, hastalik sonucu, tedaviye yanit, timdr
gelisimi ile mutant P53 ekspresyonu arasindaki iligkilere bakilarak P53’ iin potansiyel bir

biyomarkir olarak kullanilabildigi belirtilmektedir (112).

2.54.2. PTEN:
PTEN geni, bir¢ok insan tiimor tipinde heterozigosite kaybi siklig ile karakterize

bir genomik bdlge olan 10g23.3 kromozomal bandi iizerinde lokalize, 403 aminoasit igeren
bir tiimor baskilayict gendir. PTEN geninin somatik delesyon ve/veya mutasyonlar1 bazi
tiimor tiplerinde oldukga sik olarak goriiliirken bazi tiimor tiplerinde ise daha az siklikla
goriilmektedir. Somatik mutasyonun sik olarak goriildiigii timorler; endometrium kanseri
(6zellikle endometrioid tip), malign melanom, meme kanseri, ileri evre glioblastoma,
metastatik prostat kanseri, tiroid ve bobrek kanserleridir. Somatik mutasyonlar sporadik
gelisen meme kanserlerinde nadir goriilmekle birlikte PTEN genindeki germline
mutasyonlar meme kanserine neden olmaktadir (27).

Literatiirde bildirilmis ¢esitli neoplazilerdeki PTEN mutasyonlarinin derlendigi bir
calismaya gore, genetik anomalilerin basinda frameshift ve missense mutasyonlar ile
homozigot gen kayiplar1 gelmektedir (117). Depowski ve arkadaslarinin (118)
caligmasinda, primer meme karsinomlu 151 hastada (ortalama yas 62)
immiinohistokimyasal yontemle Pten protein ekspresyonu degerlendirilmis ve sonuglar
klinikopatolojik parametrelerle korele edilmistir. Ortalama takip siiresi 56 ay (1-169 ay)
olan tiim grupta vakalarin 73’ iinde (%48) Pten protein ekspresyonunda kayiplar
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saptanmustir. Istatistiksel analizlerde, hastaliga bagl 6liim ile evre, lenf nodu metastazi ve
PTEN ekspresyon seviyesindeki diisiis arasinda korelasyon belirlenmistir. Pten protein
ekspresyonunda kayip ise lenf nodu tutulumu ve dstrojen reseptor kaybi ile korelasyon
gostermistir. Bose ve arkadaglarinin (119) yiiriittigl bir baska ¢alismada ise,
immiinohistokimyasal olarak PTEN genotip molekiiler durumu bilinen 34 invaziv ve 18 in
situ meme karsinomlu vakada Pten protein ekspresyonuna bakilmis, invaziv meme
karsinomlu hastalarin %38’ inde, in situ kanserli hastalarin ise %11’ inde Pten protein
ekspresyon diizeyinde azalma ya da kayip saptanmistir. Ekspresyondaki azalmanin evre 2
ve evre 3 tiimorlerde en sik oldugu goriilmiistiir. Bu ¢aligma ile ileri evre meme
kanserlerinde, PTEN ekspresyonunda azalma oldugu goriisii ileri stiriilmistiir (119).

PTEN, hiicre biiylimesi ve apoptoz i¢in gerekli sinyal yolaklarin1 diizenlemede
onemli rol oynar. Bu diizenlemeyi embriyonik gelisimde ve kanser biyolojisinde rol
oynayan integrin fonksiyonlarini negatif olarak diizenleyerek yapar. PTEN, meme kanseri
hiicre hattinda ise biiylimeyi P13K sinyal yolunun downregiilasyonu ile baskilamakta,
oncelikle hiicre siklusu progresyonunda duraklamaya, ardindan hiicre 6liimiiniin
indiiksiyonuna yol agmaktadir. Weng ve arkadaslarinin (120), MCF-7 meme kanseri hiicre
hattinda mutant PTEN ekspresyon sonuglarini inceledikleri bir arastirmada, PTEN
genindeki asir1 ekspresyon varliginda hiicre biliyiimesinde baskilanma goriilmiistiir.
Biiyiimenin baskilanmasi erken donemlerde G1 fazinda duraklamaya bagh iken, ileri
donemlerde hem G1 fazindaki duraklamaya hem de hiicre 6liimiine bagli oldugu
saptanmistir. Ayni zamanda biiyiimenin baskilanmasi 6ncesi Akt fosforilasyonunda
azalma izlenmistir (120).

Son yillarda yapilan ¢aligmalarda meme kanserlerinde Pten protein
ekspresyonunda %38 azalma veya kayip gézlenmistir (27). Bu ekspresyon azalmasinin

miRNA"’ lar ile baglantili olabilecegi diistiniilmiistiir (121).

2.5.4.3. FHIT:
Fragile histidine triad (FHIT) geni 3p14.2 kromozom bolgesinde lokalize olan bir

tiimor baskilayict gendir. Meme kanserini de i¢ine alan ve sik goriilen pek ¢ok kanser
tipinde genellikle delesyonlar ile inaktive olmaktadir. Bu genin iiriinii olan Fhit
proteininin, hiicre dongiisii ve apoptoz gibi dnemli hiicresel olaylar ile iligkili oldugu ve

ilgili genin baz1 kanserlerde erken donemde bazilarinda ise kotii prognoz ile
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iliskilendirilerek ileri evrede inaktive oldugu gosterilmistir. Meme kanserinin invaziv ve
metastatik karakter kazanmasinda FHIT geninin olduk¢a 6nemli oldugu ve kotii prognozla
iligkili oldugu bilinmektedir (122).

FHIT geni, 6zellikle ¢cevresel karsinojenlere maruziyetten olusan tiimorlerde
inaktive olmaktadir. Bu tip tiimdrlerin basinda akciger kanserleri gelmektedir. Ozellikle
akciger kanserleri basta olmak iizere meme kanserleri, kolorektal kanserler, gastrik
kanserler, ovaryum kanserleri, bobrek tiimorleri, 16semiler gibi ¢cok sayida tlimérde bu
genin inaktivasyonu bilinmektedir. Meme kanserleri ile ilgili olarak gerceklestirilen FHIT
genindeki inaktivasyon ¢alismalart meme kanserlerinde bu genin %30-35’ ler civarinda
inaktive oldugunu ortaya koymus bulunmaktadir. Bu oran, bir hastaligin genetik olusum
mekanizmasi i¢in azimsanmayacak anlamli bir orandir. FHIT genindeki degisimleri
arastiran bazi ¢aligmalar akciger, 6zefagus ve meme kanserlerinde bu degisimlerin kanser
gelisiminin oldukga erken safthasinda meydana geldigini belirtirken, digerleri bu
degisimlerin meme, serviks ve endometrium kanserlerinde ileri evrede meydana geldigini

ve tiimoriin agresif davranisi ile iliskili oldugunu belirtmislerdir (123-128).

2.5.4.4. RBI1:
Retinoblastoma geninin (RB1) {iriinii Rb proteini, kromozom 13q14.1° de lokalize

olup, transkripsiyonel aktivasyon yoluyla BRCAI geninin ekspresyonunu diizenler. Rb
fosforilasyon durumuna bagli olarak hiicre dongiisiiniin G1/S kontrol noktasin1 denetler.
RB1 geninde mutasyonlardan dolay1 bu tiimor baskilayict genin her iki allelinin
inaktivasyonu kalitsal ve sporadik retinoblastomada tespit edilmektedir. RB1 mutasyonlari,
sporadik gelisen meme kanserlerini de igeren pek ¢ok kanserde ortaya ¢ikmaktadir.
Ozellikle bazal benzeri meme kanserinde tiimor baskilayict RB1” in kaybi s6zkonusudur

(129, 130).

2.6. Ailesel Meme Kanseri ve Yatkinhk Genleri

Meme kanserleri kalitsal ya da sporadik olabilir. Hastalarin biiylik cogunlugu
sporadik vakalar olmasina ragmen yaklasik %5-10 oraninda kalitsal nedenli ailesel meme
kanserleri ortaya ¢ikmaktadir. Ailesel meme kanseri olusumundaki etkisi en iyi
arastirtlmis olan genler BRCAI ve BRCA2’ dir. BRCAI geni DNA hasarlarinin

taninmasinda ve sinyal cevabin olusturulmasinda rol alirken, BRCA2 geni homolog
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rekombinasyonda ve hiicre dongiisii kontrol noktalarinda DNA hasarlarina kars1
transkripsiyonel cevap olusumunda gorev almaktadir. Germline mutasyonlar nedeni ile bu
genlerde fonksiyon kayiplar1 ortaya ¢ikmakta, buna bagh olarak kalitsal meme ve ovaryum
kanseri sendromlar1 gelisebilmektedir. Germline mutasyon tasiyicist olan kadinlarda
yasam boyu meme kanseri gelisme riski %50-85 iken, ovaryum kanseri gelisme olasilig1
ise %12-60 olarak bildirilmektedir (131).

BRCAI (kromozom 17q) ve BRCA2 (kromozom 13q) genlerindeki mutasyonlar
otozomal dominant kalitmli meme-over kanserine neden olmaktadir. Ayrica pankreas
(BRCA2), erkekte meme kanseri (BRCA2) ve prostat kanseri riski de artmaktadir
(BRCA1/2). BRCAI1/2 gen mutasyonlariin kalitsal meme kanseri vakalarinin yaklagik
%30’ undan sorumlu oldugu tahmin edilmektedir. Li- Fraumeni sendromu, Cowden
sendromu, Peuzt-Jeghers sendromu da kalitsal meme kanserine yol agmaktadir. Diger
yandan ovaryum kanseri Lynch sendromu ile iligkili olarak da ortaya ¢ikabilir. Ancak
bunlar ¢ogu kez bagka kanserler ve kanser disi bulgularla birliktelik géstermektedir. Bu iki
gen, genomik instabiliteden sorumlu tiimdr baskilayici genlerdir.

BRCAI mutasyonu tastyicilarinda gozlenen meme tiimdorlerinde genellikle sporadik
vakalardan farkli histopatolojik 6zellikler goriilmektedir. BRCAI mutasyonuna sahip
kadinlarda gelisen meme kanserleri karakteristik olarak erken yasta goriilme 6zelligine
sahiptir. Bu tip kanserler, genellikle triple negatif veya invaziv duktal karsinoma tipinde
olup, yliksek dereceli histopatolojik 6zellik gosterirler. Prognozlari da kétiidiir. Patolojik
incelemede ise bu tiimdrler 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. BRCA2 mutasyonu tastyicilarinda saptanan tiimdrlerin ise patolojik
ozellikleri cogunlukla sporadik gelisen meme kanserli vakalara benzemektedir (125).

Askenazi Yahudileri ve Ruslar gibi etnik kokeni farkli bazi kapali toplumlarda ise
BRCAI ve BRCA?2 genlerinde popiilasyona 6zgii germline mutasyonlar belirlenmistir. Dini
ve kiiltiirel bariyerlerle birbirlerinden ayrilabilen bu gibi toplumlarda yiiksek siklikla
gbzlenen bu mutasyonlar diger toplumlarda ¢ok daha diisiik oranda goriilmektedir.

Yapilan arastirmalara gore, bat1 toplumlarinda BRCAI ve BRCA2 genlerindeki mutasyon
oranlar1 %11.7-33 arasinda degismektedir. Tiirk toplumunda ise bu oran yaklasik %10

olarak belirlenmistir (132-139).
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2.6.1. BRCAI Geni ile iliskili Meme Kanserleri

BRCAI, timdr baskilayici bir gendir ve kromozom 17q21° de lokalizedir. BRCAI
geni 24 ekzondan olusmakta olup, 1853 aminoasitten olusan bir protein kodlamakta ve
otozomal dominant gegis gostermektedir. Bu protein DNA replikasyonu, DNA ¢ift zincir
kirilmalarinin onarimi, transkripsiyon regiilasyonu, hiicre dongiisii kontrolii, kromatin
yeniden bi¢imlenmesi gibi bir¢ok hiicresel isleve sahiptir. Bu gendeki mutasyonlar
yalnizca meme ve ovaryum kanserine neden olmamakta ayrica serviks, endometrium, tuba,
periton, mide, karaciger ve prostat kanseri gelisimine de yatkinlik olusturmaktadir.
Histopatolojik olarak bu tiimdrler siklikla yiiksek dereceli invaziv duktal karsinom
morfolojisindedir.

Immiinohistokimyasal incelemelerde bu tiimérlerde genellikle dstrojen ve
progesteron reseptorleri negatiftir. Yiiksek histolojik derecelerine ragmen ERBB-2 ile
boyanma gostermezler. DNA mikroarray ¢aligmalari bu tlimorlerin dstrojen reseptorii
negatifligi ve bazal sitokeratin (CK5/6, CK 14) pozitifligi ile karakterli “bazal tip”
molekiiler fenotipte oldugunu gostermistir. BRCA/ ile iliskili meme kanserlerinde P53 gen

mutasyonlart da daha yiiksek oranda goriilmektedir (132-139).

2.6.2. BRCA2 Geni ile fliskili Meme Kanserleri

BRCA?2 geni, 13. kromozomun uzun koluna yerlesmis olup, 27 ekzondan olugsmakta
ve 3418 aminoasitten olusan bir protein kodlamaktadir. DNA c¢ift zincir kirilmalariin
onarimi, traskripsiyon regiilasyonu, hiicre dongiisii kontrolii gibi BRCA! geni ile benzer
islevlere sahiptir. BRCA2 gen mutasyonlart BRCAI genine benzer sekilde meme ve
ovaryum kanseri riskini artirirlar. Ancak BRCA2 geni BRCAI genine gore ovaryum
kanseri gelisiminde daha diisiik riske sahiptir. Ayrica BRCA?2 ile iliskili meme kanserleri
erkeklerde de goriilebilir.

BRCA?2 geni ile iligkili meme karsinomlarinin patolojik 6zellikleri ile ilgili farkli
calismalar bulunmaktadir. Bazi ¢alismalar bu tiimorlerin, diistik histolojik dereceli ve
invaziv lobiiler ya da tiibiile lobiiler morfolojide olma olasiliginin yiiksek oldugunu
belirtmislerdir. Bu tlimoérlerin ¢ogunlukla klasik tip invaziv duktal karsinom
morfolojisinde ve sporadik gelisme gdsteren tlimorlere gore ileri evreli oldugu

belirlenmistir (132-139).
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2.6.3. BRCAI ve BRCA2 Mutasyonuna Sahip Hastalarda Meme Kanserinin

Ozellikleri

BRCAI ve BRCA?2 genlerinden herhangi birinde mutasyona sahip hastalarda ortaya
cikan meme kanserleri, sporadik gelisen meme kanserlerinden ve BRCA ile iligkisi
olmayan ailesel meme kanserlerinden morfolojik, immiinofenotipik ve molekiiler
farkliliklar gosterirler.

BRCAI karsinomlarmin ¢ogu yiiksek dereceli, yiiksek proliferasyon indeksine
sahip, ER ve HER-2 negatif bir alt tip olan bazal hiicre fenotipindedir. BRCA2
karsinomlarinda ise bu fenotip nadirdir. Sporadik kontrollere gore daha ileri evrelidirler
fakat daha fazla oranda ER ve PR pozitiftir. Ayni zamanda tiim BRCA 1/2 karsinomlarinda
BRCA1/2 heterozigosite kaybi goriiliir (140). BRCA! ile iliskili meme kanserlerinin, bu
genetik degisime sahip olmayan hastalardaki kanserlerle karsilagtirildiginda daha siklikla
mediiller karsinomalar, atipik mediiller karsinomalar ve yliksek gradeli invaziv duktal
karsinomalar olduguna dair genel bir fikirbirligi vardir. BRCAI mutasyonu ile iligkili
kanserler, sporadik meme kanserlerinden daha fazla belirgin yiiksek mitotik aktiviteye,
daha fazla lenfositik infiltrasyona sahiptirler (141). Bunlara ek olarak, BRCA1 ile iliskili
tiimorlerde, sporadik gelisen meme kanserlerine gore daha siklikla andploid durum
sozkonusudur. Daha az siklikla dstrojen ve progesteron reseptorii pozitiftir ve daha fazla
p53 proteini aktivasyonu gosterirler (141).

Bazi arastirmacilar BRCA2 geni ile iligkili kanserlerin daha yiiksek histolojik evreli
olma egiliminde oldugunu rapor ederken diger arastiricilar kontrol gruplartyla
karsilastirildiginda histolojik derecede belirgin bir fark bulamamusglardir (142, 143).
Yapilan bir ¢alismada, BRCA1 ve BRCA2 mutasyonlu meme karsinomlar1 karsilastirilmas,
uygulanan 37 immiinohistokimyasal belirleyiciden 15° inde ekspresyon seviyelerinde
belirgin degisiklikler tespit edilmistir. P53, aktif kaspaz 3, vimentin ve sitokeratin 5/6
ekspresyonu, BRCA?2 karsinomlarindan ¢ok BRCA I karsinomlarinda saptanmistir. BRCA 1
karsinomlarinin aksine BRCA2 karsinomlarinin daha yiiksek oranda ER, PR, MDM2,
Siklin-D1 ve Siklin-D3, CDK4 ve CDKI, apoptotik belirleyici BCL-2 ve luminal
belirleyici CK8’ i eksprese ettikleri belirlenmistir (144).
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2.7. miRNA’ lar

Insan genomunda yer alan DNA’ nin biiyiik bir bdliimii, RNA kodlamasina ragmen
bu genomun ¢ok kii¢iik bir miktar1 (yaklasik olarak %]1.5) fonksiyonel proteinlerin
sentezlenmesinde kullanilmaktadir. Yakin zamana kadar genomun geri kalan kisminin ¢ok
az onem igerdigi diisiiniilmekteydi. Fakat bu goriig, kodlanmayan kiiciik RNA
molekiillerinin kesfi ile ortadan kalkmistir. Bu grup i¢ine giren miRNA’ lar, RNA’ larin
protein kodlamayan (non-coding) dizileri olarak adlandirilmaktadir. Arastirmacilar
miRNA’ larin hiicresel birgok temel islevin diizenlenmesinde gorev aldigini, bununla
birlikte, hiicrede miRNA ekspresyonunun normal seviyelerinin disina ¢ikmasinin
insanlarda kanser gelisimi ile baglantili oldugunu rapor etmiglerdir (145).

2000’ 1i yillardan sonra yapilan kanser aragtirmalarinda miRNA (miRNA)
molekiillerinin 6neminden bahsedilmeye baslanmistir. miRNA’ larin; hiicre
proliferasyonu, hiicre farklilagsmasi, strese karsi cevap, apoptoz, 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 ifade
edilmektedir. Boylece, miRNA’ larin tiimdr gelisiminde hem onkogen hem de tiimor

baskilayici fonksiyon gosterdikleri ortaya ¢ikmustir (13).

2.7.1. miRNA’ larin Yapisi ve Kesfi

miRNA’ lar, yiiksek seviyede korunan DNA bdlgelerinden kodlanan fakat proteine
translasyonu gergeklesmeyen, kiigilk RNA molekiilleridir (146). miRNA, fonksiyon olarak
gen ekspresyonunun post-transkripsiyonel diizenlenmesinde rol oynayan, yaklasik olarak
18-24 niikleotit uzunlugunda, tiim 6karyotik hiicrelerde bulunan, tek iplik¢ikli bir RNA
molekiil ¢esididir. Pri-miRNA olarak adlandirilan primer transkriptler islenerek, 6nce pre-
miRNA adli kisa sap-ilmik yapilarina, sonra da fonksiyonel miRNA’ ya déniisiirler. Insan
genomunda miRNA’ lar1 kodlayan yiiksek seviyede korunmus yiizlerce gen bolgesi
kesfedilmistir. Bugiine kadar insan genomunda 1048 adet miRNA tanimlanmistir
(http://www.mirbase.org/cgi-bin/browse.pl).

flk miRNA, Lee ve arkadaslar1 (147) tarafindan 1993 yilinda Victor Ambros
Laboratuvar1’ nda kesfedilmis olup, mikroRNA terimi 2001 yilindan itibaren kullanilmaya
baslanmistir (148). Lee ve arkadaslar1 1993 yilinda yuvarlak solucan olan Caenorhabditis

elegans’ 1 gen igerigi bakimdan taramislar, lin-4 olarak adlandirdiklari genin higbir protein
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kodlamamasina karsin 22 niikleotit uzunlugunda kiigiik bir RNA transkribe ettigini rapor
etmislerdir (147). 2000 yilinda Reinhart ve arkadaslar1 (149) C.elegans’ da 22 niikleotit
uzunlugunda, let-7 olarak adlandirilan, canlinin gelisim zamanlamasini diizenleyen farkli
bir miRNA kesfetmislerdir. Let-7’ nin insanlar1 da i¢ine alan tiirler arasinda da korunmus
oldugu kesfedilmis olup (150), bu durum let-7’ nin 6nemli bir biyolojik fonksiyona sahip
oldugunu gostermistir. Daha sonraki yillarda lin-4 ve let-7" ye benzeyen bircok kiiciik
RNA molekiilii, hemen hemen biitiin ¢ok hiicreli organizmalarda kesfedilmis ve

mikroRNA’ lar olarak isimlendirilmistir (151).

2.7.2. miRNA’ larin Olusumu

miRNA” lar, birbirini izleyen {i¢ adimlik islem siireci sonucunda meydana gelir. ilk
adimda miRNA genlerinden primer miRNA (pri-miRNA)’ larin transkripsiyonu
gergeklesir. Ikinci adimda pri-miRNA’ lar prekiirsér miRNA (pre-miRNA)’ lara niikleus
icinde déniistiiriiliir. Uciincii ve son adimda olgun miRNA’ larin sitoplazma icinde
olusumu gergeklesir (152).

miRNA’ lar, primer transkript olarak RNA polimeraz II enzimi tarafindan genomik
DNA’ dan sentezlenir. Pri-miRNA (500-3000 baz), “cap’’ ve “poli A” kuyruguna sahip
sap-ilmik yapisindadir. Cekirdekte pri-miRNA, RNAaz III enzim ailesinin bir
endoniikleazi olan Drosha ve kofaktorii Pasha (DGCRS), tarafindan yaklasik olarak 70
niikleotid uzunlugunda olan pre-miRNA’ ya doniistiiriiliir (153). Bir niikleaz olan Drosha
ile ¢ift iplikli RNA baglayici bir protein olan Pasha’ nin olusturdugu komplekse
mikroiglemci kompleks ad1 verilir (154).

Pre-miRNA molekiilii bir niiklear tagima reseptorii olan Exportin 5 ve niiklear bir
protein olan RAN-GTP’ ye bagimli sekilde sitoplazmaya tasinir (155). Sonrasinda, pre-
miRNA’ lar sitoplazmada RNAaz III enzim ailesinden Dicer adl1 endoniikleaz ile kesilerek
18-24 niikleotid uzunlugunda ¢ift zincirli miRNA: miRNA dubleksine ¢evrilir (156).
Dicer, ayn1 zamanda RNA ile tetiklenmis susturma kompleksi (RISC) olusumunu baslatir
(157). Dicer, pre-miRNA’ nin sap-ilmigini kestikten sonra, miRNA: miRNA dubleksinden
sadece biri RISC kompleksine dahil olur. RISC kompleksinin i¢inde yer alan bir RNAaz
olan Argonaute’ 1n etkisiyle bu iki iplikten 5’ ucu daha kararl olani secilip komplekse
dahil edilir. Bu iplik kilavuz iplik olarak adlandirilir. Diger iplik, anti-kilavuz veya yolcu
iplik olarak adlandirilir ve RISC kompleksinin substrati olarak sindirilir (Sekil-10).
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miRNA’ lar, aktif RISC kompleksine entegre olduktan sonra, ya argonaute proteinleri
yardimiyla mRNA’ nin yikimina ya da protein translasyonunun baskilanmasina neden

olurlar (158).
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Sekil-10 miRNA’ larin Biyogenezi, Islenmesi ve Olgunlasmasi: ilk olarak, niikleus
icerisindeki miRNA geninin transkripsiyonu gerceklestikten sonra sap-ilmik yapisinda primer transkript (pri-
miRNA) olusur. Drosha ve kofaktorii Pasha, pri-miRNA’ y1 belirli bolgelerden keserek daha kisa yapidaki
pre-miRNA’ ya doniistiiriirler. Pre-miRNA molekiilii, Exportin 5 ve RAN-GTP’ ye bagimli sekilde
sitoplazmaya tasinir. Pre-miRNA’ lar sitoplazmada Dicer tarafindan kesilerek ¢ift zincirli miRNA’ ya
cevrilir. Daha sonra RISC kompleksinde yer alan Argonaute proteini, daha kararli olan ipligi secerek RISC
kompleksine dahil eder. Tek zincirli miRNA” y1 igeren aktif haldeki RISC kompleksi baz ¢iftlesme 6zelligi
ile mRNA’ ya baglanarak translasyonunun inhibisyonuna veya mRNA’ nin yikimina neden olur (159).
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2.7.3. RISC Yapisinin Olusumu

Olgun miRNA" lar islevlerini gerceklestirmek i¢in baska proteinlere de ihtiyag
duyarlar. Bu proteinlerle birlikte RNA ile tetiklenen sessizlestirici komplek olan RISC’ i
olustururlar. Bu yapidaki tanimlanmis proteinler Argonaute ailesi proteinleridir. Olgun
miRNA bu yapiya katilirken tek zincir haline gecer. Argonaute protein ailesinin liyeleri iki
domain igerir. Bunlardan Dicer’ a benzeyen PAZ domaini, tek zincir RNA’ nin 3’ ucuna
baglanir. Yapilan calismalar Argonaute proteinlerinin hedefi kesen endoniikleazlar

oldugunu gostermektedir (160, 161).

2.7.4. Pre-miRNA’ nin Yapisi

Pre-miRNA farkl1 gorevleri olan birimlerden olusur (162). Bu birimler:
Cekirdek bolgesi

(Cekirdegin disinda kalan olgun miRNA bélgesi (MIR")

Olgun miRNA ile baz eslesmesi olusturan gévde bolgesi (MIR*)
Olgun miRNA (MIR) ve MIR* kapsamayan govde bolgesi

[Imek bolgesi (Sekil-11)

A

MIR*

ilmek

qovide
MIR ve MIR* disinda

MIR
Sekil-11 Pre-miRNA Yapisi (162)

Cekirdek bolgesi miRNA’ nin 5 ucundaki 2-8 niikleotitleri arasindaki bolgedir. Bu

bolge mRNA’ y1 tantyarak baz eslesmesi olusturan bolge oldugu igin ayri bir Sneme

sahiptir (160, 162, 163).
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2.7.5. miRNA’ larin Fonksiyonu

Olgun miRNA’ lar hedef genlerin ekspresyonunu azaltarak protein sentezinin
diizenlenmesine katilirlar. miRNA’ lar kendi niikleotid dizilerine komplementer hedef
genleri tanima 6zelligine sahiptir. miRNA; RISC ile kompleks olusturur, baz ciftlesme
ozelligi ile mRNA’ ya baglanir ve sonrasinda protein translasyonunun inhibisyonuna
ve/veya mRNA’ nin yikimina neden olur (146).

miRNA, hedef mRNA’ nin 3’ ucundaki translasyona ugramayan bolgeye UTR veya
hedef mRNA’ nin Open Reading Frame (ORF) bolgesine baglanir. miRNA kompleksinin
mRNA baglanma bolgesine baglanmasi kusurlu, tam olmayan, eksik komplementerligi
ithtiva eder ve translasyonun baskilanmasi ile sonuglanir (164). ORF bolgesi i¢ine baglan-
ma ise kusursuz, tam komplementerligi gosterir ve Argonaute2 tarafindan mRNA’ nin
yikimi ile sonuglanir. Ayrica, miRNA’ larin her birinin birden fazla mRNA’ nin
ekspresyonunu diizenleyebildigi ve mRNA’ larin her birinin de birden fazla miRNA

tarafindan hedeflenebildigi goriilmektedir (165).

2.7.6. miRNA’ larin Calisma Prensipleri

miRNA’ lar post-transkripsiyonel olarak gen ekspresyonunu kontrol eden
molekiillerdir. mRNA’ larin 3° UTR bdélgeleriyle baz eslesmesi yaparak bu mRNA’ larin
degredasyonunu saglar veya traslasyona ugramalarini engellerler (Sekil-12). Aslinda
miRNA’ lar sadece hedefi bulan ve miRISC yapisini hedefe yonlendiren molekiillerdir.
Asil mRNA degredasyonunu veya translasyonun durmasini saglayan RISC yapisini

olusturan diger proteinlerdir (161).

=5 niikleotit kiiprii

p KOPH <

-

cekirdek

3" tamamlayic b s
bilgesi

Sekil-12 miRNA ve mRNA’ min 3" UTR Bolgesinin Baz Eslesmesi (161)
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Hiicrede bilinen mRNA’ larin yaklasik %30’ unun bu miRNA’ larin hedefi oldugu
bilinmektedir (9). Bu bilgiye dayanarak miRNA’ larin bir¢ok hiicresel olayda gorevli
oldugunu soyleyebiliriz. miRNA’ lar ilk olarak gelisim ve farklilasmadaki rolleriyle ortaya
¢ikarilmistir. Giinlimiizde kanser dahil bir¢ok hastaligin gelisimi ve ilerlemesinde

miRNA’ larin rollerinin oldugu yapilan ¢alismalarla gosterilmistir (160).

2.8. miRNA ve Kanser

Gilintimiize kadar farkli kanser tiplerinde miRNA ekspresyon diizeyindeki
degisiklikleri tanimlayan bircok ¢alisma gergeklestirilmistir. Hangi miRNA’ nin hangi
mRNA’ y1 hedef bdlgesinden tanidig1 tam olarak bilinmemekle beraber bazi genel
ozellikler tanimlanmistir (166). miRNA tarafindan baglanan sekans motif, transkriptin 3’
UTR boélgesinde, mRNA’ nin protein kodlayan bolgesi ile poli (A) kuyrugu arasinda
bulunur (167). miRNA’ larin ve onlarin hedefleri olan mRNA’ larin sekanslar1
karsilastirildiginda, miRNA’ nin 2-8. niikleotidlerinin, mRNA komplementer sekansini
tanimada gorevli ¢ekirdek bolge oldugu goriilmiistiir (168, 169). miRNA’ nin merkez
bolgesi (6zellikle 10 ve 11. niikleotidler) cogunlukla mRNA ile daha az komplementerdir.
Bununla birlikte, miRNA’ nin 3” bolgesi daha az ya da daha fazla spesifite ile mRNA’ ya
baglanir ve miRNA, mRNA kompleksine spesifite ve afinite agisindan katkida bulunur.
miRNA’ lar genel olarak ¢ekirdek bolge sekanslari ile mRNA’ ya baglanirlar. Ancak daha
farkli afinite ile baska miRNA’ larin ¢ekirdek sekanslar1 da aynt mRNA’ ya baglanabilir ve
etkiye yol acabilir (168). miRNA’ larin mRNA’ lara bu baglanma 6zelliklerine dayanarak
yapilan hesaplamalar her bir miRNA’ nin yaklagik 100 farklt mRNA” y1 hedefleyebildigine
isaret etmektedir (169-171).

Insanlarda mRNA’ nin fonksiyonu, miRNA tarafindan translasyonun baslangicinin
baskilanmasi, translasyonun uzama fazinin baskilanmasi ve poli(A) kuyrugunun kisalmasi
gibi basamaklarda diizenlenir (166). Protein kodlayan genleri etkileyen amplifikasyon,
translokasyon, delesyon, nokta mutasyonlar ve epigenetik mekanizmalar kanserli
hiicrelerde miRNA’ nin da fonksiyonunu etkilemektedir (166). insan miRNA’ larmin
yaklasik %50’ si DNA {izerinde kanserle iliskili genomik bolgelerden ve frajil bolgelerden
kodlanmaktadirlar. Bu durum, miRNA’ larin bugiine kadar agiklanamayan biyolojik
olaylarda yer alan hedef molekiiller olabilecegini diistindiirmektedir (172).

Son donemde miRNA ekspresyonunun kanserde degistigini gosteren bir¢ok ¢aligma

bulunmaktadir. Bazt miRNA’ larin hiicre proliferasyonunu arttirirken, digerlerinin
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azalttig1 gosterilmistir. miRNA’ larin bu iki sinifi kanser gelisiminde onkogenler ve tiimor
baskilayici genler gibi merkezi bir rol oynamaktadir (Sekil-13). miRNA’ larin biiyiik
cogunlugunun kanserli hiicrelerde diisiik seviyede eksprese oldugu gosterilmistir (4).
Normal dokularda, bu miRNA’ larin bazilarinin protoonkogenlerin translasyonunu inhibe
ettigi bildirilmistir. Bu nedenle bu miRNA’ lara “tiimor baskilayict miRNA’’ lar (TS-miR)
denmektedir. Ciinkii bunlarin normal fonksiyonlar1 onkogenlerin ekspresyonlarini kontrol
altinda tutmaktir. Bazit miRNA’ larin ise kanserli hiicrelerde yiiksek seviyelerde eksprese
olduklar1 belirlenmistir. Bunlar ise “’onkomiRNA’’ lar (onko-miR) olarak
tanimlanmaktadirlar (Tablo-1). miRNA’ larin birden fazla potansiyel hedefleri oldugu
i¢in, hiicresel durumuna gore bir miRNA, TS-miR ya da onko-miR 6zelligi gosterebilir

(166).

HERZ/HER3 | -..

—

e

Migrasvon
@ Let-7 | PTEN ._{ Apupm rruR 21—+ invazyon
‘& T / [ ‘3‘ Metastaz

Proliferasyon T

miR-34a,b,c T
2 4 ) /' TPM1 Survivin -

miR-10b

— miR-206a > LGl
miR-17-5p

Sekil-13 Tiimor Baskilayic1 Genler ve Onkogenler ile miRNA’ lar Arasindaki
Mliski (173)
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Tablo-1 Onkogenik ve Tiimor Baskilayic1 Ozellikteki miRNA’ lar (174)

miRNA Hedefi Fonksiyonel yolag

Timor Baskilayict miBNA' lar
miR-206 ESR1 ER sinyalizasyomn
miR-17-5p ATB1,CCNDI1E2F1 Cogalma
mif-125ab HER-2.HER-3 Anchorage-dependent growth
miF.-200 EMI1 ZEE1 ZEB2 TGEf sinvalizasyvonu
let-7 H-RAS HMGA2 L.IN28 PEBP1 Cogalma.Farkhlasma
miF.-34a CCNDI1,CDK6.E2F3 MYC DNA hasan, Cogalma
miR-31 FZD3 ITGAS M-RIPRDX RHOA, Metastaz

P MMP16

Onkogenik miRNA' lar
miR-21 BCL-2,TPM1 PDCD4 PTEN MASPIN Apoptoz
miF.-155 RHOA TGEf sinvalizasyvonu
miF.-10b HOXD10 Metastaz
miR-373/520c CD44 Metastaz

2.8.1. Tiimor Baskilayict miRNA’ lar

Cesitli kanser tlirlerinde miRNA ekspresyon profillerinde degisimler oldugu
belirlenmistir. Ornegin; Kronik lenfositer 16semi (CLL) hastalarinin yarisindan fazlasinda,
13q14’° te miR-15 ve miR-16’ y1 kodlayan boélgede 30 kilobazlik bir bolgenin delesyonu
goriilmistiir (13). CLL hastalarinin %68’ inde miR-15 ve miR-16’ nin ekspresyonu down-
regiiledir. Ayrica, akciger kanserinde let-7, kolorektal kanserde let-7, miR-143, miR-145,
meme kanserinde miR-145, CLL ve akut myeloblastik 16semi (AML) de miR-29b
ekspresyon seviyelerinin diisiik oldugu belirlenmistir (175, 176).

2.8.2. Onkogenik miRNA’ lar

TS-miR’ larin aksine, onko-miR’ lar ¢ogunlukla kanser tiirlerinde up-regiile’ dir ve
proliferatif veya anti-apoptotik aktivite gosterirler. Ilk tanimlanan oncomiR’ lardan biri
miR-155" tir. BumiRNA, BIC geni ile ko-eksprese olarak goriilmektedir. Bu miRNA’ nin
yiiksek ekspresyonunun 16semiye sebep oldugu belirlenmistir (177-179). miR-155" in
yiiksek ekspresyonunun, bazi 16semi tiplerinde ve akciger adenokarsinomlarinda tiimdriin
agresifligi ve kisa yasam siiresi ile iligkili oldugu gosterilmistir. miR-17-92 sinifi tiyeleri,
lenfomalarda ¢ogunlukla up-regiile olan onko-miR gruplarindan biridir. Bu molekiiller C-

MYC’ in overeksprese oldugu tiimorlerde apoptozu inhibe eder (180, 181).
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2.8.3. Kanser Diagnozunda miRNA’ lar

Son donemde, miRNA ekspresyon profillerinin diagnozda kullanilabilecegini
gbsteren birgok galisma bulunmaktadir. Ozellikle miRNA ekspresyon profili, normal ve
malign dokuyu ayirt etmede kullanilabilir. Giinlimiizde hepatoselliiler karsinoma (182),
pankreatik karsinoma (183, 184), CLL (185), kolorektal kanserler (186) ve akciger kanseri
(181) gibi bircok kanser tiirii i¢in farkli miRNA profilleri identifiye edilmistir. Bu profiller
histolojik ve mRNA diizeyinde ayirt edilemeyen tiimdrleri ve ayni organda gelisen farkli
histolojideki tiimorleri de ayirdetmede kullanilabilmektedir (181, 183). Ayrica, miRNA
ekspresyon profilleri histolojik olarak benzer, farkli molekiiler alt yapidaki tiimorlerin

ayrimini da saglayabilmektedir (187).

2.8.4. Kanser Prognozunda miRNA’ lar

miRNA ekspresyon profilleri, tlimoriin terapiye verecegi cevabin énceden tahmin
edilmesinde kullanilabilir. Hemen hemen her kanser tiiriinde en etkin tedavi yontemini
bulmak i¢in farkli alt tiplerdeki tiimorleri identifiye edecek molekiiler markirlarin
bulunmasina iliskin ¢aligmalar mevcuttur. miRNA’ lar dokuya-6zgii ifadelenir ve doku
tipindeki ifadelenme degisiklikleri hastalifin prognozu ile iligkilidir. Bir diger deyisle,
miRNA’ larin prognostik biyomarker olabilmesi i¢in, miRNA ile tiimor evresi ve derecesi
arasindaki iliskiyi ilgili dokuda analiz etmek gereklidir. Kanser tiirleriyle iligskilendirilen
miRNA’ larin kanserli dokudaki ekspresyon diizeylerinin 6l¢lilmesiyle kanser prognozu ile
ilgili bilgi saglanabilmekte ve miRNA’ lar bu sekilde tiimor belirteci olarak
kullanilabilmektedir. miRNA ekspresyon profilleri hastalarin alt tiplendirilmesinde ve
hastanin alternatif tedavi yontemleri i¢in uygun olup olmadiginin saptanmasinda fayda

saglayabilmektedir (14).

2.8.5. Tedavi ile iliskilendirilen miRNA’ lar

Ilag direnci kanserli hastalarda basaril bir tedavi i¢in énemli klinik bir engeldir ve
kanserde ila¢ direnci ile iligkili miRNA’ larin varlig1 yakin zamanlarda ortaya ¢ikmustir.
Ornegin meme kanserinin oransal kemoterapisinde, miR-200c’ nin rolii tam olarak
aciklanamamustir. Yapilan bir ¢calismada, neoadjuvan kemoterapi alan 39 meme kanserli

hastanin kantitatif RT-PCR analizi ile tim&r 6rneklerinde miR-200c ekspresyon
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seviyesindeki farkliliklar aragtirilmistir (188). Ebeveyn MCF-7 hiicreleri ile
karsilastirildiginda, doxorubicine direngli meme kanser hiicrelerinde (MCF-7/ADR) miR-
200c ekspresyonunun 800 kat iizeri down-regiilasyonu belirlenmistir. Meme kanserinde
kemoterapiye yanitin gelistirilebilmesi i¢in, miR-200c’ nin gelecek vaat eden bir tedavi
hedefi olarak degerlendirilebilecegi diisiintilebilir (188).

Paklitaksel (taxol), son yillarda meme ve diger bazi kanserlerin (over,
prostat,akciger gibi) tedavisinde onemli kemoterapotik ajan olarak kullanilmaktadir.
Kanser metastazinda ve niikste, bu kemoterap6tik ajanlara siklikla direng sozkonusudur.
[lk alinan klinik tepkiler etkileyici olmasina ragmen, zamanla hastalarin cogunda taxol
tabanl tedaviye direng geligsmistir. Kanser hiicrelerinin taxola diren¢ mekanizmasi tam
olarak anlasilmig degildir. miRNA’ larin ilag direncinde ve tlimoérigenezde dnemli
rollerinin oldugu ortaya ¢ikmis olmasina ragmen, taxol direncinin gelisimi ve miRNA” lar
arasindaki etkilesim ile ilgili daha 6nce arastirma yapilmamistir (189). Ming Zhou ve
arkadaglarinin (189) yaptig1 ¢calismada, taxol direnci ve taxol hassasiyeti olan ebeveyn
hiicrelerde farkli eksprese olan miRNA’ larin karsilastirilmasi, miRNA arrayleri
kullanilarak gergeklestirilmistir. Taxole direng gosteren kanser hiicrelerinde miR-125b,
miR-221, miR-222 ve miR-923’ {in up-regiile oldugu RT-PCR ile analiz edilmistir. Bu
calismada, taxol direncinde miR-125b’ nin mekanizmasi ve rolii arastirilmis, taxole
direncli hiicrelerde miR-125b’ nin up-regiile oldugu bulunmustur. Bu durumun taxole
direncli kanser hiicrelerinde taxole bagli belirgin bir inhibisyonun oldugunu gdstermistir.
Ayrica, miR-125b’ nin direkt hedefi BCL-2’ nin antagonisti olan BAK1’ dir. BAK1’ in
down-regiilasyonu taxole bagli apoptozun baskilanmasina ve taxol direncinin artmasina
yol agmistir. Bu bulgular, bir takim farkl tiimor histolojilerinde taxole direnci ortadan
kaldirmak i¢in terapotik hedeflerin gelistirilmesinde 6nemli olmaktadir. miR-125b ile
miR-222 ve miR-222’ nin ekpresyon seviyelerindeki farkliliklar1 dogrulamak ve bu
miRNA’ larin taxole bagl sitotoksisite tizerindeki etkilerini incelemek i¢in bu calisma
yapilmustir. Sonug olarak, miR-125b ve miR-221’ in meme kanser hiicre hatlarinda taxole
bagli sitotoksisiteyi belirgin bir sekilde inhibe ettigi bulunmustur (189). Rodriguez-
Gonzalez ve arkadaslar1 (190) ise, meme kanserlerinde tamoksifen tedavisinin
uygulanabilirligi ile iligkili olarak miR-30c¢’ nin belirleyici bir faktor olabilecegini
belirtmislerdir. Meme tiimdrlerinde tamoxifen tedavisine karsi gelisen yanitta HER-2/Neu
overekpresyonu ile miR- 221/222 ekpresyonu arasindaki iligkiyi agiklayan bir ¢alisma da
Miller ve arkadaslari tarafindan yapilmistir (191).
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Bugiine kadar kanser tedavisinde gen ekspresyon profillerinin degerlendirildigi
calismalarda mRNA’ nin kullanilmasi taze materyalin gerekliliginden ve kaliteli iiriin elde
edilmesinde problemlerin yasanmasindan dolay1 klinik uygulamada dezavantajlar
olusturmaktadir. mRNA’ nin fonksiyonu; translasyonun baglangicinin baskilanmasi,
translasyonun uzama fazinin baskilanmasi ve poli(A) kuyrugunun kisalmasi gibi
basamaklarda miRNA tarafindan diizenlenmekte oldugundan miRNA’ lar, nRNA’ dan
sentezlenecek proteinlerin ekspresyonunun diizenlenmesinde direkt gorevlidirler (166).
Ayrica, miRNA’ larin sayilarinin daha az olmasi ve parafin dokudan da stabil iiriin elde
edilebilmesi, klinik uygulamalarda bir kanser belirteci olarak miRNA’ larin, mRNA
ekspresyon profillerine kiyasla daha kullanigh olabilecegini diisiindiirmektedir (14).

Son yillarda yapilan ¢alismalarda miRNA’ larin meme tiimorlerinde regiilator
molekiiller ile ilgili oldugu gosterilmis ve miRNA profilleme ¢aligmalarinda meme
kanserinde deregiile olan miRNA’ lar tanimlanmistir. Fonksiyonel ¢aligmalar, bu miRNA’
larin meme kanserlerinde hem tiimor baskilayict ( miR-335 ) hem de onkogen ( miR-21)
olarak rol aldigin1 gostermistir. Meme kanserlerinde deregiile olan miRNA” larin dstrojen
reseptor alfa gibi regiilator molekdillerin translasyonel diizenlenmesini etkiledigi
bilinmektedir ve bu molekiilerin fonksiyonlar1 heniiz tam olarak anlagilmis degildir (192).

Meme kanserlerinde yiiksek oranda genomik instabilite goriildiigiinden, meme
kanseri hiicre hatlarinda yapilan ¢aligmalarda, miRNA gen ekspresyonlarinda farkliliklar
belirlenmistir. Sel¢uklu ve arkadaslari, ¢esitli meme hiicre hatlarinda 35 tane miRNA’ nin
ekspresyonunu degerlendirmisler ve bu miRNA’ larin %23’ iiniin normal hiicre hatlarina
gore up-regiile oldugunu tespit etmislerdir (193). Shen ve arkadaslar1 ise meme kanseri
olusumundaki anahtar genlerden BRCA 1, BRCA2, ATM, P53 ve PTEN genlerinin hedef
miRNA’ lar1 olan miR-21, miR-146a, miR-92, miR-24-1, miR-125a, miR-191, miR-
125b1, miR-223, miR20a, miR-29b-2, miR-29b-1, miR-128, miR-30c-1, miR-30c-2, miR-
128b, miR-125b-2, miR-24-2, miR-17 genlerinin normal hiicrelerdekine gore farkli
eksprese oldugunu belirlemislerdir (194). miR-206, miR-17-5p, miR-125a, miR-125b,
miR-200, let-7, miR-34 ve miR-31 tiimor baskilayici 6zellikteki miRNA’ larinin meme
kanserlerinde down-regiile, miR-21, miR-155, miR-10b, miR-373 ve miR-520c onkogenik
miRNA’ larin ise overeksprese oldugunu O’ Day ve arkadaslar1 da yaptiklar

caligmalarinda ifade etmislerdir (174).

40



2.9. miRNA’ larin Aktivitelerinin Kanserde Bozulma Mekanizmalari

2.9.1. miRNA Ekspresyon Diizeyinin Degismesi:

Birgok kanser tlirlinde miRNA” larin ekspresyon diizeylerinin normal dokulara gore
degisiklik gosterdigi belirlenmistir. Bazt miRNA’ larin ekspresyon diizeyleri artarken
bazilarmin ki azalmigtir. Bu ekspresyon degisimini aciklamak i¢in birgok mekanizma 6ne
stiriilmiistiir. Bu mekanizmalar; miRNA genlerinin promotor bdlge metilasyonlari,
miRNA genlerindeki mutasyonlar ve miRNA islenmesinin degismesinin olabilecegi

yoniindedir (7).
2.9.2. miRNA Islenmesinin Degismesi:

miRNA islenmesinde gorev alan Drosha ve RISC yapisinin olugsmasinda goérev alan
Argonate ailesi iiyesi proteinlerini etkileyen mutasyon veya ekspresyon degisimleri de
olgun miRNA olusmasini ve RISC yapisinin gorevini yerine getirmesini engeller. Bu
nedenle bazi kanser tiirlerinde bu proteinlerin ekspresyon diizeyleri ve kodlayan genlerin

mutasyonlarinin da molekiiler patogenezde rol oynadigi gosterilmistir (6, 14).

2.9.3. miRNA-mRNA Eslesmesini Saglayan Dizilerde Mutasyonlar:

Bu mutasyonlar, miRNA genlerindeki mutasyonlar ve mRNA’ nin 3> UTR
bolgesindeki mutasyonlar olarak iki gruba ayrilabilir. mRNA’ nin 3’ UTR kismindaki
mutasyonlar, a) miRNA’ nin baglanmasini azaltabilir veya arttirabilir. b) miRNA” lar i¢in

yeni baglanma bolgeleri olusturabilir (195).

2.10. miRNA’ larin Cesitli Kanserlerdeki Rolleri

Croce ve arkadaslar1 kanserin diinya ¢apinda yaygin bir hastalik oldugundan
bahsetmis ve bir¢cok 6liimciil kanser icin etkili hedeflenmis tedavilerin gelistirilmesi ve
molekiiler mekanizmalarin anlasilmasi gerekliliginden bahsetmiglerdir (196). 2000 1i
yillardan sonra miRNA” larin kesfi ile kanserde yeni terap6tik hedefler ve prognostik
biyomarkirlar olarak bu aday molekiillerin ilgi ¢ekici hale gelmesi ile bu arastiricilar da
miRNA isleyisi ve kanserin ayirt edici 6zellikleri ile kanser tedavisinde miRNA”’ larin
mevcut rollerinden ve ¢esitli malignansilerde onkogenik ve tiimdr baskilayici 6zellikteki

miRNA’ larin 6neminden yayimladiklar1 ¢alismalarinda bahsetmislerdir (196). 2003
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yilinda Michael ve arkadaglar1 da (197) ilk olarak insanlardaki kati tiimorlerde (kolon ve
rektum adenokarsinomlar1) normal dokular ile karsilastirildiginda ekspresyon seviyeleri
degismis olan miRNA’ lar1 rapor etmiglerdir. Daha sonraki yillarda degisiklige ugramis
miRNA ekspresyon seviyeleri meme kanserinde, Burkitt’s lenfomada, malign beyin timor-
lerinde, tiroid kanserinde, akciger kanserinde, prostat kanserinde ve hepatoselliiler
karsinomda kesfedilmistir (196). Spesifik miRNA’ larin dokudaki konsantrasyonlarinin
tiimdr invazyonu, metastatik potansiyeli ve diger klinik karakteristik 6zellikleri ile iligkili
oldugu kronik lenfolitik 16semi, meme, kolon, karaciger, akciger, pankreas ve prostat

kanseri gibi bir¢ok kanser tiiriinde ifade edilmistir (Tablo-2).

Tablo-2 Baz insan Kanserlerinde Etkili Olan miRNA’ lar (196)

Kanser tipi Ekspresyon seviyest yitksek mRNA'lar Ekspresyon sevivesi diiiik mRNA' lar

AperKasei miR-155, miR-21, mR-17-92, miR-221/222 Let-7, mR-1, miR29, miR-126

VemeKaseri miR-155, mB-21, miR-182, mR-17-92, miR-200, mR-9 Let-7, mR-143/miR- 145, miR-10b, miR-125b, miR-126
Hepatossliiler Kanser miR-21, miR-221/222 miR-1, mR-26a

Kolorektal Kanser ~ miR-155, miR-21 miR-17-92 Let-7, mR-34

Pankeeas Kanseri 21, yuR-155 Let-7, mR-152/16-1, mR-34

ProstatKanseri R )1 Let-7, mR-152/16-1, mR-221

CLL miR-155 miR-152/16-1, miR-29b, miR-181b, miR-34

AML miR-10ab, miR-29, miR-155 miR-181, miR-204

CLL: Chronic Lymphocytic Leukemia, AML: Acute Myleoid Leukemia

2.11. miRNA’ lar ve Meme Kanseri

miRNA’ larin ekspresyon profilleri birgok meme kanseri hiicre hattinda, normal ve
kanserli meme dokusunda incelenmistir. Farkli ekspresyon gosteren miRNA’ lar ile
tiimoriin evresi, molekiiler alt tipi ve klinik 6zellikleri arasinda iliski kurulmustur.
Ekspresyon degisiklikleri yaninda miRNA genlerinin kopya sayis1 degisiklikleri de normal
ve tiimorlii dokular karsilastirilarak belirlenmistir. Bu kopya sayis1 degisikliklerinin
yiiksek bulunmasi (%72,8) ekspresyon degisikliklerini bir anlamda agiklamaktadir (6).
Ekspresyon degisikliklerine sebep olabilecek diger bir mekanizma ise epigenetik
degisikliklerdir. Lehman ve arkadaslarinin (198) ¢alismasina gore meme kanserinde etkili

oldugu bilinen bazt miRNA genlerinde, %34-86 aras1 vakada hipermetilasyon saptanmustir.

42



Bu calismada metilasyona ugradigi tanimlanan miRNA genleri; miR-9-1, miR-124a-3,
miR-148, miR- 152 ve miR-663" tiir (198).

Insan meme kanserlerini karakterize edici miRNA” larin varlig ile ilgili ilk ¢alisma
2005 yilinda yayimlanmistir. Lu ve arkadaglari flow sitometri teknigi ile meme kanserini
de icine alan farkli tiimor tiplerinde miRNA ekspresyon profilllerini degerlendirerek
miRNA ekspresyon diizeylerinin, normal dokulara kiyasla tiimdrlerde genel olarak diisiik
seviyelerde olduklarini belirlemislerdir (4). lorio ve arkadaslarinin (199) yaptiklar
calismada ise meme kanserine spesifik normal ve tiimorlii dokularda farkli seviyelerde
eksprese olan miRNA’ lar tanimlanmigtir. Bu miRNA’ lardan miR-10b, miR-125b ve
miR-145 down-regiile; miR-21 ve miR-155 ise up-regiile olarak belirlenmistir (199).
Tablo-3 ve tablo-4’ de meme kanserinde etkili miRNA’ lar ve hedefledigi genleri

gormekteyiz.

Tablo-3 Meme Kanserinde Etkili Olan miRNA’ lar ve Hedefledigi Genler (200)

[sim Lokalizazyonm Ekspresyon durumu ve rolii Hedefi
BEE-21 g1 Az shzprzss onbogenik role szhip BCL2. TEML. BDCD4
MiR-155 HpaL3 Agirt akzprese - '
MiR-206 fpl12.2 Astrt akzprese ERa

MiR-1955 19q13.41 Drigiik ehzpraze  Hemtimmds bazhilzyict heem d2 onkogenik FRBE?. FRBE3
MlR”Sh ”q!d'.:l Hem mb&iklli}l:lhﬂd&iﬂ'kﬂg‘ilkiﬂli 5-';1'.|]:| ER.EE: ER.EES
MiR-145 5932 Drigiik shzprase - ’

reiE-10b 2q31.1 Drigiik shzpress 2= matzstztih potenzivel ils iligkili Homeobox D10
MiR-3-1 1q22 Doiiiik: ekcepresa, hipermatile -

MiE-27a 19p13.12 MDA-ME-131 hiicrslarinds onkogenik rolz szhip ZBTEID
MiR-17-5p 13g31.3 hlzme kznser hiiors hatlennda hem timdr beskalanic hem de onkogenik ATB]

Let-7 ! Drigiik shzprase RAS, HFMGA2

lt-T zilesi dveler Erklt bromozoma] lokzsyonz sshiptis
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Tablo-4 Meme Kanserinde Onemli miRNA’ lar ve Hedefleri (200)

MilroRNA Ekspresyon durumm ve Roki Hedefi
miR-21 Overekesprese, onkogenik BCL2, TPM1, FDCD4, PTEN
o100 Down-regile, metastatik potansivel HOXD1D
miR-27z Onkogenik (meme kanser hiicreleri) ZBTBIO
iR 206 Owvereksprese ER. alpha
miR-17-5p Tiamdr baskalayic: (meme kanser hiicreler) ATB1
wiR-12%a &b Down-regiile, tiimér baskilayici ERBB?, EREB;
miF-200 fanuly Down-regiile, metastaz baskilayici ZEBI, ZEB2
miR-205 Down-regiile, timdr baskilayici ERBE3, VEGF-A, ZEBI, ZEB2
miR-146a & b Metastaz baslalayici EGFR
miR. 204 Orvereksprese PDEF
wiR-5$10 Overelsprese FDEF
mik-193b Tiimér baskalayic: (meme hiicre hatlars) uPA, ER alpha
iR 143 Down-regile RTEN, ER alpha
meiRt.155 Onkogenilk RhoA

Meme kanserinin biyolojisinde 6nemli 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

Iorio ve Croce yaptiklari ¢alismalarinda kanitlamislardir (3). miR-21; PTEN, PDCD4 ve

TPM]1 gibi tiimdr baskilayici genlerini hedeflemektedir. miR-21, bu tiimoér baskilayict

genlerin eksprese olmasini baskilayarak timor olusumuna sebep olmakta ve

transkripsiyonel olarak Stat3 geni tarafindan IL-6 sinyal yolaginda aktif duruma

gecmektedir (201). miR-21, hiicre hareketini ve invazyonu, tiimor baskilayici bir protein
olan PTEN’ in mRNA” sin1 hedefleyerek tesvik etmektedir. PTEN, birkag MMP (Matriks
Metalloproteaz)’ i ekspresyonunu engelleyerek, dolayisiyla hiicre invazyonunu azaltarak
timor baskilayici bir etki gostermektedir (202). Bu miRNA’ nin ekspresyonundaki
farklilik ER ve PR ekspresyon durumu, tiimor evresi gibi meme kanserinin bazi
histopatolojik 6zellikleri ile de iliskilidir (203). Son zamanlarda, kolorektal kanserlerde
miR-21" in, PDCD4 genini baskiladigi, bunun da invazyon ve metastaza yol agtig1
belirlenmistir. Kolorektal kanserlerde, pankreas endokrin ve ekzokrin tiimorlerde de miR-
21 overekspresyonunun diisiik sagkalim ve kotii tedavi sonuglari ile iligkili oldugu

belirlenmigtir. miR-21; ileri klinik evre, lenf nodu metastazi, kotii prognoz ile iliskili olup
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invazyon ve metastaz olaylarinda ¢ok iyi karakterize edilmistir (204). Bu miRNA,
aciklanan ilk kanser miRNA” s1 olup bu molekiiliin diger malignansilerde de overeksprese
oldugu belirlenmistir. miR-21" in AML, KLL ve glioblastoma (5, 205-208) gibi
hematolojik malignansilerde ve pankreas, prostat, mide, kolon, akciger, meme, ovaryum ve
karaciger kanseri gibi bir¢ok kanser tiirlinde yiiksek seviyelerde ekspresyonu tespit
edilmistir (5, 203).

[k tanimlanan onkogenik miRNA’ lardan bir digeri olan miR-155 ise meme
kanserinde siklikla up-regiile olup TCL1, BCL2, TP53, PTEN gibi tiimor baskilayict
genleri hedef almaktadir (209). Meme kanserli hastalarda, miR-155 ekspresyon
seviyesinin normal dokulara kiyasla tliimorlii dokularda 6nemli derecede yiiksek
bulunmasi, ilerlemis tiimor evresi ve lenf nodu metastazi ile korelasyon gdstermektedir.
miR-155 ekspresyon durumunun, insan meme kanserleri i¢in terap6tik hedef ve bagimsiz
bir prognostik faktor olarak kabul edilebilecegi ifade edilmektedir (210). Bununla birlikte
bu miRNA’ nin yiiksek ekspresyonunun bazi I6semi tiplerinde ve akciger
adenokarsinomlarinda tiimoriin agresifligi ve kisa yagsam siiresi ile iliskili oldugu
gosterilmistir (177-181). miR-155" in kat1 timorlerde ve hematolojik malignaninsiler ile
bir¢ok malign olmayan hastalikta da regililasyonunda bozukluk goriilmektedir. Son
yillarda yapilan ¢aligmalarda miR-155’ in ekspresyonundaki artisin malignansilerin birkag
tipinde kotii genel sagkalim ve gec evre ile iliskili oldugu gosterilmistir. miR-155" in
pediatrik Burkitt lenfoma, Hodgkin hastaligi, DLBCL (diffiiz biiyiik B hiicreli lenfoma),
kolon ve pankreas kanserlerinde overeksprese oldugu belirlenmistir (211-213).

Insan kanser hiicrelerinde metastatik etkisi belirlenen ilk miRNA, miR-10b’ dir.
Meme tiimdrlerinin farkli tiplerinde ekspresyon seviyelerinde artis gézlenen miR-155’ ten
farkli olarak miR-10b’ nin sadece metastatik meme kanser hiicrelerinde ekspresyonunda
artis gdzlenmistir. Ayrica in vitro ¢alismalarda hiicre migrasyonu ve invazyonunda, in
vivo da ise metastazda rol oynadigi tespit edilmistir (3). lorio ve arkadaslar1 (173) 2008
yilinda yayimladiklari makalelerinde, miR10b’ nin ekspresyon seviyesindeki durumu,
meme tiimorlerinde normal dokular ile karsilastirdiklarinda down-regiile olarak
belirlemislerdir. Ayrica bu miRNA’ nin ekspresyon seviyesindeki farkliligin da klinik
isleyis ve metastaz varligi ile korele oldugu da ayni ¢alisma da analiz edilmistir. miR-10b
metastaz icermeyen meme kanserli hastalarda down-regiiledir. Fakat %50 metastaz pozitif

hastalarda miR-10b seviyesinde artis belirlenmistir (173).
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miR-145, meme tiimor dokularinda genellikle down-regiile olup, etkisini TP53
yolaginin aktivasyonu araciligi ile ERa’ y1 hedefleyerek ortaya koymaktadir (196). Kim ve
arkadaslar1 (196) miR-145’ in terap6tik potansiyelinin belirlendigi calismalarinda meme
kanser hiicre hatlarinda ve meme kanserli hasta dokularinda, miR-145 ve hedef genlerinin
(FASCIN-1, C-MYC, SMAD2/3 ve IGF-1R) ekspresyon seviyelerini karsilastirmislar ve
aralarinda ters korelasyon oldugunu bulmuslardir. miR-145 ekspresyon diizeyleri, normal
doku o6rnekleri ile karsilastirildiginda, tiimorlii dokularda azalma gostermistir. Meme
kanserinde miR-145" in yliksek ekspresyon seviyesi; metastazi, kanser hiicresi biiylimesini
ve kanser hiicrelerinde sagkalim faktorlerinin seviyesini azaltir. Dolayisiyla mevcut
calismada, meme kanseri tedavisinde miR-145" in potansiyel bir hedef olarak
diisiiniilebilecegi ifade edilmektedir (196).

Radojijic ve arkadaslar1 (214) onkomiRNA’ larin ve tiimor baskilayict miRNA’
larin ekspresyon profillerini arastirmak ve triple negatif olan primer meme kanserli
hastalarda bu miRNA’ larin olas1 iligkilerini belirlemeye yonelik yaptiklar1 calismalarinda,
triple negatif primer meme kanserli hasta 6rneklerinde miR-21, miR-210 ve miR-221" in
ekspresyon seviyelerinde artig; miR-10b, miR-145, miR-205 ve miR-122a’ nin ise
ekspresyon seviyelerinde diisiis saptamiglardir. miR-222 ve miR-296 ekspresyon diizeyi
ise triple negatif olan, normal ve meme kanserli doku 6rnekleri arasinda anlamli bir
farklilik gostermemistir. Genel sagkalim ve hastaliksiz sagkalim ile miR-21, miR-210,
miR-221 ve miR-222’ nin yiiksek ekspresyon seviyeleri arasinda da anlamli bir farklilik
bulunamamustir (214).

miRNA ailesinin kurucu iiyelerinden biri olan let-7 ise hayvan filumlar1 boyunca
korunan ve C.elegans’ 1n gelisiminde 6nemli rolii kesfedilmis bir molekiildiir. Let-7
miRNA’ s1 tiimor baskilayict 6zellikte bir miRNA olup, meme kanserini de i¢ine alan
cesitli insan kanserlerinde ekspresyon seviyesi diisiiktiir. Normal ekspresyon diizeyi ile
birka¢ mitojenik yolagin anahtar diizenleyicilerini baskiladigi ve ¢esitli onkogenleri hedef
alarak kanser biiyiimesini inhibe ettigi tespit edilmistir. Let-7 ekspresyonu, meme kanser
isleyisinde erken evrede kaybedilir veya devam eden ekspresyon diisiik evreli, ER pozitif
ve luminal A tiimorler ile iligkilidir. ER pozitif metastatik meme kanserlerinde let-7
miRNA’ smin etkinligini destekleyen ¢alismalarda mevcuttur. Let-7° nin birkag
fonksiyonel hedefi tespit edilmistir. Bunlar arasinda klasik bir proto-onkogen olan RAS,
HMGA?2 ve IMP-1 bulunmaktadir. Let-7’ nin, R4S proto-onkogeninin ekspresyonunu
regiile ettigi yapilan ¢aligmalarda gdsterilmistir. Ras proteinleri hiicre biiylimesi ve
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farklilasmasini diizenleyen membran ile iliskili sinyal proteinleridir. Let-7, onkogenik
proteinlerin ekspresyonunu kontrol ettigi i¢in, bu molekiiliin tiimdr baskilayici aktiviteye
sahip oldugu tahmin edilmektedir (215).

In vivo galismalarda da, let-7 nin akciger ve meme kanserli fare modellerinde
etkili oldugu belirlenmis ve bu miRNA’ nin ekspresyon diizeylerinin fare meme
hiicrelerinde down-regiile oldugu bildirilmistir. Meme kanser hiicre hatlar ile yapilan
calismalarda let-7 ekspresyon seviyelerindeki degisikliklerin proliferasyon ve metastazi
etkiledigi belirlenmistir. Elde edilen veriler ayn1 zamanda let-7 miRNA’ sinin kanser kok
hiicre farklilasmasini ve apoptozu diizenledigini, bu nedenle de kanser tedavisinde
potansiyel tedavi edici molekiil olarak denenebilecegini gdstermektedir (215).

Birbirinin homologu olan miR-221 ve miR-222’ nin, son yillarda yapilan ¢caligmalar
dogrultusunda insan tiimorlerinin birkag tipinde up-regiile oldugu agiklanmis olup, timdr
sistemine bagli olarak onkogen ya da tiimdr baskilayici olarak hareket ettigi kabul
edilmistir (216). Ayrica bu miRNA’ larin agresif seyirli bazal benzeri meme kanserinde
rol oynadig1 bildirilmis olup, 6zellikle bazal benzeri meme kanserinde miR-221/miR-222’
nin ekspresyon diizeyindeki farklilik ile onkogenik RAS-RAF-MEK yolaginin
fonksiyonunda azalma raporlanmistir. Bu miRNA’ larin TRPS! geninin baskilanmasi
yoluyla invazyon ve migrasyonun artmasi ile metastaza aracilik ettikleri belirlenmistir.
Stinson ve arkadaslari1 (217), meme kanserinin bazal ve luminal tipini dahil ettikleri
caligsmalarinda, birden ¢ok hiicre hatt1 kullanarak mikroarray taramasi
gergeklestirmislerdir. Bunun sonucunda miR-221 ve miR-222’ nin ekspresyon
seviyelerinde farkliliklar oldugunu ortaya koymuslardir (217).

miR-221 ve miR-222’ nin artmis ekspresyon seviyeleri, ER negatif meme
kanserlerinde daha onceki ¢alismalarda belirlenmis olup (216), son yillarda da bu miRNA’
lar ile ER durumu arasindaki iligkiyi destekleyen ¢aligsmalar ortaya ¢ikmigtir. miR-221 ve
miR-222’ nin ER negatif meme kanseri hiicre hatlar1 ve primer meme tiimorlerinde siklikla
up-regiile oldugu belirlenmistir. Ayrica, miR-221 ve miR-222’ nin artmis ekspresyon
diizeyleri, ER’ niin negatif regiilasyonu yoluyla tamoksifen direncine katkida bulunurken,
miR-221 veya miR-222’ nin ekspresyon seviyesindeki diislis tamoksifene duyarliligi
yeniden diizenler. Bu nedenle, miR-221 ve miR-222’ nin ER negatif meme kanserleri i¢in
potansiyel terapotik hedefler olarak hizmet edebilecegi ifade edilmistir (218).

Bazi miRNA’ lar ise 6zellikle meme kanser hiicre hatlarinin metastatik ve invaziv
fenotipi ile iliskilidir ve metastatik tiimor dokularinda ve lenf nodlarinda tespit edilmistir.
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Bu miRNA’ lar metastazi baskilayici yonde hizmet ederler. Ekspresyonlari siklikla down-
regiiledir ya da metastatik odaklar1 ve meme kanser hiicre hatlarinda ekspresyonlarinda
kayip s6z konusudur (Sekil-14). miR-335 ve miR-126 metastazi baskilayan ilk miRNA’
lar olarak tanimlanmistir. miR-335 ve miR-126 tiimor biiylimesinin inhibisyonunda,
proliferasyon ve hiicre invazyonu ile meme kanserinde metastazin baskilanmasinda rol
oynamaktadir (219). Massague ve arkadaslar1 (220) primer meme tiimdrlerinde miR-335
ve miR-126’ nin ekspresyon diizeylerindeki farkliliklar analiz etmisler ve bu miRNA’
larin zayif metastazli sagkalim ile iliskili oldugunu bulmuslardir. Bu nedenle, bu iki
miRNA, hastalikta metastaz gelisme olasiliginin birer belirteci olarak tespit edilmistir. Bu
bulgularin molekiiler temelini agiklamaya yonelik yapilan ¢alismalar miR-335 ve miR-
126’ nin metastaz ile iliskisini ortaya koymus ve bu miRNA’ larin meme kanserli
hastalarda prognostik siniflamada kullanilabilecegini gostermistir (219). Klinik
caligsmalarda belirtildigi iizere, miR-335 ya da miR-126’ dan herhangi birinde goriilen
ekspresyon seviyesindeki kayip, tiimorlerin metastatik niiksii ve uzak metastazli sagkalim

ile iliskilidir.
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Meme dokularinda homeostazinin korunmasi ve BRCA 1 diizenleyici kaskadinin
kontrolii, miRNA’ larin fonksiyonunun belirlenmesinde 6neme sahiptir. miR-335’ in
BRCA1 kaskadinin diizenlenmesindeki roliinii ve bu miRNA’ nin yiiksek ekspresyon
diizeyinin meme kanser hiicrelerinde kritik tiimor baskilayici biyolojik 6zellikler ile iligkili
oldugunu Heyn ve arkadaglar1 (222) 2011 yi1linda yayimladiklar1 makalelerinde ortaya
cikarmigtir. miR-335, ti¢ (ESRI, IGFIR ve SP1) genin ekspresyonunda post-
transkripsiyonel diizenleyici olarak tahmin edilmis, daha 6ncesinde ise BRCA1
ekspresyonunu indiikledigi gosterilmistir. Insan meme kanserlerine yonelik miR-335
regililasyonunun énemi, normal kontrol 6rneklerine gore primer sporadik meme
tiimorlerinde miR-335 seviyelerinin (p < 0.05) azalmasi ile teyit edilmistir. Fonksiyonel
olarak miR-335 overekspresyonu hiicre canlililiginin azalmasina ve apoptozun artmasina
yol agmistir. Bu da miR-335’ in tiimor baskilayici roliinii destekler niteliktedir. Meme
kanseri gelisimi ve ilerleyisi boyunca bu miRNA’ nin deregiilasyonu, kritik timor
baskilayici sinyallerin inaktivasyonu ile tiimorijenik potansiyelin artmasina neden
olabilmektedir (221).

Meme kanserli hastalarda metastaz gelisimi ile ekspresyon diizeyi arasinda ters
korelasyon oldugu belirlenen miR-31" in artmis ekspresyon diizeyi, agresif seyirli meme
tumor hiicrelerinde metastazi baskilamaktadir. miR-31, son zamanlarda PCR tabanl
goriintiileme yoluyla insan meme kanserinde metastatik isleyisin potansiyel diizenleyicisi
olarak tespit edilmistir. 15 farkli meme epitel hiicre hattinda ve meme tiimorlerinde
metastatik kapasite ve miR-31 ekspresyon seviyeleri arasinda ters bir iliski oldugu
Valastyan ve arkadaslarinin yaptiklar1 calismada gosterilmektedir (223). Ayni ¢calismada
primer meme tiimorlerinde miR-31 ekspresyon seviyelerindeki farkliliklarin, klinik olarak
saptanabilen uzak metastazli hastalara ait tlimorler ile ters iliskili oldugu gosterilmistir
(224). miR-31 aktivasyonunun, meme kanseri metastazi olusmus olan vakalarda,
sagkalimi uzattig1 ve metastatik ilerleyisi baskiladig1 agiklanmistir.

Diger bazi tiimorlerde ekspresyon seviyesi yliksek olmasina ragmen miR-205’ in
meme tiimdrlerindeki ekspresyonu normal meme dokularina oranla diisiik seyretmektedir.
miR-205’ in anormal derecede artmis ekspresyon diizeyi, hiicre proliferasyonunu inhibe
eder ve hiicre biiylimesini engeller. miR-205, bu tiimor baskilayici roliinii HER-3 ve ZEBI
onkogenlerini direkt hedeflemesi yoluyla ortaya koyar. Bu nedenle miR-205, meme
kanseri i¢in terapotik bir hedef olarak gosterilebilir (225). Meme kanserlerinin yaklasik
%20-30” unda HER-2’ nin protein overekspresyonu ve gen amplifikasyonu gozlenir. Bu
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miRNA, HER-2 overekspresyonu ile negatif regiilasyon gostermektedir. HER-2 pozitif
meme epitel hiicrelerinde, miR-205 ekspresyonu diisiiktiir. Adachi ve arkadaslarinin (226)
yaptiklari ¢alismada, miR-205, meme kanseri ile iliskili bir molekiil olarak belirlenmis ve
bu molekiiliin HER-2 geninin yliksek ekspresyon seviyesi ile negatif regiilasyonu
saptanmustir (226).

O’ Day ve arkadaslarinin (174) normal ve meme kanserli dokular arasinda
microarray kullanarak miRNA ekspresyon seviyelerini karsilastirdiklar: ¢aligmalarinda,
miR-206 meme kanserinde tiimdr baskilayict miRNA olarak tanimlanmistir (174). Kondo
ve arkadaglarinin (227) yaptiklari diger bir ¢aligmada ise, kantitatif RT-PCR analizi ile
miR-206 ekspresyon seviyesinin ER[| pozitif meme kanserli dokularda azaldig: tespit
edilmistir. Ayrica meme kanserli dokularda miR-206 ekspresyonunun ER[ ile ters
korelasyon gosterdigi buna karsin ERp ile korele oldugu belirtilmistir. miR-206’ nin, ER[
ekspresyonunu baskiladigi ve MCF-7 hiicrelerinin biiyiimesini inhibe ettigi yine bu
calismada ifade edilmistir.

Meme kanserlerinin yaklasik % 5° ini temsil eden, molekiiler 6zellikleri arasinda
P53 mutasyonlari, onkogen amplifikasyonlari, genomik anomalilerin gdzlenmesi ve
spesifik belirteglerin ekspresyonlarinin goriinmesi ile tanimlanan bilateral meme
karsinomlarinda miRNA ekspresyonlarini tanimlayan ilk ¢alisma 2012 yilinda Iyevleva ve
arkadaglar1 tarafindan yayimlanmistir (228). Meme kanser patogenezinde rol oynadigi
bilinen birka¢ miRNA’ nin (miR-21, miR-10b, miR-17-5p, miR-31, miR-155, miR-200c,
miR-18a, miR-205 ve miR-27a) ekspresyon seviyelerindeki farkliliklar, 80 bilateral meme
kanserli hasta ile 40 tinilateral meme kanserli hasta karsilastirilarak analiz edilmis, iki
onkogenik miRNA (miR-21 ve miR-10b) ve bir antionkogenik miRNA (miR-31)’ nin
tinilateral neoplazmlar ile karsilagtirildiginda, bilateral meme kanserli hastalardan alinan
tiimorlerde ekspresyon seviyeleri yiiksek bulunmustur (228). Unilateral ve bilateral meme

kanserlerinde etkisi oldugu belirlenen miRNA’ lar tablo-5’ de verilmistir.
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Tablo-5 Unilateral ve Bilateral Meme Kanser Gelisiminde Rol Oynayan Tiimér

Baskilayic1 ve Onkogenik Ozellikteki miRNA’ lar (228)

miBENA Hedefledigi genler Meme kanserindeld etlisi
Onkogen S
miR21 PDCDM. PTEN. TPMI. Apoptoz hikore poEalmes: invaryon ve metastarn

3 ; ethiler Meme fznserinds elsprasyonu
ANP32A. SMARCA4. MARCES viikasktis HastaliEin agresifaavr ile iligiilidic

miR-10b HOXD10, Tiaml Matzsten tegvit eder Matzstztik mems kenserinds
o . feEilasvon vilsektin
miBR-153 RHOA, FOX03a, 30C31, SMAD3, Meme fznssrinda frsllikle epitzlyal mezengima] gegizlends yar
SHIP1 zlzn hormon reseptont negztif Mimbrlerds slospresyon yiksaktis
mif-27a FOX03, ZBTEI1D, myt 1. SP‘I}":: Hiiore siklusu ve fsbrojen sinyalizzsyonunu dizenlsr

Tamér baskilayict gen
miR-31 FZD3, ITGAS, M-RIP, MMP16, Metzstazile iligkili genlerin ragilzsyonuns diginis

Mleme kanzeri ik hiborelerinds remilzsvonu
mil-200¢ BMI11, ZEB1, ZEB2, TUBES, dibgliktis Epitelyzl mezenzimal gecisi
FAPL engeller a’;.a;.!tli {!.a"-"_ﬂ.yal ].ca;.ullafd.a I.'I.L:I}:d’
baslalavic Geellik gosteris Apopbor dizenler
miR-182 ER ﬂph‘a Cetrojen sinyalizzsyonuny dizznler ER-negatil
timorlerds sksprasyonu wilizaltis

miF-203 HER-3. ZEEB1, FEB2, VEGF-A Meme kanserinds ragiilzsvons digilktis

miR-17-3p  AIB1, CCNDI1, E2F, HEP1 Hiicre godzlmss invarpon va migrzsvony dizenler

Meme kanserinde regiilasyonunda diizensizlik olan miRNA’ lardan bir digeri de
miR-125b’ dir. miR-125b ekspresyonu, meme kanserinde down-regiiledir ve meme
kanserli primer tiimdrlerde ve meme kanser hiicre hatlarinda ekspresyon seviyesi
azalmistir. lorio ve arkadaslari (3) 10 normal ve 76 primer meme timor 6rneginin
mikroarray analizi sonucu, miR-125b ekspresyon diizeyinde azalma oldugunu yaptiklar
calismada ifade etmiglerdir (3). miR-125b’ nin ekspresyon seviyesindeki azalma, 13 HER-
2 pozitif, 7 HER-2 negatif meme timdr 6rneginde gosterilmistir. Bir tiimdr baskilayici gen
fonksiyonu ile uyumlu olan miR-125b’ nin hedefleri arasinda ovaryum kanserinde proto-
onkogen olan BCL3 ve E2F3, meme kanserinde ise E7S/ ve bir onkogen olan MUC1
bulunmaktadir.

Jurmeister ve arkadaglarinin (229) gergeklestirdikleri ¢alismalarinda ise miR-200c’
nin, aktin diizenleyici genler olan FHOD ve PPM1F’ yi regiile ederek, meme kanser
hiicrelerinde invazyonu ve migrasyonu baskiladigi ifade edilmistir. Meme kanser hiicre
hatlarinda, meme kanserli hasta 6rneklerinde ve farkli kokene ait 58 kanser hiicre hatt
kullanilarak yapilan ¢alismada, FHOD1 ve PPM1F genlerinin ekspresyon seviyeleri ile
miR-200c’ nin ekspresyon seviyesi arasinda ters korelasyon oldugu ortaya konmustur.

miR-200 ailesi iiyelerinin ekspresyon diizeylerinin, primer tiimorler ile karsilastirildiginda
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metastazli 6rneklerde siklikla down-regiile oldugu birkag epitel malignanside ise miR-200c¢
ekspresyon seviyesinin azalmasinin kétii sonug ile iligkili oldugu agiklanmistir. miR-200¢’
nin regiilasyonunun diizenlenmesinin agresif kanser hiicrelerinde migrasyonu ve invazyonu
azalttig1, dahas1 miR-200c¢’ nin yiiksek ekspresyonunun meme kanserli ve akciger
adenokarsinomunlu fare modelinde metastazi baskiladig1 ifade edilmistir. Calismalar
dogrultusunda meme, ovaryum ve endometrial kanserlerde kemoterapi ve agresivite i¢in
miR-200c ekspresyon kaybi bir belirte¢ olarak kullanilabilir (229).

Sonug olarak bugiine kadar yapilan arastirmalar ve elde edilen bulgulardan yola
cikarak, miRNA ekspresyon profillerindeki degisimlerden meme kanserinin de i¢inde
bulundugu bir¢ok kanser tiiriiniin tedavisinin takibinde biyomarkir olarak
yararlanilabilecegi gosterilmistir.

miRNA ekspresyon seviyelerindeki degisikliklerin tek bir gen {irlinlini
etkilemekten ziyade biitiin gen diizenleyici sistemi etkileyebilmeleri, bu molekiillerin her
birinin ¢ok sayida hedef genin ekspresyonunu diizenlemesi, bir miRNA’ nin
ekspresyonunun degistirilmesinin umulmadik bir¢ok geni etkileyebilmesi ve bu durumun
tersi olarak, tek bir genin bircok miRNA tarafindan diizenlenebilmesi spesifik bir gen
hedefini verimli sekilde etkileyebilmektedir. Kanserde gelisim siirecinin bir biyomarkiri
veya terapotik ajan olarak miRNA’ lardan yararlanilmasi i¢in elde edilen bilgilerin belirli
standartlara getirilmesi gerekmekte ve yeni arastirma bulgularina ihtiya¢ duyulmaktadir.
Simdiye kadar elde edilmis veriler 1s181nda ¢alismamizda, BRCA1/2 genlerinden herhangi
birinde mutasyon belirlenmis ve belirlenmemis, erken yas ya da aile oykiisii olan meme
kanserli vakalarin normal ve tiimorli doku 6rnekleri kullanilmistir. Meme kanser
gelisiminde 6nemli diagnostik, prognostik ve ila¢ direnci ile iligkili 14 miRNA’ nin (miR-
21, miR-155, miR-145, let-7a, miR-10b, miR-125b, miR-221, miR-222, miR-205, miR-
126, miR-206, miR-200c, miR-31, miR-335) ekspresyon analizleri gerceklestirilmistir.

Calismamizda vakalarda belirlenmis olan farkl tipteki mutasyonlarin miRNA
ekspresyon seviyelerine ne sekilde etki ettigi, miRNA’ larin fonksiyonlarini degistirip
degistirmedigi ayrica belirlenmis mutasyonlarin, miRNA’ larin gorev aldig1 sinyal ileti
yolaklarindaki islevleri ve hedefledigi genler iizerine etkisini arastirmak amaglanmustir.

Bu sayede ilgili miRNA’ larin meme kanserindeki rolleri aydinlatilmaya c¢alisilmistir.
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Hasta Grubu

Uludag Universitesi Tip Fakiiltesi Genel Cerrahi Anabilim Dali tarafindan Haziran
2010 -Ekim 2011 tarihleri arasinda T1ibbi Biyoloji AD’ na yonlendirilen, erken yas ya da
aile dykiisii olan meme kanserli 60 hastanin kan &rneklerinde, U.U. Tip Fakiiltesi Tibbi
Biyoloji Anabilim Dali Kanser Genetigi Laboratuvar1’ nda rutin hasta hizmeti dahilinde
BRCAI ve BRCA2 genlerinin mutasyon analizleri gerceklestirildi. BRCAI ve BRCA2
genlerine ait tiim ekzonlar (BRCA 1’ in 23, BRCA2’ nin 27 ekzonu) amplifiye edildikten
sonra Heterodubleks Analizi ve DNA Dizi Analizi ile degerlendirildi. BRCAI geninin
10.ekzonu 6, BRCA2 geninin ise 10.Exonu 3, 11.exonu ise 11 parcaya ayrilarak amplifiye
edildi. DNA Dizi Analizleri gerceklestirilen ve ¢alismaya dahil edilmesi planlanan ilgili
hastalarin normal ve tiimdr doku materyallerinin temini; Uludag Universitesi Tip Fakiiltesi
Aragtirma Etik Kurulu’ nun 2010-1/21 no’ lu karar1 ile uygun bulunduktan sonra, bu
hastalara ait tiimorii ve normal dokuyu en iyi temsil eden parafin bloklar Patoloji Anabilim
Dal1 arsivinden elde edildi. Hastalara ait klinik 6zellikler ise Genel Cerrahi ve Patoloji
Anabilim Dal1 arsivlerinden elde edildi. Planlanan tez ile ilgili olarak olusturulan tez
projesi, Uludag Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Komisyon Baskanligi’nca
degerlendirilerek UAP(T)-2011/1 sayili proje olarak kabul edildi. Meme kanserli hastalara
ait normal ve tiimorlii doku 6rneklerinde meme kanser gelisiminde 6nemli bazi miRNA’
larin ekspresyon analizleri degerlendirildi. Mevcut proje kapsaminda planlanan biitcede
olusturulan kisitlama nedeniyle proje ile ilgili miRNA ekspresyon analizleri, Ohio State
Universitesi (Comprehensive Cancer Center, PCR shared Resources)’ nden hizmet alimi
yapilarak gerceklestirildi.

Tez projesi yapilandirilirken konunun igerigi olarak ‘" Meme Kanseri Gelisiminde
miRNA’ larin Rolii’ nlin Arastirilmas1’ planlanmisti. Fakat lilkemizde tez projesinin
degerlendirilmesi, kabulii, sarflarin satin alinmasi ve temini siiregleri ¢ok uzun siire
aldigindan bu siirecte tez projesinin konu igerigi ile ilgili literatiirde ¢cok sayida ¢alisma
yayimlanmigtir. Bu nedenle tez projesine dahil edilen hastalarin literatiirde hig
calisilmamigs BRCA1/2 gen mutasyonu taranan meme kanserli hasta grubu se¢imi
olusturularak literatiirde 6zgilin degerin elde edilmesi saglanmistir. Bu hasta grubunun

olusturulmasi olduk¢a zor olmasina ragmen, ilgili hastalar Anabilim Dalimizin 2000’ li
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yillarin bagindan itibaren BRCA 1/BRCA2 mutasyon analizleri ile ilgili edinmis tecriibeleri
ile olusturulan rutin hasta hizmeti dahilinde Anabilim Dali” miza bagvuran hasta grubu

icinden secilerek saglanmistir.

3.2. Gerecler

3.2.1. Kullanilan Aletler

. ABI Prism 7900HT RT-PCR, Applied Biosystems, USA.
. Gene Amp PCR 9700 Thermocycler, Applied Biosystems, USA.
. Isiticil1 blok (DB-2A), Techne, England.

. Su banyosu (BM 302), Niive, Istanbul, Turkey.
o Santrifiij (Z-23), Hermle, Germany.

o Santrifiij (22R), Beckman Coulter, Germany.

. Plate santrifiijii, Thermo, USA.

. Manyetik Karistirict (Vorteks), Velp Scientifica, Italy.
. + 4°C Buzdolabi, Alaska, istanbul, Turkey.
° - 20°C Buzdolabi, Bosch, Istanbul, Turkey.
. - 80°C Buzdolabs, Niive, Istanbul, Turkey.
. DNA/RNA UV kabini, Biosan, Latvia.

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

o Pipet, (10-100 pl), Eppendorf, USA.

o Pipet, (20-200 pl), Eppendorf, USA.

o Pipet F2, (100-1000 pl), Thermo, USA.

o HP lazer yazici, Istanbul, Turkey.

. Steril eldiven (P1102), Braun, Germany.

3.2.2. Kullanilan Kimyasal Malzemeler

° Biostic Paraffin Removal Reagent, MO BIO, USA.
. RNeasy FFPE kiti (50 6rneklik), Qiagen, USA.

o Tagman MicroRNA Reverse Transkripsiyon Kiti, Applied Biosystems, USA.
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o Tagman MaturemiRs Assays, Applied Biosystems, USA.

. Tagman Universal PCR Master Mix, Applied Biosystems, USA.
o 96 ° lik plate, Applied Biosystems, USA.

o Optical Adhesive Covers, Applied Biosystems, USA.

. Etanol, Merck, Germany.

° Parafilm.

3.3. Yontemler

3.3.1. Parafinize Edilmis Doku Orneklerinden RNA Elde Edilmesi

Calismaya dahil edilen meme kanserli mutasyon belirlenen 23 hasta ile mutasyon
belirlenmeyen 37 hastaya ait parafinize edilmis timor dokularindan ve ilgili hastalarin
(BRCA1/2 genlerinden birinde mutasyon belirlenen 10 hastanin ve mutasyon
belirlenmeyen 10 hastanin olmak iizere) toplam 20’ sinin parafinize edilmis normal

dokularindan Qiagen RNeasy FFPE kit kullanilarak RNA izolasyonlar1 gergeklestirildi.

3.3.2. Elde Edilen RNA’ larin Miktar ve Kalite Tayini

Niikleotidlerin heterosiklik halkalar1 260 nm dalga boyunda maksimum
absorbsiyon 6zelligi gosterirler. Bu nedenle 260 nm’ de 6l¢iilen absorbsiyon degerleri
oldukca saf olarak izole edilen niikleik asitlerin ng/puL. veya pg/mL diizeyinde miktarlarinin
belirlenmesinde kullanilir. 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 Faktorii

RNA molekiilleri igin 1 optik dansitenin 40 pg/mL’ ye karsilik geldigi
bilinmektedir. Bununla birlikte 260 ve 280 nm dalga boylarinda okunan degerler
arasindaki oran niikleik asitlerin saflig1 hakkinda bilgi vermektedir. Proteinlerde bilindigi
gibi 280 nm’ de absorbsiyon 6zelligi gosterirler. Bu nedenle 280 nm” de dl¢iilen bir
degerdeki artis A260/A280 oraninda diismeye neden olur. Izole edilen total RNA

orneklerinin safligindan bahsetmek i¢in bu oran 1.8-2.00 arasinda olmalidir.
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Calismamizda izole edilen RNA 6rneklerinin miktar ve kalitesi nanodrop

cithazinda olgiilerek ekspresyon analizleri i¢in uygunlugu degerlendirildi (Tablo-6).

Tablo-6 Hastalara Ait Orneklerin RNA Konsantrasyonlari ile ilgili Nanodrop
Ol¢iimleri

MUTASYON POZITiF HASTALARA AIiT TUMOR DOKU ORNEKLERI

Ornek Niikleik Ornek
ID Asit kons. Unite A260 A280 260/280 260/230 tipi  Faktor

M(+) 1 883,1 ng/ul  22.077 11.542 1,91 1,98 RNA 40
M(+) 2 13,1 ng/ul 0327 0,184 1,78 1,19 RNA 40
M(+) 3 52,3 ng/ul 1,307 0,682 1,91 1,7 RNA 40
M(+) 4 151,2 ng/ul 3779 2069 1,83 124  RNA 40
M(+) 5 56,9 ng/ul 1,423 0,733 1,94 1,73 RNA 40
M(+) 6 485,6 ng/ul  12.141 6.370 1,91 1,53 RNA 40
M(+) 7 526,5 ng/ul  13.161 6.818 1,93 1,91 RNA 40
M(+) 8 218,2 ng/ul 5455 2.826 1,93 1,86 RNA 40
M(+) 9 16,9 ng/ul 0,422 0,255 1,65 0,95 RNA 40
M(+) 10 2135 ng/ul  53.375 28.862 1,85 1,94 RNA 40
M(#) 11 304,8 ng/ul  7.621 4278 1,78 1,62 RNA 40
M(+) 12 28,2 ng/ul 0563 0315 1,78 1,86 RNA 40
M(+) 13 32,2 ng/ul 0,643 0327 1,97 1,82 RNA 40
M(+) 14 48,8 ng/ul 0,977 0493 1,98 1,91 RNA 40
M(+) 15 24,7 ng/ul 0,494 0,303 1,63 1,05 RNA 40
M(+) 16 23,5 ng/ul 0,588 0314 1,88 1,04  RNA 40
M(+) 17 49 ng/ul 1,225 0,651 1,88 1,08  RNA 40
M(+) 18 177,5 ng/ul 4,436 2,272 1,95 1,88 RNA 40
M(+) 19 119,8 ng/ul 2,396 1,243 1,93 1,85  RNA 40
M(+) 20 16,4 ng/ul 0327 0,173 1,89 1,61 RNA 40
M(+) 21 82,9 ng/ul 2,073 1,109 1,87 1,32 RNA 40
M(+) 22 171,4 ng/ul 4285 2,17 1,97 1,92 RNA 40
M(+) 23 10,4 ng/ul 0,208 0,129 1,61 1,03 RNA 40
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Tablo 6° nin devami

MUTASYON NEGATIF HASTALARA AIiT TUMOR DOKU ORNEKLERI

Ornek  Niikleik Ornek
ID Asit kons. Unite A260 A280 260/280 260/230 tipi Faktor

M(-) 24 153,1 ng/ul 3,827 2,2 1,74 1,4 RNA 40
M(-) 25 26,6 ng/ul 0,665 0,379 1,75 0,97 RNA 40
M(-) 26 13,9 ng/ul 0,349 0,188 1,85 1,03 RNA 40
M(-) 27 1192  ng/ul 2,979 1581 1,88 143  RNA 40
M(-) 28 90,7 ng/ul 2,268 1,205 1,88 1,41 RNA 40
M(-) 29 172 nglul 0429 0221 1,94 1,57 RNA 40
M(-) 30 2249 ng/ul 5,622 2,991 1,88 1,54 RNA 40
M(-) 31 29,2 ng/ul 0729 0414 1,76 I RNA 40
M(-) 32 86,3 ng/ul 2,158 1,124 1,92 1,91 RNA 40
M(-) 33 120  nglul 0323 0,89 1,71 065 RNA 40
M(-) 34 110,2 ng/ul 2,756 1,412 1,95 1,94 RNA 40
M(-) 35 453 ngyl 1131 0581 195 1,9  RNA 40
M(-) 36 22,4 ng/ul 0,56 0,297 1,89 1,74 RNA 40
M(-) 37 1772 nglul 4431 2365 187 1,52 RNA 40
M(-) 38 81,8 ng/ul 2,045 1,193 1,71 1,25 RNA 40
M(-) 39 136,5  ngul 3414 1777 192 1,54  RNA 40
M(-) 40 100 ng/ul 2,5 1,422 1,76 1,56 RNA 40
M(-) 41 255  ngul 0639 0366 1,74 I3 RNA 40
M(-) 42 15 ng/ul 0,376 0,215 1,75 1,02 RNA 40
M(-) 43 306 ngul 0,764 0465 1,64 LIl RNA 40
M(-) 44 23,9 ng/ul 0,597 0,343 1,74 1,3 RNA 40
M(-) 45 117 ngul 0293 0,165 1,78 13 RNA 40
M(-) 46 34,2 ng/ul 0,856 0,483 1,77 1,2 RNA 40
M(-)47 12 ng/ul 03 0,182 1,65 08  RNA 40
M(-)48 45,6 ng/ul 1,141 0,595 1,92 1,88 RNA 40
M(-)49 467  ngul 1,167 0603 1,93 126 RNA 40
M(-)50 333 ng/ul 0,833 0,439 1,9 0,86 RNA 40
M(-)51 398  ngl 0995 052 191 142 RNA 40
M(-)52 125 ng/ul 3,125 1,763 1,77 1,73 RNA 40
M(-)53 100 ngul 0209 0117 1,79 134  RNA 40
M(-)54 98.6 ng/ul 2,466 1,331 1,85 1,68 RNA 40
M()55 68 ng/ul 1,701 0871 1,95 1,79  RNA 40
M(-)56 81,9 ng/ul 2,048 1,097 1,87 1,52 RNA 40
M(-)57 267  nglul 0,667 0321 2,08 1,75 RNA 40
M(-)58 123,1 ng/ul 3,077 1,607 1,92 1,73 RNA 40
M(-)59 705  ngul 1,763 0883 2 181  RNA 40
M(-)60 214 ng/ul 0,535 0,303 1,77 1,53 RNA 40
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Tablo 6° nin devami

MUTASYON POZITiF HASTALARA AiT NORMAL DOKU ORNEKLERI

) Niikleik Ornek

Ornek ID  Asit kons. Unite A260 A280 260/280 260/230 tipi Faktor
M(+) 61 124,4 ng/ul 3,11 1,68 1,85 1,56 RNA 40
M(+) 62 13,1 ng/pl 0,326 0,19 1,72 1,45 RNA 40
M(+) 63 51 ng/ul 1,276 0,72 1,77 0,99 RNA 40
M(+) 64 39,6 ng/ul 0,99 0,524 1,89 1,75 RNA 40
M(+) 65 88,8 ng/pl 222 1,18 1,88 1,56 RNA 40
M(+) 66 143 ng/pl 3,575 1,868 1,91 1,75 RNA 40
M(+) 67 492.4 ng/ul 12,31 6,411 1,92 1,84 RNA 40
M(+) 68 361 ng/pl 9,024 4,817 1,87 1,78 RNA 40
M(+) 69 109,6 ng/ul 2,74 1,472 1,86 1,52 RNA 40
M(+) 70 52,5 ng/pl 1,313 0,696 1,89 1,39 RNA 40

Tablo 6’ nin devami

MUTASYON NEGATIF HASTALARA AiT NORMAL DOKU ORNEKLERIi

Ornek  Niikleik Ornek
ID Asit kons. Unite A260 A280 260/280 260/230 tipi  Faktor

M(-) 71 723 ng/ul 18,08 9915 1,82 1,95 RNA 40
M(-) 72 395  ngul 0987 0545 181 1,15 RNA 40
M(-) 73 406,3 ng/ul 10,16 5,401 1,88 1,73 RNA 40
M(-) 74 646  nglul 1,615 0905 1,78 1,02 RNA 40
M(-) 75 537 ngul 1342 0,712 1,89 1,7 RNA 40
M(-) 76 66 ngul 1,649 0877 1,88 1,62 RNA 40
M(-) 77 294 .4 ng/ul 7,359 3,798 1,94 1,98 RNA 40
M(-) 78 16,6  nglul 0415 0245 1,69 1,12 RNA 40
M(-) 79 1158  ng/ul 2,896 1493 194 1,8  RNA 40
M(-) 80 257  ng/ul 0644 0358 18 112 RNA 40
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3.3.3. RNA’ lardan cDNA Sentezi

Konsantrasyon ve kaliteleri degerlendirilerek optimize edilen RNA’ lardan Tagman
microRNA Reverse Transkripsiyon kiti kullanilarak cDNA sentezi gerceklestirildi. izole
edilen RNA orneklerinden cDNA sentezi i¢in kullanilan PCR karigimi1 ve programi tablo-
7’ de verildi. Calismada, PCR dongiisii esnasinda olusan spesifik PCR {iriiniinii belirlemek
ve es zamanli degerlendirmek amaciyla florasan 151ma yapabilen isaretli (Taqgman problu)

primerler kullanildi.

Tablo-7 c¢cDNA Sentezi icin Reaksiyon Karisimi ve PCR Kosullar

c¢DNA Master Mix PCR Sartlan
Bilesenler Master Mix
15 nL’ lik Reaksiyon
dNTP (100mM total) 0.15 ul 16 °C’de — 30 dakika
RT enzim (50U/pl) 1.00 pul 42 °C' de — 30 dakika
10X RT miksi 1.5pul 85°C’ de — 5 dakika
RNase inhibitor 0.19 ul 4 °Cde —
RNase-free su 4.16 pul
Total 7.00 pl

Her 15 pL’ lik reaksiyon 7pl master mix, 3 pl primer ve 5 pl RNA 6rnegi igerir.
15 pL’ lik reaksiyon, 1-10 ng RNA 6rnegi icermektedir.

3.3.4. Real-Time PCR ile miRNA Expresyon Analizleri

Calismamizda ekspresyon analizleri gergeklestirilen 14 miRNA” ya ait 6zellikler
tablo 8’ de verildi. Ilgili miRNA’ lara ait 6zellikler miRbase (http://www.mirbase.org/)
veri tabanindan elde edildi. Tablo-9’ da ise calismada degerlendirilen miRNA’ larin
ekspresyon ve sec¢im kriterlerini ifade eden 6zellikleri, meme kanser tipleri ile iligkisi ve
hedef genleri verildi. Degerlendirilen miRNA’ larin se¢imi; meme kanser gelisiminde
diagnostik, prognostik ve ilag direnci ile iliskisi literatiirde son yillarda bu konuda yapilan

calismalar degerlendirilerek belirlendi.
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Tablo-8 Ekspresyon Analizleri Gerceklestirilen 14 miRNA’ ya Ait Ozellikler

Stem loop sekansi

Mature sekansi

Minor MiR* sekansi

No Accession ID Sembol Stem loop Accession ID Sekans Accession ID Sekans
UGUCGGGUAGCUUAUCAGACUGAUGUUG
hsa- HGNC: ACUGUUGAAUCUCAUGGCAACACCAGUCG MIMAT hsa- MIMAT hsa-
1 MI 0000077 mir-21 MIR21 AUGGGCUGUCUGACA 0000076 miR-21 8-UAGCUUAUCAGACUGAUGUUGA-29 0004494 miR-21* 46-CAACACCAGUCGAUGGGCUGU-66
CUGUUAAUGCUAAUCGUGAUAGGGGUUU
hsa- HGNC: UUGCCUCCAACUGACUCCU MIMAT hsa- MIMAT hsa-
2 MI 0000681 mir-155 MIR155 ACAUAUUAGCAUUAACAG 0000646 miR-155 4-UUAAUGCUAAUCGUGAUAGGGGU-26 0004658 miR-155% 43-CUCCUACAUAUUAGCAUUAACA-64
CACCUUGUCCUCACGGUCCAGUUUUCCCAG
hsa- HGNC: GAAUCCUUAGAUGCUAAGAUGGGGAUCCU MIMAT hsa- MIMAT hsa-
3 MI 0000461 mir-145 MIR145 GGAAAUACUGUUCUUGAGGUCAUGGUU 0000437 miR-145 16-GUCCAGUUUUCCCAGGAAUCCCU-38 0004601 miR-145* 54-GGAUUCCUGGAAAUACUGUUCU-75
GGGUGAGGUAGUAGGUUGUAUAGUUUGG
hsa- HGNC: GGCUCUGCCC UGCUAUGGG MIMAT hsa- MIMAT hsa-
4 MI 0000062 let-7a-3 MIRLET7A3 AUAACUAUACAAUCUACUGUCUUUCCU 0000062 let-7a 4-UGAGGUAGUAGGUUGUAUAGUU-25 0004481 let-7a* 52-CUAUACAAUCUACUGUCUUUC-72
CCAGAGGUUGUAACGUUGUCUAUAUAUACCCUGUAGA
hsa- HGNC: ACCGAAUUUGUGUGGUAUCCGUAUAGUCACAGAUUCG MIMAT hsa- MIMAT hsa-
5 MI 0000267 mir-10b MIR10B AUUC UAGGGGAAUAUAUG GUCGAUGCAAAAACUUCA 0000254 miR-10b 27-UACCCUGUAGAACCGAAUUUGUG-49 0004556 miR-10b* 66-ACAGAUUCGAUUCUAGGGGAAU-87
UGCGCUCCUCUCAGUCCCUGAGACCCUAACUUGUG
hsa- HGNC: AUGUUUACCGUUUAAAUCCACGGGUUAGGCUCUU MIMAT hsa- MIMAT hsa-
6 MI 0000446 mir-125b-1 MIR125B1 GGGAGCUGCGAGUCGUGCU 0000423 miR-125b 15-UCCCUGAGACCCUAACUUGUGA-36 0004592 miR-125b-1* 55-ACGGGUUAGGCUCUUGGGAGCU-76
UGAACAUCCAGGUCUGGGGCAUGAACCUGGCAUACAA
hsa- HGNC: UGUAGAUUUCUGUGUUCGUUAGGCAACAGCUACAUUG MIMAT hsa- MIMAT hsa-
7 MI 0000298 mir-221 MIR221 UCUGCUGGGUUUCAGGCUACCUGGAAACAUGUUCUC 0000278 miR-221 65-AGCUACAUUGUCUGCUGGGUUUC-87 0004568 miR-221* 25-ACCUGGCAUACAAUGUAGAUUU-46
GCUGCUGGAAGGUGUAGGUACCCUCAAUGGCUCAGU
hsa- HGNC: AGCCAGUGUAGAUCCUGUCUUUCGUAAUCAGCAGCUA MIMAT hsa- MIMAT hsa-
8 MI 0000299 mir-222 MIR222 CAU CUGGCUA UGGGUCUCUGAUGGCAUCUUCUAGCU 0000279 miR-222 69-AGCUACAUCUGGCUACUGGGU-89 0004569 miR-222%* 31-CUCAGUAGCCAGUGUAGAUCCU-52
AAAGAUCCUCAGACAAUCCAUGUGCUUCUCUUGUCCUU
hsa- HGNC: CAUUCCACCGGAGUCUGUCUCAUACCCAACCAGAUUU MIMAT hsa- MIMAT hsa-
9 MI 0000285 mir-205 MIR205 CAGUGGAGUGAAGUUCAGGAGGCAUGGAGCUGACA 0000266 miR-205 34-UCCUUCAUUCCACCGGAGUCUG-55 0009197 miR-205* 71-GAUUUCAGUGGAGUGAAGUUC-91
CGCUGGCGACGGGACAUUAUUACUUUUGGUACGC
hsa- HGNC: GCUGUGACACUUCAAACUCGUACCGUGAGUAAUAAUG MIMAT hsa- MIMAT hsa-
10 MI 0000471 mir-126 MIR126 CGCCGUCCACGGCA 0000445 miR-126 52-UCGUACCGUGAGUAAUAAUGCG-73 0000444 miR-126* 15-CAUUAUUACUUUUGGUACGCG-35
UGCUUCCCGAGGCCACAUGCUUCUUUAUAUCCCCA
hsa- HGNC: UAUGGAUUACUUUGCUAUGGAAUGUAAGGAAGU MIMAT hsa-
11 MI 0000490 mir-206 MIR206 GUGUGGUUUCGGCAAGUG 0000462 miR-206 53-UGGAAUGUAAGGAAGUGUGUGG-74 - - -
CCCUCGUCUUACCCAGCAGUGUUU
hsa- HGNC: GGGUGCGGUUGGGAGUCUCUAAUACUGCCGGGUAA MIMAT hsa- MIMAT hsa-
12 MI 0000650 mir-200c MIR200C UGAUGGAGG 0000617 miR-200c 44-UAAUACUGCCGGGUAAUGAUGGA-66 0004657 miR-200c* 5-CGUCUUACCCAGCAGUGUUUGG-26
GGAGAGGAGGCAAGAUGCUGGCA
hsa- HGNC: UAGCUGUUGAACUGGGAACCUGCUAUGCCAACAUA MIMAT hsa- MIMAT hsa-
13 MI 0000089 mir-31 MIR31 UUGCCAUCUUUCC 0000089 miR-31 8-AGGCAAGAUGCUGGCAUAGCU-28 0004504 miR-31* 44-UGCUAUGCCAACAUAUUGCCAU-65
UGUUUUGAGCGGGGGUCAAGAGCAAUAACGAAAAA
hsa- HGNC: UGUUUGUCAUAAACCGUUUUUCAUUAUUGCUCCUG MIMAT hsa- MIMAT hsa-
14 MI 0000816 mir-335 MIR335 ACCUCCU CUCAUUUGCUAUAUUCA 0000765 miR-335 16-UCAAGAGCAAUAACGAAAAAUGU-38 0004703 miR-335* 52-UUUUUCAUUAUUGCUCCUGACC-73
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Tablo-9 Meme Kanser Gelisiminde Diagnostik, Prognostik ve Ila¢ Direnci ile Tliskili

miRNA’ lar
. Onk/ Up/ . . J— . -
miRNA Hedef Geni Dia/Pro Hangi Tip Meme Kanserinde Etkili
Tb Down
) BCL2, TPM1, PDCD4, PTEN, . INVAZIV DUKTAL MEME CA,
miR21 ONK up MASPIN, RECK, RASA1 PRO/DIA - pp (4 ) MEME CA, METASTATIK MEME CA
. RhoA, CMAF, AGTRI, . . .
miR155 ONK UP AID, IKBKE, TPS3INP] PRO/DIA ER(+)MEME CA, INVAZIV MEME CA
. INVAZIV LOBULAR MEME CA,
miR10b ONK D HOXD10 PRO METASTATIK MEME CA
. ERG, RTNK, MYCERKS, . )
miR145 TB D HOXAS, KRAS, PARPS PRO BAZAL VE LUMINAL TiP MEME CA
Let-7a-3 TB D HRAS, HMGA2, LIN28, PEBP1, CMYC PRO ER(+) MEME CA
miR125b-1 TB D HER-2, HER-3 PRO METASTATIK MEME CA
miR200c TB D TCF8, BMI1 PRO METASTATIK MEME CA
. TRIPLE (- ) MEME CA, INVAZIV MEME CA,
miR205 TB D HER3, VEGF-A, ZEBI, ZEB2, TGFp PRO METASTATIK MEME CA
. ER[I(- ) MEME CA, ER(I(+) MEME CA,
miR206 T8 UP/D ER PRO BAZAL TIP MEME CA, HER-2(+) MEME CA
. iLAC ER(-) MEME CA, HER-2(+) MEME CA,
miR221 ONK UP P27, P57, PTEN, TIMP3 DIRENCI ER(+ ) MEME CA
. ILAC ER(- ) MEME CA, HER-2(+ ) MEME CA,
miR222 ONK UP P27, P57, PTEN, TIMP4 DIRENCI ER(+) MEME CA
miR335 TB PTPRN2, MERTK, Tenacin C, SOX4 PRO METASTATIK MEME CA
miR126 TB D VEGFA, PIK3R2 PRO METASTATIK MEME CA
miR31 TB D FZD3, ITGAS, MRIP, PRO METASTATIK MEME CA

MMP16, RDX, RHOA

Dia: Diagnostik, Pro: Prognostik Onk: Onkogenik, Tb: Tiimér Baskilayici

Tablo 10’ da belirtilen RT-PCR reaksiyon soliisyonu hazirlanarak 96’ lik plate’e

yiiklendi. 14 miRNA’ nin ekspresyon analizleri, ABI Prism 7900HT RT-PCR cihazinda

gergeklestirildi.
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Tablo-10 Real-Time PCR Reaksiyon Karisim

RT PCR Reaksiyon Mix
20 pL’ lik Reaksiyon

1 orneklik 3 tekrarh

Bilesenler reaksiyon reaksiyon
Tagman Small RNA assay (20 x) 1.00 pl 3.60 pl
cDNA 1.33 ul 4.80 pul
Tagman Universal, PCR Master II ( 2X) 10.00 ul 36.00 pul
Niikleaz free su 7.67 ul 27.61 ul
Total 20.00 ul 72.01 pl
Opsiyonlu .
Adim Alll)lp)EIlrase Aﬁg?i?:tsi PCR
UNG Aktivitesi
40 siklusluk
Denatiirasyon Baglanma/Uzama

Sicaklik 50 °C 95°C 95°C 60 °C
Stire 2 dakika 10 dakika 15 saniye 60 saniye

3.3.5. RT-PCR Tabanh miRNA Ekspresyon Profillerinin Degerlendirilmesi

RT-PCR Analizi, negatif kontrolleri de kapsayacak sekilde {i¢ tekrarli olarak
gerceklestirildi. miRNA’ larin ekspresyon seviyelerindeki farkliliklar Ct metodu
kullanilarak hesaplandi. Referans seviyeleri olarak verilerin normalizasyonu i¢in endojen
kontroller olan RNU44 ve RNU48 kullanildi. miRNA ekspresyonlar1 i¢cin RT-PCR
cithazinin yazilim programinda 6rneklerin baglangic kopya sayis1 ve Ct degerleri belirlendi.

Ham verilerin {i¢ kopyasindan elde edilen ortalama Ct degerleri housekeeping gen olan

RNU44 ve RNU48 ile normalize edildi.

3.3.6. miRNA Hedeflerinin Belirlenmesi

miRNA’ larin hedef genleri miRWalk veritaban1 kullanilarak belirlendi
(http://www.umm.uni-heidelberg.de/apps/ zmf/mirwalk/). miRNA’ larin etkili oldugu
sinyal ileti yolaklarina da KEGG (http://www.genome.jp/kegg/) ve BioCarta
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(http://www.biocarta.com/) veritabanlari1 kullanilarak erisildi. Genlerin fonksiyonlar ile

ilgili bilgiler ise KEGG ve NCBI-Gen’ den elde edildi (http://www.ncbi.nlm.nih.gov).

3.3.7. istatistiksel Analiz

Bu calismada, miRNA ekspresyon seviyelerindeki degisimler farkl istatistiki
testler kullanilarak hesaplandi. Mutasyon pozitif hasta grubu ile mutasyon negatif hasta
grubu arasindaki karsilastirma Independent Sample T Testi ile gerceklestirildi. ilk tani ile
hastaligin ilk yinelemesi arasinda gecen siire hastaliksiz sagkalim, ilk tani ile 6liim tarihi
arasinda gegen siire genel sagkalim siiresi olarak hesaplandi. Takip siiresi ilk tani tarihi ile
son kontrol veya oliim tarihi arasindaki siireler dikkate alinarak belirlendi. miRNA
ekspresyon seviyelerindeki farkliliklarin hastaliksiz sagkalim ve genel sagkalim siireleri ve
hastalarin almig oldugu tedaviler iizerine 6nemliliklerinin incelenmesi i¢in Kaplan Meier
Analizi uygulandi. miRNA ekpresyon seviyelerindeki farkliliklarin, hastalarin klinik
ozellikleri ile iligkili olup olmadigin1 ortaya koymak i¢in Pearson Chi-Square ve Fisher's
Exact Test’ leri gerceklestirildi. Degiskenler arasindaki iliskiyi fonksiyonel olarak
aciklamak i¢in ise miRNA ekspresyon seviyelerindeki farkliliklar ile klinik 6zelliklerin
tamami1 Dogrusal Regresyon Analizi ile degerlendirildi. Calismada elde edilen bulgular
degerlendirilirken istatistiksel analizler i¢in SPSS 17.0 paket programi kullanildi. Sonuglar
% 95 lik giiven aralifinda, anlamlilik p<0.05 diizeyinde degerlendirildi. Sagkalim analizi
ise MedCalc programi ile gergeklestirildi.

Sabiosciences PCR-Data Analiz (RT? profiler PCR array data analysis version 3.5)
web tabanli programindan yararlanilarak, hastalarin farkli dokular1 arasinda miRNA
ekspresyon diizeyindeki degisimleri ifade eden fold change grafikleri ve degerlendirilen
gruplara gore miRNA” larin hangilerinin up-regiile hangilerinin down-regiile oldugunu

gosteren Clustrogram goriintiisii olusturuldu.
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4. BULGULAR

Calismaya dahil edilen meme kanserli 60 vakanin yaslar1 21 ile 65 arasinda
degismekte olup, ortalama yas 42.00 + 1.169 * dir. Hastalara ait takip siiresi 1 yil ile 19 y1l
arasinda degismektedir. Ortalama takip siiresi ise ~4 yildir. Degerlendirilen hastalara ait
klinik bulgular tablo-11" de, hastalara ait tiimdrlerin 6zellikleri ise tablo-12” de

verilmektedir.

Tablo-11 Hastalara Ait Klinik Ozellikler

Degerlendirilen parametreler Hasta sayis1 (%)
Yas ortalamasi 42.00+ 1.169* (21-65)

[k mensturasyon yast 13.00+ 0.170* ( 11-16)

[k dogum yas1 23.00+ 0.677* (16-39)

l.dereceden ailesel meme kanser hikayesi

+ 24 (40)
- 36 (60)
Takip stiresi
<l yl 16 (26.6)
2-4 y1l 20 (33.3)
>4 yil 20 (33.3)
Bilinmeyen 4 (66.6)
Neoadjuvan tedavi
+ 29 (48.3)
- 31(51.6)
Adjuvan tedavi
+ 33 (55)
- 27 (45)
Herceptin tedavisi
+ 8 (13.3)
- 52 (86.6)
Hormon tedavisi
+ 39 (65)
- 21 (35)
Radyasyon tedavisi
+ 57 (95)
- 3(5)

*: Standart sapma
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Tablo-12 Hastalara Ait Tiimorlerin Ozellikleri

Degerlendirilen parametreler Hasta sayis1 (%)
Tipi
Invaziv duktal meme kanseri 38 (63.3)
Triple negatif meme kanseri 13 (21.6)
Diger tip 9 (15)
Lokalizasyon
Sol 29 (48.3)
Sag 31(51.6)
Histolojik evre
Evre 1 17 (28.3)
Evre 2 24 (40)
Evre 3-4 18 (30)
Bilinmeyen 1(1.6)
ER
+ 41 (68.3)
- 19 (31.6)
PR
+ 33 (55)
- 27 (45)
CerbB2
+ 16 (26.6)
- 44 (73.3)
Invazyon
+ 14 (23.3)
- 46 (76.6)
Metastaz
+ 29 (48.3)
- 31(51.6)

BRCA1/2 genlerinden birinde mutasyon belirlenen 23 hasta ile BRCA1/2
mutasyonu belirlenmeyen 37 hasta olmak tizere toplam 60 meme kanserli hastanin
parafinize edilmis tiimor dokularinda ve bu hastalardan 20’ sinin parafinize edilmis normal
dokularinda RNA izolasyonlar1 tamamlandiktan sonra, meme kanser gelisiminde 6nemli
14 miRNA’ nin ekspresyon analizleri gergeklestirildi. Elde edilen bulgular, hastalara ait
klinik 6zellikler ile karsilagtirilarak istatistiksel olarak analiz edildi. Degerlendirilen doku
orneklerinin igerigi ve hasta gruplarinin dagilimi tablo-12 ve tablo-13’ de verildi.
Istatistiksel analizler gerceklestirilmeden 6nce normalizasyon islemleri 1) 1-23/61-70, 2)
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24-60/71-80, 3) 1-60/61-80, 4) 1-23/24-60, 5) 61-70/71-80 gruplar1 arasindaki

ekspresyonlar ele alinarak gerceklestirildi (Tablo-13 ve Tablo-14).

Tablo-13 Gruplarda Karsilastirilan Doku Orneklerinin Icerigi

1.Grup:
2.Grup:

3.Grup:

4.Grup:

5.Grup:

Mutasyon pozitif timor doku 6rnekleri ile mutasyon pozitif normal doku drnekleri karsilastirmasi

Mutasyon negatif tiimor doku drnekleri ile mutasyon negatif normal doku 6rnekleri karsilagtirmast

Mutasyon pozitif ve negatif timor doku 6rnekleri ile mutasyon pozitif ve negatif normal doku

ornekleri karsilagtirmast

Mutasyon pozitif timor doku 6rnekleri ile mutasyon negatif tiimor doku 6rnekleri karsilagtirmast

Mutasyon pozitif normal doku 6rnekleri ile mutasyon negatif normal doku 6rnekleri karsilagtirmast

Tablo-14 Meme Kanserli Hastalarin BRCA1/2 Mutasyon Durumuna Gore

Olusturulan Gruplarmin Dagilimi

Hasta
No

Ornek Grubu

Hasta

No

Ornek Grubu

Hasta
No

Ornek Grubu

Hasta

No

Ornek Grubu

mut. (+) timor doku
mut. (+) timor doku
mut. (+) timor doku
mut. (+) timor doku
mut. (+) timor doku
mut. (+) timor doku
mut. (+) timor doku
mut. (+) timor doku
mut. (+) tiimor doku
mut. (+) timér doku
mut. (+) timér doku
mut. (+) timér doku
mut. (+) timor doku
mut. (+) timér doku
mut. (+) tiimor doku
mut. (+) timér doku
mut. (+) tiimoér doku
mut. (+) timér doku
mut. (+) timor doku

mut. (+) timér doku

21
22
23
24
25
26
27
28
29
30
31
32
33
34
35
36
37
38
39

40

mut. (+) tiimor doku
mut. (+) tiimor doku
mut. (+) timor doku
mut. (-) timér doku
mut. (-) timdr doku
mut. (-) timér doku
mut. (-) timdr doku
mut. (-) timér doku
mut. (-) timor doku
mut. (-) timor doku
mut. (-) timor doku
mut. (-) timor doku
mut. (-) timér doku
mut. (-) timor doku
mut. (-) timor doku
mut. (-) timor doku
mut. (-) timor doku
mut. (-) timor doku
mut. (-) timor doku

mut. (-) timor doku

41
42
43
44
45
46
47
48
49
50
51
52
53
54
55
56
57
58
59

60

mut. (-) timér doku
mut. (-) timér doku
mut. (-) timér doku
mut. (-) timér doku
mut. (-) timoér doku
mut. (-) timér doku
mut. (-) timér doku
mut. (-) timér doku
mut. (-) timér doku
mut. (-) timor doku
mut. (-) timdr doku
mut. (-) timor doku
mut. (-) timdr doku
mut. (-) tiimor doku
mut. (-) timdr doku
mut. (-) tiimor doku
mut. (-) timdr doku
mut. (-) timor doku
mut. (-) timdr doku

mut. (-) tiimor doku

61
62
63
64
65
66
67
68
69
70
71
72
73
74
75
76
77
78
79

80

mut. (+) normal doku-2
mut. (+) normal doku-3
mut. (+) normal doku-5
mut. (+) normal doku-11
mut. (+) normal doku-12
mut. (+) normal doku-13
mut. (+) normal doku-14
mut. (+) normal doku-19
mut. (+) normal doku-20
mut. (+) normal doku-22
mut. (-) normal doku-1
mut. (-) normal doku-4
mut. (-) normal doku-9
mut. (-) normal doku-11
mut. (-) normal doku-12
mut. (-) normal doku-15
mut. (-) normal doku-17
mut. (-) normal doku-31
mut. (-) normal doku-33

mut. (-) normal doku-35
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Gruplar Arasindaki miRNA Ekspresyon Dagilimlari:

1. Grup: miR-125b ve miR-126’ nin upregiilasyonu; let-7a, miR-10b, miR-21,
miR-31, miR-145, miR-155, miR-200c, miR-205, miR-206, miR-221, miR-222 ve miR-
335’ in down-regiilasyonu belirlendi.

2. Grup: miR-10b, miR-21, miR-31, miR-125b, miR-155, miR-200c ve miR-206’
nin up-regiilasyonu; let-7a, miR-126, miR-145, miR-205, miR-221, miR-222, miR-335 in
down-regiilasyonu belirlendi.

3. Grup: miR-10b, miR-21, miR-31, miR-125b, miR-126, miR-155, miR-200c,
miR-205, miR-206 ve miR-222’ nin upregiilasyonu; let-7a, miR-145, miR-221 ve miR-
335’ in down-regiilasyonu belirlendi.

4. Grup: miR-125b’ nin up-regiilasyonu; let-7a, miR-10b, miR-21, miR-31, miR-
126, miR-145, miR-155, miR-200c, miR-205, miR-206, miR-221, miR-222 ve miR-335’
in down-regiilasyonu belirlendi.

5. Grup: miR-21, miR-31, miR-155, miR-205, miR-206, miR-221 ve miR-222’ nin
up-regiilasyonu; let-7a, miR-10b, miR-125b, miR-126, miR-145, miR-200c, miR-335’ in
down-regiilasyonu belirlendi (Tablo-15).

Tablo-15 Degerlendirilen miRNA’ larin Regiilasyon Durumlari

miRNA’ lar 1-23/61-70 24-60/71-80 1-60/61-80 1-23/24-60 61-70/71-80
let-7a Down Down Down Down Down
miR-10b Down Up Up Down Down
miR-21 Down Up Up Down Up
miR-31 Down Up Up Down Up
miR-125b Up Up Up Up Down
miR-126 Up Down Up Down Down
miR-145 Down Down Down Down Down
miR-155 Down Up Up Down Up
miR-200c Down Up Up Down Down
miR-205 Down Down Up Down Up
miR-206 Down Up Up Down Up
miR-221 Down Down Down Down Up
miR-222 Down Down Up Down Up
miR-335 Down Down Down Down Down
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Elde edilen miRNA ekspresyon seviyeleri, olusturulan tiim gruplar arasinda

karsilagtirilarak istatistiksel olarak analiz edildi. Independent Samples T Testi’ ne gore;

mutasyon belirlenen hastalarin timdr dokulari ile mutasyon belirlenmeyen hastalarin

tiimor dokular1 arasinda let-7a ve miR-335 ekspresyon seviyelerinde istatistiksel olarak

anlamlilik (p=0.044, p=0.022) belirlendi. Yine ayni1 grupta miR-10b, miR-126, miR-200c¢

ve miR-205’ in ekspresyon seviyeleri ise anlamliliga yakin (p=0.074, p=0.077, p=0.086,

p=0.085) belirlendi (Tablo-16). Calismamiza dahil edilen tiim meme kanserli hastalara ait

tiimorlii ve normal dokular arasinda yapilan karsilagtirma da ise let-7a ve miR-125b

ekspresyon diizeyleri anlamliliga yakin (p=0.072, p=0.083) bulundu (Tablo-17).

Tablo-16 T Testi Sonuclari-1

miRNA Grup n X ss*  sd* t p
let-Ta mutasyon pozitif timor doku 23 7.10 1.21 354 2088 0.044
mutasyon negatif timér doku 35 440 1.03
miR-10b mutasyon pozitif timér doku 22 295 5.70 2842 -1858 0.074
mutasyon negatif timér doku 29 290 7.50
miR-126 mutasyon pozitif timér doku 23 8.72  2.10 3877 -1818 0077
mutasyon negatif timoér doku 34 3.62  8.50
miR-200c mutasyon pozitif timér doku 23 595 4.85 3102 -1772 0086
mutasyon negatif timér doku 32 9.31 2.80
miR-205 mutasyon pozitif timor doku 23 3.37  3.20 3676 -1.772 0085
mutasyon negatif timér doku 37  2.26  5.00
mMiR-335 mutasyon pozitif timoér doku 22 0.740 1.44 2013 2421 0.022
mutasyon negatif timor doku 27  3.84 6.50
ss: Standart hata sd: Standart sapma
Tablo-17 T Testi Sonug¢lari-2
miRNA Grup n X ss’ sd’ t p
imo 58 293 823
let-7a tumor 1850 1910 0.072
normal 18 131 221
miR-125b tumorl 423803 10 1775 0.083
normat 17 528 141

ss:Standart hata ss: Standart sapma
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Istatistiksel olarak analiz edilerek anlamlilik ve anlamliliga yakin belirlenen
miRNA ekspresyonlarinin fold regiilasyon ve P degerleri ile ortalama Ct degerleri tablo-

18’ de verildi.

Tablo-18 Istatistiksel Olarak Anlamhhk ve Anlamhhiga Yakin Belirlenen miRNA’

larin Ct Degerleri, P Degerleri ve Fold Regiilasyonlar:

1-23 (Ortalama 24-60 (Ortalama P Fold
miRNA CT degerleri) CT degerleri ) degerleri  regiilasyonlari
hsa-let-7a 28,961386 31,984458 0,044* 0,4200158
miR-10b 30,760401 33,303555 0,074 0,3011594
miR-126 29,146287 32,213046 0,077 0,4329291
miR-200c 29,076193 32,173866 0,086 0,4423056
miR-205 27,697221 30,45092 0,085 0,3484787
miR-335 33,563537 35,146354 0,022* 0,1547778

1-60 (Ortalama 61-80 (Ortalama P Fold

miRNA Ct degerleri) Ct degerleri) degerleri  Regiilasyonlar:
miR-125b 30,097834 31,730225 0,083 4,0290453
let-7a 30,825614 29,986513 0,072 0,7264602

[statistiksel olarak anlamlilig1 belirlenen miRNA’ larin hedef genleri ve etkili
oldugu sinyal yolaklart miRWalk web tabanli program (http://www.umm.uni
heidelberg.de/apps/zmf/mirwalk/) kullanilarak belirlendi. Tablo-19” da miRNA’ larin
hedef genleri, tablo 20’ de ise miRNA’ larin etkili oldugu sinyal yolaklar1 ve bu yolaklarda

etkili olan genler verildi.
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Tablo-19 istatistiksel Olarak Anlamhlik Belirlenen miRNA’ larin Hedef Genleri

miRNA Hedef Genler

hsa-let-7a DGCR8 ,FOXAI1, ITGB3 ,SF4 ,RAB40C ,TNF ,PIK3CA ,MYC ,TP63 ,TIMP3 ,NRIPI ,HMGAI1
,RUNX1 ,RNASEN ,CEBPZ ,FLT3 ,EXOSCI ,BCL6 ,LIN28 ,DICERI ,SLC27A4 ,SOX2 ,TNRC6A
,TWIST1 ,EIF4E ,ZNF167, HMGA2, FASN, KIT, E2F1, DDX6, TUT1 ,CEBPB ,AKTI1 ,COL4A2
,STAT3 ,COX8A ,PLOD3 ,ZNF362, SOCS4, ARS2 ,ATNI1 ,TAFI1C, VDR ,UBE2I ,SCPEP1 ,FXRI1
,PRDM1 ,RET ,ACVR2A ,CCNDI ,CDC25C ,BCL2, CCND2 ,NPM1 ,CCR4 ,BRCA1 ,CYBS5R3
JFBXW7 ,ZEB2 ,FAS ,ZNF512B ,EIF2C4 ,CDKNIA ,MMPI14, IGF2BP1 ,DDIT3 ,EGFR ,DUSP2
,FMR1 ,POLR2A ,RBBP6 ,RAB27A ,IRAK2 ,NRI1I2 ,IL6 ,RAD51L3 ,KHSRP ,NKX2-1 ,CDC34
,NKIRAS2 ,SOCS1 ,PRTN3 ,ERBB3 ,E2F2 ,CHAF1A ,LARP4 ,APC STMNI, EIF2C2 ,KRAS, TCF19
JL13 ,PAK3, MAPK3, LRRK2, HMOX1 ,EPHB2 ,TGFB3 ,SYNEl ,MOVI10 ,MYCN, TP53 ,CISH
JAK2 ,PDCD6 ,ILSRA ,RBL2 ,NCOA4 KITLG ,NFYC ,RASSFI1 ,Cl170rf91 ,BACEl ,NCOA3
LALDHI1A1, CNN3 ,DDX20 ,DNMT1 ,BRAF ,BASPI, PPP2R1B ,MEST ,UHRF2 ,CYCS ,OPRMI
,PGC, NPC1, ROS1 ,HDAC4 ,GLI1 ,TNRC6B ,TP73 ,NFKBIA ,SRC ,CBS SKP1, TGFBR1 ,CDKN2A
LEIF2C1 ,HOXA10, CDC25A ,HAND2 ,DNMT3B ,PDHA2 ,CD4 ,ESR1 ,IL1B ,NRAS ,NOL3 ,TGFBI1
,RPE ,CTNNBIPI1 ,TRIM32, CYP7A1 ,CKAP4 ,HOXA9 ,MEIS1 ,TREH ,APOBEC3G ,DCN ,MMP8
,LIN28B, WEEI, E2F3, ZCCHC11 ,ELK3 ,LAMP3 ,GEMIN4 ,TM9SF3, CD69 ,ESR2 ,TRAF6 ,SCAP
,BRCA2 ,CEBPA ,CYLD ,COL5A3 ,IFNG ,HK1 ,PSD4, POLD3, HNRNPAIl, LSM1 ,CDK6
,ATP6V1B2 ,ILF2 ,RNPC3 ,NFKBI ,RBPJL ,RTN4 ,IL2RA, RDX ,SMOX ,CSAD ,CCNGI1 ,DYRK2
,ATP8A2 ,EIF3A ,BCL2LI1 ,SRM ,PAX7, ILF3, MEl NCAPG ,SELL ,RORA, PTEN, ECD ,NOS2A
,MCL1 ,BIRC3 ,AMACR ,TNRC6C ,CDKNI1B ,PI3 ,CD46 ,ASAHL ,RRBP1 ,WFS1, SPRY2, NPAT
,TRATI1 ,HRSP12 ,SMO ,GPI, CCNA2, XPO1 ,SNAI2 ,CDKNIC ,EIF4G1 ,IL17A ,PAH ,TLR4 ,NF2,
SLC7A1 ,DERLI1 ,FOXP3, ZEB1 ,CYP27B1 ,TRIM17 ,CXCL12 ,SHH ,MBL2 ,IGF1 ,ERBB2 ,HNF4A
,CDKN2D ,CYFIP2 ,TARBP2 ,RABEPK, CNTN3 ,COLIAl ,PEBP1 ,SOAT1 ,CLEC5A ,WIBG
,PGRMCI1 NCBPI .

hsa-miR-335  17pR| FABP4, RASAL, TNC, NIT1, FASN ,MEDI, SOX4, MAPK9, PPARG, OPRSI, MAP2KI1,
CSF1, CHD4, MERTK, TACSTD1, AP2M1, PTPRN2, TAF10, MEST, DDX5, RB1, ARPC5L, CCPG1,
FGFR1, PIAS1, GULP1, NCOA6 ,SYNGAP1, RHOC, FOSB, MBD4 ,DMPK, CD44, INPPL1, TP53,
RUNX2, HOXDI0.

Tablo-20 istatistiksel Olarak Anlamhhig Belirlenen miRNA’ larin Etkili Oldugu

Sinyal Yolaklar:
Veritabani
miRNA Etkili Oldugu Sinyal Ileti Yolag: Ismi Hedef Geni
BCL2L1, TP53, BCL2, PIK3CA, BIRC3, CYCS,
APOPTOZ KEGG NFKBI1, AKT1, IRAK2, NFKBIA, FAS, TNF,
ILIB
AKT YOLAGI Biocarta AKTI, NFKBI1, PIK3CA, NFKBIA
CASPAZ YOLAGI Biocarta BIRC3, CYCS
TP53, CDC25A, CDK6, CDKNIB, E2F1, WEEI,
- ; SKPI1, E2F3, CCNA2, E2F2, TGFB1, CDKNIA,
HUCRE SIKLUSU KEGG CCNDI, CDKN2A, CCND2, CDKNIC, RBL2,
CDC25C, TGFB3, CDKN2D
EGF YOLAGI Biocarta STAT3, EGFR, PIK3CA, MAPK3

EGFR, NRAS, MYC, PIK3CA, SRC, KRAS,
ERBB YOLAGI KEGG CDKNIA, MAPK3, AKT1, ERBB3, PAK3,
CDKN1B, BRAF, ERBB2
hsa-let-7a .
ERK YOLAGI Biocarta MYC, SRC, STAT3, EGFR, MAPK3

HEDGEHOG YOLAGI KEGG GLIL, SMO, SHH
IL6, MYC, SPRY2, STAT3, CCND1, AKTI,
JAK-STAT YOLAGI KEGG PIK3CA, CISH, CCND2, SOCS4, IL13, BCL2L1,
SOCS|, IFNG, IL2RA, JAK2

NFKBIA, MYC, CEBPA, MAPK3, NFKBI,

MAPK YOLAGI Biocarta BRAF, TGFBRI, TGFB3, TGFBI
MYC, TP53, TGFBR1, TGFBI, BRAF, AKTI,
o NSER Ko s foen o
MAPK3
NOTCH YOLAGI KEGG RBPJL
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P53 YOLAGI Biocarta CDKNIA, TP53, CCNDI1, BCL2, E2F1, TIMP3
TP53, FAS, PTEN, CDK6, CCND1, CYCS,

P53 YOLAGI KEGG CDKNIA, TP73, CDKN2A, CCNG1, IGF1,
CCND2

PHOSPHATIDYLINOSITOL YOLAGI KEGG PIK3CA, PTEN

PTEN YOLAGI Biocarta CDKNI1B, AKTI, PTEN, PIK3CA, MAPK3
MYC, MAPK3, ACVR2A, TGFBR1, TGFBI,

TGF-BETA YOLAGI KEGG TNF, TGFB3, SKP1, DCN, IFNG, PPP2R1B,
RBL2

TGFB YOLAGI Biocarta TGFBI, TGFBR1, MAPK3, TGFB3, APC

WNT YOLAGI Biocarta MYC,CCND1,APC

MYC, CCND2, APC, PPP2R1B, TP53, CCNDI,

WNT YOLAGI KEGG SKP1, CTNNBIP1
VEGF YOLAGI Biocarta PIK3CA
VEGF YOLAGI KEGG SRC,AKTI1,KRAS,PIK3CA,NRAS,MAPK3
STAT3 YOLAGI Biocarta STAT3,MAPK3,JAK2
RAS YOLAGI Biocarta NFKBI1, MAPK3, PIK3CA, AKT1, BCL2LI1
MTOR YOLAGI Biocarta PIK3CA, PTEN, AKT3, EIF4G1, EIF4E
MTOR YOLAGI KEGG AKT1, PIK3CA, MAPK3, BRAF, IGF1
APOPTOZ KEGG TP53
HUCRE SIKLUSU KEGG TP53, RBI
EGF YOLAGI Biocarta MAP2K 1, RASA1
ERBB YOLAGI KEGG MAPK9, MAP2K |
ERK YOLAGI Biocarta MAP2K 1
JAK-STAT YOLAGI KEGG PIASI
nsamiR.33s  MAPK YOLAGI Biocarta MAPK9, MAP2K 1
MAPK YOLAGI KEGG TP53, RASA1, FGFR1, MAPK9, MAP2K 1
P53 YOLAGI Biocarta TP53, RB1
P53 YOLAGI KEGG TP53
PHOSPHATIDYLINOSITOL YOLAGI KEGG INPPLI, ITPR1
WNT YOLAGI KEGG MAPK9,TP53
VEGF YOLAGI KEGG MAP2K1
RAS YOLAGI Biocarta MAP2K1

Degerlendirilen 14 miRNA’ nin ekspresyon seviyeleri arasindaki farkliliklar ile
vakalarda hastalikli yagam siiresi arasindaki iligkiyi degerlendirebilmek i¢in, mutasyon
belirlenen ve mutasyon belirlenmeyen meme kanserli hastalarda sagkalim analizi olarak
Kaplan Meier Analizi yapildi. Kaplan Meier Analiz sonuglarina gore; miR-10b, miR-335,
miR-31 ve miR-205" de istatistiksel olarak anlamlilik belirlendi (Tablo-21), (Sekil-15).
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Tablo-21 Tiim Meme Kanserli Vakalarin Hastalikh Yasam Siireleri ile miRNA
Ekspresyon Seviyeleri Arasindaki Iliski
BRCA mutasyonu pozitif ve

Degisken negatif meme kanserli hastalar

Hastalikl

sagkalim HR* %95 CI** P degeri
miR-10b 0.3744 0.1851-0.7574 0.001
miR-335 0.2573  0.0964-0.6865 0.01
miR-31 0.3429  0.1483-0.7929 0.01

miR-205 0.6277  0.3654-1.0783 0.05
*HR: Risk oran1 **CI: Giiven aralig1

Degerlendirilen 14 miRNA’ nin ekspresyon seviyeleri arasindaki farkliliklar ile
vakalarda hastaliktan bagimsiz yasam siiresi arasindaki iliskiyi analiz edebilmek i¢in ise,
mutasyon belirlenen ve mutasyon belirlenmeyen meme kanserli hastalar arasinda sagkalim
analizi olarak yine Kaplan Meier Analizi yapildi. Kaplan Meier Analiz sonuglarina gore;

miR-10b, miR-335, miR-31’de istatistiksel olarak anlamlilik belirlendi (Tablo-22), (Sekil-
15).

Tablo-22 Tim Meme Kanserli Vakalarin Hastaliktan Bagimsiz Yasam Siireleri ile

miRNA Ekspresyon Seviyeleri Arasindaki Iliski

BRCA mutasyonu pozitif ve

Degisken negatif meme kanserli hastalar
Hastaliksiz
sagkalim HR* %95 CI** P degeri
miR-10b 2.1928 1.0775-4.4624 0.02
miR-335 3.1979 1.1867-8.6177 0.04
miR-31 2.4501 1.0504-5.7152 0.05
miR-205 1.5424 0.8942-2.6607 0.07

*HR: Risk oran1 **CI: Gliven araligi
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Sekil-15 Hastalikh ve Genel Sagkalim ile BRCA Mutasyon Durumu:

BRCA mutasyonu tagtyan ve tasimayan tiimorlerde vakalarin hastalikli ve hastaliktan bagimsiz sagkalimini
gosteren Kaplan Meier Egrileri. A-B) miR-10b (p=0.001, p=0.02), C-D) miR-335 (p=0.01, p=0.04), E-F)
miR-31 (p=0.01, p=0.05) ve G-H) miR-205 (p=0.05, p=0.07)
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Degerlendirilen 14 miRNA’ nin ekspresyon seviyeleri ile vakalarin hastalikli yasam
stireleri boyunca almis olduklari tedaviler, tiim mutasyon belirlenen/belirlenmeyen vakalar
ve sadece mutasyon belirlenen vaka grubunda Kaplan Meier Analizi ile degerlendirildi.
Elde edilen sonuglara gore; herceptin tedavisi alan hastalar ile let-7a ekspresyon seviyesi
her iki grupta, hormon tedavisi alan hastalar ile miR-31 ekspresyon seviyesi her iki grupta,
radyasyon tedavisi alan hastalar ile miR-31 ekspresyon seviyesi BRCA mutasyonu tastyan
hasta grubunda ve hormon tedavisi alan hastalar ile miR-335 ekspresyon seviyesi ise her
iki grupta anlamli olarak belirlendi (Tablo-23), (Sekil-16). BRCA mutasyonu negatif
vakalarin hastalikli yagam siireleri boyunca almis olduklar1 tedaviler sadece bu grup ele

alinarak degerlendirildiginde ise, herhangi bir anlamlilik belirlenmedi.

Tablo-23 Tiim Meme Kanserli Vakalarin ve BRCA Mutasyonu Tasiyan Meme
Kanserli Vakalarin Aldiklar: Tedaviler ile miRNA Ekspresyon Seviyeleri Arasindaki
Hastalikh Sagkalim liskisi

Degisken Almal.l Meme kanserli hastalar BRCA mutasy(?nu pozitif
tedavi meme kanserli hastalar

Hastalikli P P

sagkalim HR* %95 CI** degeri HR* %95 CI** degeri

Let-7a Herceptin  0.1039  0.0025-4.1734  0.001 0.1429 0.0015-13.337  0.05
miR-31 Hormon 1.9216  0.9329-3.9585 0.04 34378 0.6404-18.453 0.02
miR-31  Radyasyon 1.4567 0.8125-2.6117 0.12 2.4613 0.6370-9.5108  0.03
miR-335 Hormon  2.2658 0.9841-5.2168 0.01 3.0091 0.4642-19.506  0.08
*HR: Risk oran1 **CI: Giiven aralig1
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Sekil-16 Farkh Tedavi Yaklasimlar: ile miRNA Ekspresyonlarinin Hastahkl
Sagkalim fliskisi

BR(CA mutasyonu tastyan/tasimayan tiimorlerde (A, C, E ve G) ve yalnizca BRCA mutasyonu tasiyan
timorlerde (B, D, F ve H) hastalarin alinan tedavilere gore hastalikli sagkalimini gésteren Kaplan Meier
Egrileri. A) Let-7a/herceptin tedavisi (p=0.001), B) Let-7a/herceptin tedavisi (p=0.05), C) miR-335/hormon
tedavisi (p=0.01), D) miR-335/hormon tedavisi (p=0.08), E) miR-31/hormon tedavisi (p=0.04), F) miR-
31/hormon tedavisi (p=0.02), G) miR-31/radyasyon tedavisi (p=0.12), H) miR-31/radyasyon tedavisi
(p=0.03) ile miRNA’ larin ekspresyon seviyesindeki degisikligi gosteren grafikler
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Degerlendirilen miRNA” lar ile, vakalarin hastaliktan bagimsiz yasam stireleri
boyunca almis oldugu tedaviler, mutasyon belirlenen/belirlenmeyen tiim hastalar ve sadece
mutasyon belirlenen hasta grubunda yine Kaplan Meier Analizi ile degerlendirildi.
Herceptin tedavisi alan hastalar ile let-7a ekspresyon seviyesi her iki grupta, hormon
tedavisi alan hastalar ile miR-31 ekspresyon seviyesi her iki grupta ve hormon tedavisi
alan hastalar ile miR-335 ekspresyon seviyesi yine her iki grupta anlamli olarak belirlendi
(Tablo-24), (Sekil-17). BRCA mutasyonu negatif vakalarin, hastaliksiz yasam siireleri
boyunca almis olduklari tedaviler sadece bu grup ele alinarak degerlendirildiginde ise

herhangi bir anlamlilik belirlenmedi.

Tablo-24 Tiim Meme Kanserli Vakalarin ve BRCA Mutasyonu Tasiyan Meme
Kanserli Vakalarin Aldiklar: Tedaviler ile miRNA Ekspresyon Seviyeleri Arasindaki
Hastaliktan Bagimsiz Sagkalm iliskisi

Alinan BRCA mutasyonu pozitif
Degisken tedavi Meme kanserli hastalar meme kanserli hastalar
Hastaliksi1z P P
sagkalim HR* %95 CI** degeri ~ HR* %95 CI** degeri

Let-7a Herceptin ~ 0.1235 0.0040-3.7713  0.001  0.1429 0.0015-13.337  0.05
miR-31 Hormon 1.8556 0.9033-3.8119  0.05 3.1795 0.6184-16.347  0.03
miR-31 Radyasyon 1.4045 0.7857-2.5107 0.16  2.0808 0.5834-7.4218 0.08
miR-335 Hormon  2.2714 0.9861-5.2318  0.01  3.8757 0.4971-30.215  0.02

*HR: Risk oram1 **CI: Giiven aralig1
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Sekil-17 Farkh Tedavi Yaklasimlari ile miRNA Ekspresyonlarinin Genel
Sagkalim fliskisi

BRCA mutasyonu tastyan/tasimayan tiimdrlerde (A, C ve E) ve yalnizca BRCA mutasyonu tagtyan tiimorlerde
(B, D ve F) hastalarin alinan tedavilere gore genel sagkalimini gosteren Kaplan Meier Egrileri. A) Let-
7a/herceptin tedavisi (p=0.001), B) Let-7a/herceptin tedavisi (p=0.05), C) miR-335/hormon tedavisi
(p=0.01), D) miR-335/hormon tedavisi (p=0.02), E) miR-31/hormon tedavisi (p=0.05), F) miR-31/hormon
tedavisi (p=0.03) ile miRNA’ larin ekspresyon seviyesindeki degisikligi gosteren grafikler

Vakalarimizin, hastaligin ilk tani tarihi ile son kontrol tarihleri arasindaki siire
boyunca almig olduklari tedaviler dikkate alinarak yapilan degerlendirmede ise ekspresyon
seviyelerinde anlamlilik belirledigimiz miRNA’ larin etkili oldugu sinyal ileti yolaklar1 ve

bu miRNA’ larin hedefledigi genler belirlendi.
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Tablo-25 Meme Kanserli Hastalara Verilen ila¢c ve Hormon Tedavilerinde

Anlamhilik Belirledigimiz miRNA’ larin Etkili Olduklar: Sinyal ileti Yolaklari ve

Hedefledigi Genler
miRNA  Etkili Oldugu Sinyal ileti Yolag Veriistlfﬁam Hedef Geni
BCL2L1, TP53, BCL2, PIK3CA, BIRC3, CYCS,
APOPTOZ KEGG NFKBI, AKT1, IRAK2, NFKBIA, FAS, TNF, IL1B
AKT YOLAGI Biocarta AKT1, NFKB1, PIK3CA, NFKBIA
EGFR, NRAS, MYC, PIK3CA, SRC, KRAS, CDKNIA,
5 MAPK3, AKT1, ERBB3, PAK3, CDKNI1B, BRAF,
ERBB YOLAGI KEGG ERBB2
ERK YOLAGI Biocarta MYC ,SRC, STAT3, EGFR, MAPK3
NFKBIA, MYC, CEBPA, MAPK3, NFKB1, BRAF,
Let-72 MAPK YOLAGI Biocarta TGFBR1, TGFB3, TGFBI
MYC, TP53, TGFBR1, TGFB1, BRAF, AKT1, NFKBI,
} FAS, KRAS, NRAS, EGFR, DDIT3, DUSP2, TNF, IL1B,
MAPK YOLAGI KEGG TRAF6, STMN1, TGFB3, MAPK3
PHOSPHATIDYLINOSITOL YOLAGI KEGG PIK3CA, PTEN
RAS YOLAGI Biocarta NFKBI1, MAPK3, PIK3CA ,AKT1, BCL2L1
MTOR YOLAGI Biocarta PIK3CA,PTEN,AKT3,EIF4G1,EIF4E
MTOR YOLAGI KEGG AKT1 PIK3CA, MAPK3, BRAF, IGF1
APOPTOZ KEGG TP53
ERBB YOLAGI KEGG MAPK9 ,MAP2K 1
ERK YOLAGI Biocarta MAP2K 1
miR-335  MAPK YOLAGI Biocarta MAPK9, MAP2K |
MAPK YOLAGI KEGG TP53, RASAI, FGFR1, MAPK9, MAP2K 1
PHOSPHATIDYLINOSITOL YOLAGI KEGG INPPL1, ITPRI1
RAS YOLAGI Biocarta MAP2K1
APOPTOZ KEGG TP53,BAX,TNF
ERBB YOLAGI KEGG MYC,HBEGF
ERK YOLAGI Biocarta MYC
IGFIMTOR YOLAGI Biocarta PTEN
IGF1 YOLAGI Biocarta FOS
miR-31 MAPK YOLAGI Biocarta FOS,MYC
MAPK YOLAGI KEGG MYC,FGFR3,TNF,STMN1,FOS,TP53
MTOR YOLAGI Biocarta PTEN
MTOR YOLAGI KEGG HIF1A
PHOSPHATIDYLINOSITOL YOLAGI KEGG PTEN
RAS YOLAGI Biocarta RHOA
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Ayrica niimerik (degisken) klinik 6zelliklerin tamamu belirledigimiz miRNA
ekspresyon seviyeleri ve mutasyon varligi ile karsilagtirildi ve aralarinda dogrusal bir iligki
olup olmadig1 ¢ok degiskenli dogrusal regresyon analizi ile degerlendirildi (Tablo-26).
Elde edilen sonuglara gdre, mutasyon varliginda tiimér biiyiikliigii ve Ki67 degiskenleri
istatistiksel olarak anlamli bulundu (p=0.026, p=0.041). Let-7a ve miR-10b ekspresyon
seviyelerindeki degisim ile Ki67 degeri arasinda istatistiksel olarak anlamlilik belirlendi
(p=0.046, p=0.032). Let-7a ve miR-10b ekspresyonunda azalis belirlenen vakalarda Ki67
degeri biiyiiktiir.

Tablo-26 Hastalara Ait Klinik Ozelliklerin Mutasyon Varhgi, let-7a ve miR-10b ile
Mliskisi

Mutasyon varligi let-7a miR-10b

P degerleri
Tiimdr boyutu 0.026 0.5 0.867
Ki167/1000 0.041 0.046 0.032

Son olarak miRNA ekspresyon seviyeleri ve mutasyon varligi ile klinik 6zellikler
arasinda bir bagint1 bulunup bulunmadigini anlayabilmek i¢in Pearson Chi-Square ve
Fisher's Exact Test’ leri uygulandi. Analiz sonuglarina gére; mutasyon varligi timor
lokalizasyonu bakimindan degerlendirildiginde, sag meme de olusan tiimorlerde
istatistiksel olarak anlamlilik belirlendi. miR-335 ekspresyon seviyesi ile ER ve PR
durumu, miR-10b ekspresyon seviyesi ile ER ve PR durumu, miR-126 ekspresyon seviyesi
ile ER durumu ve tiimor tipi, miR-200c ekspresyon seviyesi ile PR durumu ve timor tipi
arasinda istatistiksel olarak anlamlilik elde edildi. Invaziv duktal karsinoma tipinde miR-
126 ve miR200c ekspresyonunun down-regiile olmasi istatistiksel olarak anlamli bulundu

(Tablo-27).
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Tablo-27 Hastalara Ait Klinik Ozelliklerin Mutasyon Varligi, miR-335, miR-10b,
miR-126 ve miR-200c ile iliskisi

Mutasyon
varligi miR-335 miR-10b miR-126 miR-200c
P degerleri
Tiimor lokalizasyonu (sag) 0.023 0.483 0.322 0.179 0.705
Timor tipi (invaziv duktal k.)  0.188 0.693 0.140 0.033 0.016
ER 0.327 0.001 0.003 0.003 0.185
PR 0.056 0.024 0.047 0.167 0.039

Sabiosciences PCR-Data Analizi olarak (RT? profiler PCR array data analysis
version 3.5) web tabanli program kullanilarak, degerlendirilen hasta gruplarina gore
miRNA’ larin up-regiile ve down-regiile oldugunu gosteren Clustrogram goriintiisii (Sekil-
18) ve istatistiksel olarak anlaml1 ve sinirda anlamlilik belirlenen miRNA’ larin farkli
dokular arasindaki miRNA ekspresyon diizeyindeki degisimlerini ifade eden fold change
grafikleri olusturuldu (Sekil-19, Sekil-20, Sekil-21, Sekil-22, Sekil-23, Sekil-24, Sekil-19
Sekil-25).
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hsa-miR-155 (2623)
hsa-miR-21 (397)
hsa-miR-222 (2276)
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hsa-miR-126 (2228)
hsa-miR-200¢ (2300)
hsa-miR-221 (524)

Gen ekspresyon seviyest

=h | =h

diisiik oria yitksek

Sekil-18 Meme Kanserli Hastalarda Degerlendirilen 14 miRNA’ nin

Clustrogram Goriintiisii:

Grup 1: M (+) ve M (-) tiimor doku, Grup 2: M (+) tiimér doku, Grup 3: M (-) tiimor doku, Grup 4: M (+)
normal doku, Grup 5: M (+) ve M (-) normal doku, Grup 6: M (-) normal doku
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Sekil-19 Let-7a’ nin Ekspresyon Diizeyleri*

* Let-7a ekspresyonu; mutasyon — normal ile tiimdr dokular ve mutasyon + normal ile tiimor dokular
karsilastirilarak istatistiksel (sirasiyla p=0.039, p=0.048) anlamlilik belirlenmistir.
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Sekil-20 miR-335’ in Ekspresyon Diizeyleri*

*miR-335 ekspresyonu; mutasyon — normal ile tiimér dokular ve mutasyon + normal ile tiimor dokular
karsilastirilarak istatistiksel (sirastyla p=0.013, p=0.05) anlamlilik belirlenmistir.
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Sekil-21 miR-10b’ nin Ekspresyon Diizeyleri
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5. TARTISMA ve SONUC

Meme kanserleri; morfolojik, klinik, hormon reseptor diizeyi ve tedaviye
yanitlarina gore farkli 6zellikleri olan heterojen6z gruplara sahip tiimdorlerdir (31).
Kadinlarda en sik goriilen kanser tipi olup; tan1 ve tedavi yontemleri alanindaki tiim
gelismelere ragmen, 6liim nedenleri arasinda akciger karsinomundan sonra 2. sirada yer
alir (230). Cerrahi tedaviden sonra diisiik ve yliksek riskli gruplar belirlemek i¢in
kullanilan ve prognostik acidan degerli olan histolojik tip, histolojik evre, hormon
reseptorii varligi, HER-2 amplifikasyonu, tiimor boyutu, proliferasyon indeksi, nekroz,
anjiolenfatik invazyon, meme bas1 tutulumu, intraduktal tiimdral komponent varligi ve
aksiller lenf bezi tutulumu gibi pek ¢cok parametre vardir (21, 230). Ancak, aynm kategoriye
sokulan tiimor gruplarinin klinik olarak ¢ok farkli seyretmesi bazi parametrelerin de ilave
edilmesi gerekliligini akla getirmektedir.

Kanserin genetik temellerini arastiran ¢alismalarda, protein kodlamayan kii¢iik
RNA molekiilleri olan miRNA’ larin incelenmesinin giindeme gelmesi ile son on yildan bu
yana, miRNA’ lar ve insan kanserleri arasindaki iliski kapsamli bir sekilde
aragtirtlmaktadir. miRNA” lar; onkogen, tiimdr baskilayici gen ya da bazen her iki sekilde
de hareket edebilmektedirler. Germline, somatik mutasyonlar ve polimorfizmler kansere
yatkinliga katki saglayabilmektedir. Yapilan arastirmalar sonucunda miRNA’ larin insan
kanserlerinin hemen hemen her tipinde yaygin bir sekilde deregiile oldugu belirlenmis ve
miRNA ekspresyonlariin kanser prognozu ile tiimdriin karakterizasyonu i¢in potansiyel
biyobelirtegler olarak kullanilabilecegi ortaya konmustur. miRNA ekspresyon seviyeleri
hastaligin diagnozu ve prognozu agisindan 6neme sahiptir ve antikanser tedavi ajanlar1 gibi
umut vaat eden molekiiller olarak karsimiza ¢ikmaktadir (4).

Meme kanserlerinin de dahil oldugu ¢esitli insan kanserlerinde ¢ok sayida miRNA’
nin ekspresyon profillerinde diizensizlikler oldugu belirlenmistir. Son yillarda yapilan
miRNA profilleme ¢aligmalarinda meme karsinogenezinde dnemli, meme timor dokulari
ile normal dokular arasinda deregiile olan miRNA’ lar tanimlanmistir. Fonksiyonel
calismalar bu miRNA’ larin meme kanserlerinde onkogenik (miR-21, miR-10b, miR-27a
vb.) ve tlimor baskilayici (miR-335, miR-126, miR-200c, miR-125a, miR-125b, let-7 vb.)
ozellikte oldugunu agik¢a gostermektedir (192). Ekspresyon seviyeleri degismis miRNA’
lar ile meme kanseri tiimorigenezi ve metastazi arasinda da iliski oldugu belirlenmistir

(174).
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Croce ve arkadaslar gergeklestirdikleri calismalarinda (212), farkli tiimor tiplerinde
onkogenik ve tiimor baskilayici 6zellikteki miRNA’ larin fonksiyonlar1 ve kanserdeki
etkisi lizerinde durmuglardir. Let-7 ailesi tiyelerinin 6zellikle akciger, meme, mide ve
kolon kanserlerinde diisiik seviyede ekspresyon gosterdigini, bu durumun kisa sagkalim ve
kotii prognoz ile iliskili oldugunu belirtmislerdir. Ozellikle, let-7a-2’ nin diisiik
ekspresyonunun akciger kanserlerinde kisa sagkalim ile korele oldugunu ifade etmislerdir.
Onkogenik 6zellik gosteren miR-10b’ nin ise meme kanserlerinde diisiik ekspresyon
gosterdigi, metastatik meme kanserlerinde ise ekspresyonunda artig oldugu ifade edilmis
ve bu artigin metastatik potansiyel ve invazyon ile iliskili oldugunu ortaya koymuslardir.
Diger grup miRNA’ lardan miR-143 ve miR-145" in ise solid tiimorlerde (meme ve kolon
kanserlerinde) ve hematolojik malignansilerde (CLL ve B-hiicreli lenfoma) ekspresyon
seviyesi diigliktiir. Meme kanserlerinde onkogen gibi hareket eden miRNA’ lardan olan
miR-21 ve miR-155’ in, 6zellikle farkli tipteki tiimor 6rneklerinde, normal doku 6rnekleri
ile karsilastirildiginda siklikla ekspresyon diizeyleri yiiksektir. miR-21’ in; glioblastomlar,
meme ve rahim agz1 kanserleri, uterus myosarkomlar1 ve diffiiz biiylik B-hiicreli lenfoma
(DLBCL)’ da, miR-155" in ise pediatrik Burkitt lenfoma, Hodgkin hastaligi, DLBCL,
meme, akciger, kolon ve pankreas kanserlerinde ekspresyon seviyeleri yiiksektir. Ozellikle
akciger kanserlerinde miR-21’ in yiiksek seviyedeki ekspresyonunun kotii prognoz ile
iligkili oldugu belirlenmistir (178, 212, 213).

Mevcut ¢calismada erken yas ve/veya aile hikayesi olan BRCA1/2 genlerinin
mutasyon analizleri ger¢eklestirilmis meme kanserli hastalarin dokularinda, meme kanser
gelisiminde diagnostik, prognostik ve ila¢ direnci ile ilgili 6nemli olabilecek 14 miRNA’
nin ekspresyon diizeylerindeki degisimleri degerlendirildi. Mutasyon tasiyan vakalarin
dokularinda let-7a ve miR-335 ekspresyon seviyelerindeki azalis istatistiksel olarak
anlamli bulundu (p=0.044, p=0.022). 1lgili miRNA" lar ile ilgili literatiirde ¢cok sayida
ekspresyon caligmalar1 olmasina ragmen, ¢caligmada degerlendirilen hasta grubunun
BRCA1/2 mutasyonlar1 analiz edilen vakalardan olusmasi elde edilen bulgularin
0zgiinlligiinii olusturmaktadir. BRCA1/2 genlerindeki mutasyonlar nedeniyle gelisen
meme kanserleri digerlerinden daha agresif seyretmekte ve bu tip kanserlerde rutin
kemoterapi yaklasimlar: etkin olmamaktadir (125, 131, 136-138, 142-144).

Kim ve arkadaglarinin (231) yaptiklar1 calismada, meme kanserli hastalarda
antitimor ve antimetastatik belirleyici olarak let-7a’ nin terapotik etkisi ortaya konmustur.
Ayrica let-7a’ nin tiimor gelisimini ve metastazi inhibe ettigi daha 6nce yapilan
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caligmalarda da belirlenmistir (173-176, 196, 199, 200). Sempere ve arkadaslar1 da let-7a
ve miR-21" in ekspresyon seviyelerindeki degisiklikleri luminal epitel hiicrelerin normal
dokular1 ve malign dokular1 arasinda karsilagtirmiglar ve malign hiicrelerde miR-21
ekspresyon seviyesi siklikla artmis iken let-7a ekspresyon seviyesinin ise azaldigini
belirlemislerdir (232). Mevcut ¢alismamizdaki meme tiimorlii dokularda let-7a
ekspresyonu down-regiile olarak belirlendi (Sekil 19).

Heyn ve arkadaglar1 (222) sporadik gelisen meme kanserlerinde miR-335’ in roliinii
aragtirmislar ve meme kanser gelisiminde miR-335 ekspresyon seviyesindeki azaligin
BRCAI ekspresyonu ile pozitif korelasyon gdsterdigini belirlemislerdir. BRCAI mRNA’
sinin ekspresyonunun up-regiilasyonu, miR-335" in overekspresyonu ile sonug¢lanmustir.
miRNA ekspresyon seviyesinin BRCA! transkript seviyesi ile pozitif korelasyon
gostermesi, bu tiimor baskilayict genin miR-335 aracili regiilasyonunu destekler
niteliktedir. miR-335 overekspresyonu, apoptozun artmasina ve hiicre canliliginin
azalmasina yol agmistir. Bu da bu miRNA’ nin tiimdr baskilayici fonksiyonunu ortaya
koymaktadir. miR-335" in BRCA ! kaskadinin aktivasyonu ile farkli hedefleri (ERa,
IGF1R, SP1, ID4) etkiledigi gosterilmistir (222). Tavazoie ve arkadaglar1 (220) ise miR-
335’ in meme kanser hiicrelerinde metastazi baskilayici olarak hareket ettigini
caligmalarinda belirtmislerdir. miR-335" in down-regiilasyonunun agresif tiimor tipi ve
kotii prognoz ile korelasyon gosterdigi yine bu ¢alismada belirtilmistir (220). MM Hafez
ve arkadaslar1 da (233) 8 miRNA’ nin ve 8 metastaz ile iliskili genin ekspresyon
seviyelerindeki farkliliklar1 degerlendirmisler ve 6zellikle miR-10, miR-21, miR-155, miR-
373, miR-30b, miR-126, miR-17p ve miR-335’ in meme kanserli tiimoér dokularinda
normal dokular ile karsilastirildiginda down-regiile oldugunu belirlemiglerdir. Ayrica bu
calisma, ilgili miRNA’ larin tiimor metastazi ile iligkili oldugunu ortaya koymustur (233).
Mevcut calismamizda miR-335’ in ekspresyonunun mutasyon tasiyan hasta grubunda
down-regiile olarak belirlenmesi, mutasyon tasiyan bireylerdeki agresif seyreden meme
kanserlerinde bir belirte¢ olarak kullanilabilecegini gostermektedir. Mevcut bulgu, miR-
335’ in BRCA1/2 genlerinin etkili olduklart yolaklar ile iligkili olabilecegini de ortaya
koymaktadir (Sekil 5-9).

Dolayisiyla BRCA mutasyonu tasiyan meme kanserli hastalarda let-7a ve miR-335
ekspresyon seviyeleri degerlendirilerek, tiimdriin agresivitesi ve hastada metastaz
gelisebilme riski ile ilgili bilgi sahibi olunabilir. Bdylece hastaya uygulanacak bireye 6zgii
tedavi protokollerine katki saglanabilir. Bu durum hastalikla daha etkin sekilde miicadele
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etmeyi ve daha iyi bir klinik iyilesmeyi beraberinde getirir ve ilgili hasta grubunun yagam
kalitesini yiikseltir.

Calismada meme kanserli hastalara ait dokularda miR-125b’ nin ekspresyon
seviyesindeki artis anlamliliga yakin belirlendi (p=0.083). Yapilan arastirmalarda ilgili
miRNA’ nin meme kanserli dokularda down-regiile oldugu bildirilmesine ragmen; Rajabi
ve arkadaslarinin (234) farkli 6zelliklere sahip meme kanser hiicre hatlari ile
gergeklestirdikleri calismada sadece metastatik hiicre hatlarinda miR-125b’ nin up-regiile
oldugu ve bu durumun metastaz ile direkt iligkili oldugu gosterilmistir (234). Glinilimiizde
primer meme tiimdrlerinde miR-125b’ nin up-regiile ekspresyonunun belirlendigi bir
calisma bulunmamaktadir. Calismamizda degerlendirilen erken yas ve/veya aile hikayesi
bulunan kotii prognoz potansiyeli yiiksek olan vakalarda bu miRNA’ nin upregiile olmasi,
ilgili hasta grubunda metastatik siirec ile ilgili aday bir biyobelirte¢ olarak kullanilabilirligi
konusunda elde edilmis 6nbulgudur. Bu nedenle; hasta sayisi arttirilarak istatistiksel
anlamlilik belirlendigi taktirde, kotii prognoz potansiyeli olan yiiksek riskli meme kanserli
hastalarda miR-125b’ nin bir biyobelirtec olabilecegi tahmin edilmektedir.

Calismada tiim miRNA’ lar sagkalim analizi ile degerlendirilerek; miR-10b, miR-
335, miR-31 ve miR-205 ekspresyonlari, hastalikli yasam siireleri ele alindiginda meme
kanserli hastalarin tlimiinde istatistiksel olarak anlamlilik (p=0.001, p=0.01, p=0.01,
p=0.05) belirlenmistir. Hastaliktan bagimsiz yasam siireleri ele alinarak yapilan
degerlendirme de ise miR-10b, miR-335 ve miR-31 ekspresyonlari istatistiksel olarak
anlamli (p=0.02, p=0.04, p=0.05), miR-205 ekspresyonu ise anlamliliga yakin
belirlenmistir (p=0.07). Mutasyon pozitif hasta grubu ile mutasyon negatif hasta grubu
karsilagtirildiginda ise, her 4 miRNA’ nin da mutasyon pozitif grupta down-regiile oldugu
belirlendi. Meme kanserli vakalarda hastalarin sagkalim siireleri ile ilgili miRNA’ larin
ekspresyonlarinin down-regiile olmasindaki iligki, meme kanserli hastalarda miR-10b,
miR-335, miR-31 ve miR-205" in kotii prognozla iligkili olabilirligini ortaya koymaktadir.

miRNA’ larin ekspresyon seviyeleri ile hastalarin almig olduklar1 tedaviler tiim
meme kanserli vakalarda ve yalnizca BRCA mutasyonu tastyan grupta hastalikli ve
hastaliktan bagimsiz yasam siireleri karsilastirilarak degerlendirildi. Her iki grupta let-7a
ekspresyonu herceptin tedavisi ile (hastalikli p=0.001, p=0.05 ve hastaliktan bagimsiz
p=0.001, p=0.05), miR-31 ekspresyonu hormon tedavisi ile (hastalikli p=0.04, p=0.02 ve
hastaliktan bagimsiz p=0.05, p=0.03) sagkalim iliskisi istatistiksel olarak analiz edildi. Bu
iki miRNA’ nin meme kanserlerinde down-regiilasyonu, alinan herceptin ve hormon
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tedavisine yanit agisindan direng olusturabilir. Tiim vakalarda hastalikli yasam siireleri
degerlendirilerek yapilan sagkalim analizi sonucunda hormon tedavisi almis hastalarda
miR-335 ekspresyon seviyesindeki azalig istatistiki agidan anlamli bulundu (p=0.01).
Hastaliktan bagimsiz yapilan karsilastirma da ise tiim meme kanserli vakalarda ve
mutasyon tagiyan hasta grubunda miR-335 ekspresyon diizeyi alinan hormon tedavisi ile
anlamli bulundu (p=0.01, p=0.02). Ilgili miRNA’ nin ekspresyon seviyesindeki azalis
meme tiimorlerinde hormonal tedaviye yanitta direng olusturmaktadir. Elde edilen bu
sonuglara gore; mutasyon varligi gézetilmeksizin tiim meme kanserli vakalarda let-7a,
miR-31 ve miR-335 ekspresyon seviyeleri degerlendirilerek, hastalarin herceptin ve
hormon tedavisine verecekleri yanitlar tahmin edilebilir. Tiim meme kanserli vakalarda
radyasyon tedavisi alan hastalar ile miR-31 ekspresyon seviyesi hastalikli yagsama siireleri
g0z Online alinarak karsilastirildiginda ise istatistiksel bir anlamlilik belirlenmedi (p=0.12).
BRCA mutasyonu tastyan hasta grubunda miR-31’ in ekspresyon diizeyindeki azalisin,
hastalarin almis oldugu radyasyon tedavisi ile arasinda istatistiksel olarak anlamlilik
belirlendi (p=0.03). miR-31 ekspresyon seviyesindeki azalis, mutasyon tasiyan hastalarda
alinan radyasyon tedavisine direng olusturmaktadir. Dolayistyla hastalikli yagsam siireleri
boyunca ilgili vakalarda, miR-31" in ekspresyon diizeyi degerlendirilerek hastalarin
radyasyon tedavisine yanit alinip alinamayacagi konusunda bilgi edinilebilir.

Mutasyon varliginda miRNA ekspresyon seviyeleri ve hastalara ait klinik 6zellikler
karsilastirildiginda, mutasyon belirlenmis vakalarda tiimor lokalizasyonu (p=0.023),
ekspresyonlarinda farklilik belirlenen miRNA’ lardan; miR-335 ekspresyon seviyesindeki
azalis ile ER ve PR durumu (p=0.001, p=0.024), miR-10b ekspresyon seviyesindeki azalig
ile ER ve PR durumu (p=0.003, p=0.047), miR-126 ekspresyon seviyesindeki azalis ile
ER durumu ve tiimor tipi (p=0.003, p=0.033) ve miR-200c ekspresyon seviyesindeki
azalis ile PR durumu ve tiimor tipi (p=0.039, p=0.016) arasinda istatistiksel olarak
anlamlilik belirlendi. Literatiirde, bu miRNA’ larin down-regiilasyonunun kétii prognoz ve
metastaz gelisimi ile iliskili oldugu gosterilmistir (188, 221, 222, 228 ve 229). Ozellikle
endokrin tedaviden yanit alinamayan ER ve PR negatif, kotii prognoz potansiyeli olan
meme kanserli hastalarda miR-335, miR-10b, miR-126 ve miR-200c ekspresyon
seviyelerinin analizi, tedaviye yanit ile ilgili bilgi edinilmesine ve tedavi se¢eneklerinin
gelistirilebilmesine katki saglar niteliktedir.

Mutasyon varliginda tiimér biiyiikliigii ve Ki67 proliferasyon indeksi dogrusal
regresyon analizi ile degerlendirilerek istatistiksel olarak anlamli bulundu (p=0.026,
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p=0.041). BRCA mutasyonu tastyan vakalarda tiimor biiylkliigli mutasyon tagimayanlara
nazaran daha biiyiiktiir. Mutasyon varhginda Ki67 degeri de mutasyon olmayanlara gére
daha biiyiiktiir. Ayrica, ekspresyon seviyelerinde farklilik belirlenen miRNA’ lardan, let-
7a ve miR-10b’ nin ekspresyon seviyelerindeki azalis ile Ki67 degeri arasindaki iliski
istatistiksel olarak anlamli bulundu (p=0.046, p=0.032). Let-7a ve miR-10b
ekspresyonunda azalis belirlenen vakalarda, Ki67 indeks degeri daha biiyiiktiir. Ki-67
degiskeninin; timor biiyiikliigi, histolojik derece, vaskiiler invazyon ve aksiller lenf nodu
tutulumu ile dogrudan iliskili oldugu bilinmektedir (235). K167’ nin agresif tiimorlerde
oran1 yiiksektir ve yiiksek Ki67 oran1 kotii prognostik faktor olarak ifade edilir (236). Bu
bilgiler 15181nda; meme tiiméorlerinde K167 indeksinin yiiksek olmas1 meme kanseri
gelisimi ve kotli prognozu i¢in olumsuz bir faktdr oldugu goriilmektedir. Let-7a ve miR-
10b ekspresyon seviyelerindeki farklilik ile hiicre proliferasyonunun belirleyicisi olan
K167 indeksi arasinda istatistiksel olarak anlamlilik elde edilmesi, BRCA mutasyonu
tasiyan vakalarda ilgili miRNA’ larin kotii prognoz takibinde kullanilabilir biyobelirtegler
olabilecegini destekler niteliktedir.

Sonug olarak, mevcut ¢alisma BRCA mutasyonlari ile iligkilendirilen meme kanserli
hastalarda; miRNA ekspresyon degisimlerinin tani, tedavisi ve takibinde etkili biyobelirteg
olarak yararlanilabilecegi fikriyle kurgulanmus literatiirdeki ilk calismadir. Elde edilen
bulgular 15181nda; BRCA mutasyonu tasiyan kotii prognoz potansiyeli olan erken yas ve
ailesel meme kanserli hastalarda let-7a ve miR-335 ekspresyon diizeylerindeki farkliliklar
degerlendirilerek, tiimoriin agresivitesi ve hastada metastaz gelisebilme riski ile ilgili bilgi
edinilebilir. Boylece diger meme kanserli hastalar ile benzer tedavi yaklagimlari
uygulanarak takip edilen bu hasta grubunda, farkl etkin tedavi yaklagimlarinin
diizenlenlenmesine katki olusturarak hastalarin yagsam siiresinin ve kalitesinin
gelistirilmesine imkan saglayacaktir. Caligmada elde edilen bulgular; BRCA mutasyonu
tastyan meme kanserli hastalarda kotii prognozun takibini saglayabilecek biyobelirteglerin
belirlenmesi konusunda uluslararasi ve ulusal literatiire katki saglar niteliktedir.

Calismada elde edilen bulgular, yapilacak bundan sonraki ileri fonksiyonel
calismalar i¢in yol gosterici olmakla birlikte, az sayidaki miRNA’ nin
degerlendirilmesinden dolay1 sinirlidir. Cok sayidaki miRNA’ nin ¢cok daha fazla sayidaki
ornek ile calisilmasina olanak saglayacak daha kapsamli ¢aligmalarin planlanmasi

hedeflenmelidir.
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egitimim siiresince bilgi ve deneyimlerini benimle paylasan, her zaman sevgi ve saygi ile
anacagim degerli hocam, T1bbi Biyoloji Anabilim Dal1 bagskam Prof. Dr. Unal EGELI’ ye
ve ayrica Uludag Universitesi’nde 6grencilik yasamim boyunca bana emegi gecen degerli
hocalarima tesekkiirlerimi sunarim.

Bilgisi, karakteri ve yardimseverligi ile bana ¢ok sey 6grettigine inandigim,
karsilagtigim her tiirlii sorunda benden yardimini esirgemeyen ve tez calismamda biiyiik
emegi gecen, her zaman yakin ilgi ve destegini gordiigiim Uludag Universitesi T1p
Fakiiltesi Genel Cerrahi Anabilim Dali Ogretim Uyesi ¢ok degerli hocam Prof. Dr.
Sehsuvar GOKGOZ’ e tesekkiir ederim.

Egitimim boyunca birlikte ¢aligmaktan her zaman onur duydugum, zorluklara
birlikte gégiis gerdigimiz, bir cok sikintili andan hosluklar yaratmaya ¢alistigimiz; destek
ve dostluklarini her zaman minnetle anacagim ¢ok degerli ¢calisma arkadaslarim Ars. Grv.
Giilgin TEZCAN?” a, yiiksek lisans dgrencileri Se¢il AK’ a ve Elif DEMIRDOGEN’ ¢ ve
ayrica desteklerini hissettigim tiim arkadaslarima, tezimin kaynaklar kisminda yer alan tiim
arastirmaci ve yazarlara tesekkiir ederim.

Yiiksek lisans egitimim boyunca birbirimize karsi saygi, sevgi ve yardimlarimizi
hi¢bir zaman esirgemedigimiz, bana verdikleri destek ve dostluklarint minnetle anacagim
Tibbi Biyoloji Anabilim Dali’ nin tiim personeline, Saglik Bilimleri Enstitiisii 6grenci 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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8. OZGECMIS

1983 yili Bursa dogumluyum. 11k ve orta grenimimi Altiparmak F.A. [lkdgretim
Okulu’ nda tamamladim. Bursa Atatiirk Anadolu Lisesi’ nden 2000 yilinda mezun oldum.
2001 yilinda Uludag Universitesi Fen/Edebiyat Fakiiltesi Biyoloji boliimiine girdim ve
2005 yilinda mezun oldum. Bir siire disarida calistiktan sonra 2009 yilinda Uludag
Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Biyoloji Anabilim Dali’ nda yiiksek lisans egitimime

basladim. Egitimime halen devam etmekteyim.
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