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1. GİRİŞ 

1.1. Meme Kanseri 

Meme kanseri, dünya genelinde ve ülkemizde kadınlarda en sık görülen ve en 

çok ölüme sebep olan kanser türüdür (Arnold ve ark., 2022). 2020 yılındaki 2.26 

milyon vaka ve 685 bin ölümlü vaka sayısının, 2030 yılında 2.74 milyon ve 857 bin 

sayılarına ulaşması öngörülmektedir (Sung ve ark., 2021). Meme kanseri vakalarının 

%85-90’ı çevresel ve yaşa bağlı olarak sporadik şekilde meydana gelirken, vakaların 

%10-15’i kalıtsal olarak özellikle BRCA1 ve BRCA2 genlerindeki mutasyonlardan 

kaynaklanmaktadır (Hasson ve ark., 2020). Hastaların yaşam süreleri özellikle 

hastalığın yayılımı ile ilişkilendirilebilir. Amerika Birleşik Devletleri 2022 yılı 

verilerine göre, lokal evrede 5 yıllık sağkalım %99’dur ve bu evredeki hastaların %65’i 

tedavi şansı bulmaktadır. Lenf nodu yayılımı olan hastalarda 5 yıllık sağkalım %86 

iken, uzak organ metastazı olan hastalarda bu oran %29’a düşmektedir (Cancer.Net, 

Erişim Tarihi: 17.11.2022). Meme kanserinin standart tedavileri arasında cerrahi, 

radyoterapi, kemoterapi, hormonal tedavi, hedefe yönelik tedavi ve tedavi sahasına 

son yıllarda giren immünoterapi yer almaktadır (Kumar-Tyagi ve Dhesy-Thind, 2018). 

Meme kanserinin morfolojik farklılığı ve kompleks moleküler yapısı, heterojeniteye 

sebep olmakta ve tedavi süreçlerini zorlaştırmaktadır. Bu sebeple, hastalara etkin 

tedavi seçenekleri uygulayabilmek için histolojik ve moleküler sınıflandırmalar ile 

meme kanseri alt tipleri tanımlanmıştır (Viale, 2012). 

1.1.1. Meme Kanseri Alt Tipleri ve Tedavi Yaklaşımları 

Meme kanseri genetik ve klinik olarak heterojen bir hastalıktır. Bu heterojenliği 

standardize etmek için meme kanseri sınıflandırma sistemleri geliştirilmiştir. Bu 

sınıflandırma şemaları, tedavi ve prognoza yardımcı olmak için kullanılan bir araca 

dönüşmüştür. 
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Tüm meme kanseri vakalarının yaklaşık %98’ini oluşturan karsinomlar, 

epitelyal hücrelerden köken alır (Zubair ve ark., 2021). Histolojik sınıflandırılması, 

meme dokusunda lokal olarak kalması veya yayılımına göre in situ karsinom ve 

invaziv karsinom olarak kategorize edilir. Bunun yanı sıra, sitolojik özelliklerine göre 

süt kanallarında bulunan luminal epitelyal hücrelerden köken alması durumunda 

duktal karsinoma, süt sentezini sağlayan epitelyal hücrelerden köken alması 

durumunda lobular karsinoma olarak alt sınıflara ayrılır (Tsuda ve ark., 2020).  

Meme kanserinin patofizyolojik davranışını sadece nükleer derece, mitotik 

indeks, histolojik derece gibi morfolojik sınıflandırma ve tümör boyutu, lenf nodu 

tutulumu, metastaz gibi klinik patolojik parametreler ile tahmin etmek teşhis ve 

tedavisi açısından yetersiz kalmıştır. Bu sebeple gelişen moleküler teknikler sayesinde 

meme kanserinin moleküler modelleri birçok çalışma ile analiz edilmiş ve günümüzde 

hastalığın tanı ve tedavisinde kullanılan moleküler sınıflandırma büyük ölçüde 

oluşturulmuştur (Zubair ve ark., 2021). 

Moleküler düzeyde sınıflandırma çalışmaları ilk olarak immünohistokimya 

yöntemi ile hormon duyarlı, insan epidermal büyüme faktörü reseptör 2 (HER2) ve 

üçlü negatif meme kanseri (TNBC) olarak 3 gruba sınıflandırılmıştır. Hormon duyarlı 

alt tip, östrojen reseptör (ER) veya progesteron reseptör (PR) ifade eden, bununla 

birlikte HER2 ifade durumu negatif ya da pozitif olan meme tümörlerini belirtirken, 

HER2 alt tipi, hormon reseptörleri ifade etmeyen ve HER2 ifadesi gösteren meme 

kanserleridir. TNBC, 3 biyobelirteç protein ifadesi göstermeyen meme kanserlerinin 

en agresif alt tipidir (Malhotra ve ark., 2010). Mikrodizin teknolojisi ile yapılan gen 

ifade analizleri ile klinik veriler karşılaştırılıp Luminal A, Luminal B, HER2 pozitif, 

bazal benzeri (BL), normal meme benzeri, claudin-düşük ve moleküler apokrin olmak 

üzere 7 çeşit moleküler alt tip tanımlanmıştır (Bastien ve ark., 2012; Perou ve ark., 

2000; Reis-Filho ve Pusztai, 2011; Sørlie ve ark., 2001).  

Alt tipler biyobelirteç ve ilaç hedefi olarak tedavi süreçleri açısından büyük 

önem taşımaktadır. Luminal A, en yaygın alt tip olup yeni teşhis edilen meme kanseri 
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vakalarının yaklaşık yarısını oluşturur. Luminal A tip meme kanserleri, düşük 

histolojik dereceli ve tüm alt tipler içerisinde en iyi prognoza sahip alt tiptir. Luminal 

A alt tipinin ifade profili immünohistokimyasal olarak, ER pozitif, PR≥%20, HER2 

negatif ve proliferasyon indeksi olan Ki67<%20 olarak tanımlanmıştır. Luminal B alt 

tipi, Luminal A’ya göre daha yüksek histolojik dereceli ve daha kötü prognoza sahiptir. 

Luminal B profili, ER+, PR<%20 ve/veya HER2+ ve/veya Ki67≥%20 şeklinde ifade 

gösterir. Luminal alt tipler, tamoksifen gibi seçici ER baskılayıcıları ya da anastrozol 

gibi aromataz inhibitörlerini içeren sistemik hormonal tedavilerden fayda görürler. Ek 

olarak, Ki67 ifadesinin daha yüksek olması ile Luminal B alt tipinde kemoterapi de 

tedavi seçenekleri arasındadır (Kudela ve ark., 2020; Tsang ve Tse, 2020; Yersal ve 

Barutca, 2014). 

HER2 pozitif meme kanseri alt tipi, meme kanseri alt tiplerinin %15-20’sini 

oluşturur ve klinik olarak agresif bir alt tiptir. ER ve PR ifadesi göstermezken yüksek 

düzeyde HER2 ve Ki67 ifadesi gösterir. Tedavi edilmediğinde kötü prognoz ve 

metastaz yapabilme eğilimi gösteren HER2 pozitif alt tip, HER2 reseptörünü 

hedefleyen transtuzumab, pertuzumab gibi monoklonal antikorların ve lapatinib gibi 

küçük moleküllerin kemoterapi ile kombine kullanımları sonucunda hastalara 

ortalama 5 yıllık genel sağkalım avantajı sağlamıştır (Ferrando‐díez ve ark., 2022; 

Martínez-Sáez ve Prat, 2021). 

Normal meme benzeri alt tip, tüm meme karsinomlarının yaklaşık %5-10'unu 

oluşturur. ER, PR ve HER2 ekspresyonu olmadığı için TNBC olarak da 

sınıflandırılabilir ancak CK5 ve epidermal büyüme faktör reseptörü (EGFR) ifadesi 

göstermediğinden bazal benzeri kanserler olarak kabul edilmezler (Yersal ve Barutca, 

2014). Claudin-düşük alt tip, ER, PR ve HER2 ifadesi göstermemelerinden dolayı 

TNBC alt tiplerinden biri olarak tanımlanır. Bu alt tip, epitelyal mezenkimal geçiş 

sürecinde ve kök hücrelerde yüksek ifade gösteren claudin 3, 4, 7, okludin ve E-

cadherin dahil olmak üzere adezyon genlerinin düşük ifadesi ile karakterize edilirler 

(Reis-Filho ve Pusztai, 2011; Yersal ve Barutca, 2014). Moleküler apokrin, ER negatif, 

androjen reseptörü (AR) pozitif ve HER2 proteininin sıklıkla aşırı ekspresyonu 
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(~%30) ile karakterize edilen nadir görülen bir meme kanseri alt tipidir (Vranic ve ark., 

2017). Normal meme benzeri, claudin-düşük ve moleküler apokrin alt tiplere spesifik 

klinikte henüz onaylanmış bir sistemik tedavi seçeneği bulunmamakta, bu nedenle 

genel olarak kemoterapi ajanları ile tedavi edilmeye çalışılmaktadır. 

İmmünohistokimyasal olarak TNBC özelliklerine büyük ölçüde benzeyen bazal 

benzeri meme kanseri, epidemiyolojik verilere göre tüm meme kanseri hastalarının 

yaklaşık %15-20'sini oluşturur (Garrido-Castro ve ark., 2019). Agresif ve kötü 

prognoz sergileyen BL alt tip, diğer alt tipler ile kıyaslandığında BL hastalarının 

hayatta kalma süreleri daha kısadır ve tanıdan sonraki ilk 5 yıl içinde ölüm oranı 

%40'tır (Gluz ve ark., 2009; Zhang ve ark., 2015). BL tümörler, ER, PR ve HER2’yi 

ifade etmezken, CK5, CK14, CK17 ve laminin gibi yüksek seviyelerde bazal 

miyoepitelyal belirteçleri ifade ederler. Ayrıca P-kadherin, fasin, caveolin 1 ve 2, alfa-

beta kristalin ve EGFR’yi aşırı ifade ederler (Heitz ve ark., 200h9). 

Tüm genom sekanslama çalışmaları, TNBC hastalarının tümörlerindeki 

heterojeniteyi ortaya koymuştur. Bu çalışmalar sonucunda gen ifadesi ve ontolojisi 

temelinde TNBC, 6 alt tipe sınıflandırılmıştır. BL1 ve BL2 alt tipleri, hücre döngüsü, 

MET ve EGF genleri açısından zenginken, immünomodülatör (IM) alt tipte, immün 

sistem yolakları aktiftir. Luminal androjen reseptörü (LAR) alt tipi, artmış androjen 

ifadesi ve metabolizmasını temsil eder. Mezenkimal benzeri (ML) ve mezenkimal kök 

hücre benzeri (MSL) alt tipler ise hücre farklılaşması ile ilişkili genlerin yüksek 

ifadelerini gösterirler (Lehmann ve ark., 2011). Jézéquel ve ark. (2015) yaptığı bir 

çalışmada, immün metagen verileri, C1 (LAR), C2 (düşük immün yanıt ancak yüksek 

M2 benzeri makrofajlara sahip BL) ve C3 (yüksek immün yanıt ancak düşük M2 

benzeri makrofajlara sahip BL) olmak üzere TNBC’yi 3 alt immün tipte 

gruplandırmıştır. 

Belirlenen TNBC genomik profilleri günümüzde tam olarak tedavi şemalarına 

dönüşememiştir. TNBC, morfolojik, moleküler ve klinik heterojenliği ve hedefe 

yönelik sistemik tedavilerin olmaması nedeniyle klinik açıdan zor bir tümör grubudur. 
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TNBC hastaları, belirteç reseptörlerin eksikliği nedeniyle endokrin veya HER2 hedefli 

ilaçlardan fayda görmezler. Bu sebeple, TNBC hastalarının standart sistemik tedavisi, 

kemoterapidir. Taksan ve antrasiklinlere en iyi yanıtı veren alt tip olmasına rağmen 

hastaların %30’undan daha azı tam yanıt gösterir ve diğer alt tiplere göre daha yüksek 

nüks ve ölüm oranı sergiler (Garrido-Castro ve ark., 2019). Buna ek olarak, metastatik 

TNBC hastalarının sistemik tedavi rejimlerinde platin bazlı kemoterapi ve BRCA1/2 

mutasyonları olan hastalarda PARP inhibitörleri de kullanılabilmektedir (Fragomeni 

ve ark., 2018; Yam ve ark., 2017). Son olarak, sistemik tedavi seçenekleri arasına 

akciğer kanseri ve melanoma hastalarında önemli sağkalım avantajı sağlayan immün 

kontrol noktası inhibitörleri de girmiştir. 2019 yılında IMpassion130 klinik çalışması 

sonucunda PD-L1 immün kontrol noktası molekülü ifade eden TNBC hastaları için 

immün kontrol noktası antikoru (atezolizumab) ile paclitaxel kombinasyonu, hızlı 

kullanım onayı almış olsa da IMpassion131 çalışması sonucunda sağkalım avantajı 

açısından fark olmadığı ortaya konmuş ve endikasyon geri çekilmiştir (Miles ve ark., 

2021; Schmid ve ark., 2018; Simmons ve ark., 2020). Daha sonra KEYNOTE-355 

çalışması, PD-L1 pozitif ve kombine pozitif skor (CPS)≥103,21 olan metastatik 

TNBC'li hastalarda tek başına kemoterapiye kıyasla PD-1 antikoru (pembrolizumab) 

ile kombine tedavinin, sağkalım avantajını ortaya koyması üzerine 2020 yılında 

adjuvan tedavi olarak onay almıştır (Cortes ve ark., 2020). TNBC hastalarında 

uygulanan sistemik tedaviler tüm hasta profiline uymamakta ve tedavi alan hastaların 

büyük çoğunluğu tedavilerden fayda görmemektedir. Bu sebeple, TNBC’nin 

moleküler özelliklerinin belirlenip standardize edilmesi, tümörlerin iç ve dış 

çevrelerindeki spesifik değişikliklerin ortaya konması, yeni tedavi yaklaşımlarının 

geliştirilmesi açısından önem arz etmektedir. 

1.2. İmmün (Bağışıklık) Sistem 

İmmün sistem, iç ve dış patojenlere karşı organizmayı koruyan, geniş hücre, 

organ ve protein ağından oluşan kompleks bir savunma mekanizmasıdır. İmmün 

sistemi önemli kılan, organizmanın kendisinden olmayan patojen ve hücreleri 
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tanıyabilme ve ortadan kaldırabilme özelliğidir. İmmün sistem mikrobiyal, toksik veya 

alerjenik yapıların tanınma mekanizmalarına göre memeli konakçıda mevcut olmayan, 

birçok mikrop ve toksinler tarafından paylaşılan molekülleri doğuştan gelen 

mekanizmalar ile tanıyan doğal (innate) bağışıklık sistemi ve somatik olarak gen 

düzenleme mekanizmaları ile özgün yapılar için spesifite sağlayan kazanılmış 

(adaptif) bağışıklık sistemi olmak üzere iki genel gruba ayrılır (Chaplin, 2010). 

1.2.1. Doğal (Innate) İmmün Sistem 

Bir patojene karşı ilk tepki doğal immün sistem tarafından gerçekleşir. Doğal 

immün sistem tarafından kullanılan tanıma molekülleri, çok sayıda hücrede ifade 

edildiğinden, bir patojen ya da toksinle karşılaşıldıktan sonra uyarılır ve böylece ilk 

konak tepkisini oluşturur. Cilt ve mukoza gibi anatomik bariyerlerden kaçan 

patojenler, patojen ilişkili moleküler paternler (PAMP) olarak bilinen ortak yapıları ile 

doğal bağışıklık sistemi hücrelerinin patern tanıma reseptörleri (PRR) aracılığıyla 

tanınır. Doğal immünite sistemine en iyi örnek, memeli hücrelerinde bulunmayan 

ancak gram negatif bakterilerin hücre duvar yapısında yer alan lipopolisakkarit 

moleküllerinin PRR’lerden biri olan Toll-like reseptör 4 ile tanınmasıdır (Mazgaeen 

ve Gurung, 2020). 

Doğal bağışıklık sistemi çok sayıda hücre, sitokin, kemokin ve kompleman 

sistemi tarafından düzenlenir. Bunlar makrofajlar, nötrofiller, dendritik hücreler, mast 

hücreleri, bazofiller, eozinofiller, doğal öldürücü (NK) hücreler ve doğal lenfoid 

hücrelerdir. Makrofajlar ve nötrofiller fagositler olarak görev alır. Bu hücreler, 

patojenleri yutma (fagositoz) ve çeşitli yollarla öldürme işlevine sahiplerdir. Fagositik 

özelliklerine ek olarak nötrofiller, patojenlerin ortadan kaldırılmasına yardımcı olan 

granüller ve enzimler içerir. Kısa ömürlü olan nötrofillerin aksine makrofajlar uzun 

ömürlü hücrelerdir ve adaptif immün sistemin uyarılma sürecinde T lenfositlere 

antijen sunumunda da rol oynarlar (Silva ve Correia-Neves, 2012). Dendritik hücreler 

antijen sunan hücreler (APC) olarak işlev görmeleri sebebiyle doğal ve kazanılmış 
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immün sistem arasındaki haberciler olarak görev alır. Bu işlevleri ile kazanılmış 

immün yanıtı başlatırlar (L. Song ve ark., 2018). Mast hücreleri ve bazofiller alerji ve 

astım gibi akut inflamatuvar yanıtların başlatılmasında etkilidir. Mast hücreleri 

genellikle kan damarlarını çevreleyen bağ dokuda ve mukozal yüzeylerde yaygın 

olarak bulunurken, bazofiller dolaşımda bulunur. Eozinofiller, fagositik özelliklere 

sahip olan ve genellikle fagosite edilemeyecek kadar büyük olan parazitlerin yok 

edilmesinde önemli rol oynayan granülositlerdir (Stone ve ark., 2010). NK hücreleri, 

tümör hücreleri ve virüs ile enfekte olmuş hücrelerin yok edilmesinde büyük rol oynar. 

Hedef hücrelerde apoptozu uyaran perforin ve granzim sitotoksik mekanizması ile 

enfekte veya tümör hücrelerini ölüme götürür. Ayrıca efektif immün yanıt için önemli 

bir sitokin olan interferon-gamma (IFN-γ) salgılayarak APC’leri ve makrofajları 

aktive eder (Paul ve Lal, 2017). Doğal lenfoid hücreler, adaptif immün sistem hücreleri 

T ve B lenfositler ile aynı ortak progenitör hücreden meydana gelirler ancak T veya B 

hücre reseptörleri eksprese etmezler. Daha çok dokularda ve mukozal bölgelerde 

yerleşiklerdir. Salgıladıkları sitokin profiline göre 3 gruba ayrılırlar. Tip 1 doğal 

lenfoid hücreler, tip 1 bağışıklık tepkisinde yer alan imza sitokin IFN-γ ve ana 

transkripsiyon faktörü T-bet ekspresyonu ile tanımlanır. Tip 2, tip 2 bağışıklık 

tepkisine katılan imza sitokin IL-5/IL-13'ün ve ana transkripsiyon faktörü GATA3 

ifadesi ile karakterize edilir. Tip 3, RORγt eksprese eden hücrelerdir ve bağırsak 

homeostazını sürdürmek için IL-22 ve IL-17 üretebilirler (Zheng ve Zhu, 2022). 

1.2.2. Kazanılmış (Adaptif) İmmün Sistem 

Doğal bağışıklık sistemi enfeksiyonel ajanları ve tümör hücrelerini ortadan 

kaldırmada her zaman başarılı olamayabilir. Bu gibi durumlarda antijen sunan hücreler 

tarafından T lenfosit aracılı hücresel bağışıklık ve B lenfosit aracılı humoral bağışıklık 

uyarılarak adaptif immün sistem devreye girer. Adaptif immün sistemin esas işlevleri, 

kendi olmayan (non-self) spesifik antijenleri tanımak, bu antijenlere özgü spesifik 

efektör immün yanıt oluşturmak, immün yanıt esnasında kendi hücrelerine (self) zarar 
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vermemek ve de antijene spesifik immünolojik hafıza geliştirmek şeklinde 

sıralanabilir (Bonilla ve Oettgen, 2010).  

1.2.2.1 Humoral İmmünite 

Humoral bağışıklığın esas aktörleri B lenfositler ve bu hücrelerin uyarılması 

sonucu oluşan plazma hücreleri tarafından üretilen antijenlere spesifik 

immunoglobulin yapıdaki antikorlardır. B lenfositlerin gelişimi, primer lenfoid organ 

olan kemik iliğindeki hematopoietik kök hücrelerden başlar ve dalakta son 

olgunlaşamaya kadar devam eder. B hücre reseptörünün (BCR) oluşturulması, ifadesi 

ve sinyalizasyonuna yol açan bir dizi gelişimsel ilerleme meydana gelir. Kemik 

iliğinde pro-B ve pre-B evrelerinde ağır (H) ve hafif (L) zincir immünogloblin genleri 

yeniden düzenlenir ve yüzey IgM eksprese edilir. Ayrıca merkezi tolerans adı verilen 

süreç ile kemik iliğinde kendinden olan hücrelere güçlü bir şekilde bağlanma gösteren 

olgunlaşmamış B hücreleri apoptoz ile ortadan kaldırılır. Saf (naive) B hücreleri, 

sekonder lenfoid organ olan dalakta pozitif ve negatif seçim ile kendi hücrelerine 

reaktif olmayan, immün yeterliliği olan bir repertuvarını oluşturmak için ileri 

gelişimsel ve olgunlaşma süreçlerine tabi tutulur. B hücrelerin toleransı için apoptoz, 

fonksiyonel inaktivasyon (anerji) ve immünoglobulin değişken (V) bölgelerinin 

yeniden düzenlenmesiyle antijen özgüllüğünün değiştirilmesi gibi birçok mekanizma 

vardır. Olgunlaşmamış B hücreleri dalakta son olarak IgD ve IgM'yi birlikte eksprese 

eden olgun B hücreleri haline gelir (Edry ve Melamed, 2004; Monroe, 2006; Pelanda 

ve Torres, 2012; Rolink ve ark., 2001). 

B hücreleri, T hücrelerden farklı olarak APC’ler üzerinde bir major 

histocompatibility complex (MHC) molekülü tarafından antijenlerin sunumuna 

ihtiyaç duymadan çözünür (soluble) antijenleri, membran immünoglobulinleri olan 

BCR ile yakalayarak cevap oluşturabilirler. Antijen bağlanması ve aktivasyonunun 

ardından proliferasyona uğrayan B lenfositler ya düşük afiniteli antikorları hızlı bir 

şekilde salgılayan ekstrafoliküler plazmablast haline gelir ya da sekonder lenfoid 
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organlarda bulunan germinal merkeze girer. Antijenlerin konsantre edildiği 

germinal merkeze giren B hücresi, somatik hipermutasyon ve afinite 

olgunlaşmasından geçer. Afinite ile olgunlaşan B hücreleri plazmablastlara ya da 

hafıza hücrelerine dönüşebilir. Erken yanıtta yer alan ekstrafoliküler plazmablastın 

aksine, bu plazmablastlar yüksek afiniteli antikorlar salgılar (Heesters ve ark., 

2016; Yuseff ve ark., 2013). Ek olarak, B lenfositler BCR ile yakaladıkları 

antijenleri hücre içine alarak, sınıf II HLA proteinlerinde hücre yüzeylerinde 

sunulmak üzere işleyebilirler. Antijen alımı, sınıf II HLA, CD80 ve CD86 

ifadelerini indükler. Hücre yüzeyindeki bu kostimülatör moleküller ve antijen 

taşıyan sınıf II HLA kompleksi ile B lenfositler, antijen sunan hücreler gibi 

davranarak T lenfositlerin aktive edilmesine katkı sağlarlar (Popi ve ark., 2016). 

1.2.2.2 Hücresel İmmünite 

Hücresel bağışıklık yanıtı, homeostazın ve immünolojik hafızanın oluşturulması 

ve sürdürülmesinde rol oynayan T lenfositler tarafından yönetilir. T lenfositler, B 

lenfositler gibi kemik iliğindeki hematopoietik kök hücrelerden farklılaşan lenfoid 

progenitör hücrelerden köken alır. T lenfositler, patojenlerden, tümör hücrelerinden ve 

çevreden çeşitli antijenleri tanıma potansiyeli bulunan kendilerine özgü T hücre 

reseptörleri (TCR) ifade ederler ve TCR ifadesinin kontrolü, CD4+ ve CD8+ alt tiplere 

farklılaşması ve kendi hücrelerine tolerans göstermesi için eğitildiği yer, primer 

lenfoid organ olan timüstür (Miller, 1961). T hücrelerin timustaki gelişimi, Şekil 

1.1.’de görülebileceği gibi lenfoid progenitör hücrelerin timusa girişi, timüs korteks 

bölgesinde CD4+ CD8+ çift pozitif (DP) timositlerin üretilmesi, DP timositlerin 

medulla epitel hücreleri (mTEC) ile etkileşimi sonucunda olgun CD4+ ve CD8+ tek 

pozitif (SP) T lenfositlerin oluşumu ile sekonder lenfoid organlara göçü şeklinde 

dinamik ve çok basamaklı bir süreçtir (Famili ve ark., 2017). 
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Şekil 1.1. T lenfositlerin gelişimsel süreçleri 

T lenfositlerin gelişimsel süreçleri oldukça çalışılmış olup her aşamadaki 

hücrelerin yüzey belirteç molekülleri Şekil 1.2.’de gösterildiği gibi detaylı bir şekilde 

tanımlanmıştır. Gelişimsel süreçler ve immün fenotipler, insan ve fare arasında 

oldukça benzerdir (Halkias ve ark., 2014) 
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Şekil 1.2. T lenfositlerin gelişimsel süreçleri boyunca sergiledikleri yüzey belirteçleri (Halkias ve ark., 

2014) 

Olgun ve saf T lenfositler, antijenlerle karşılaşmak üzere lenf nodları ve dalakta 

konumlanmıştır. Sekonder lenfoid organlar, antijen yüklü olgun dendritik hücrelerin 

toplandığı bölgelerdir. T lenfositler, lenf nodlarının parakorteks bölgesinde 

bulunurken, dalakta beyaz pulpa (white pulp) bölgesinde bulunan T hücre zonunda yer 

alırlar (Charles-Janeway ve ark., 2001; Lewis ve ark., 2019). 

T hücrelerin bir antijene karşı efektör fonksiyon gösterebilmesi için öncelikle 

APC’ler tarafından antijenin bu hücrelere tanıtılması gerekmektedir. Doğal immünite 

tarafından PAMP’ları tanıyan patern tanıma reseptörleri (PRR) dendritik hücreler 

üzerinde de bulunur. PAMP ve PRR yapılarının birleşmesi, dendritik hücrelerin 

olgunlaşmasını tetikler ve kostimulator molekülerin ifadesinin artmasına yol açar 

(Kabelitz ve Medzhitov, 2007). MHC molekülleri üzerinde antijenlerin sunumu, 

antijenlerin hücre içerisine alınarak işlendiği bir dizi süreci içerir. Hücre içine alınan 

antijenler, MHC I ile sunum için proteazomlar tarafından 8 - 10, MHC II ile sunum 
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için lizozomlar tarafından 13 - 18 amino asit uzunluğa indirgenir. Endoplazmik 

retikulumda, antijenik peptit yapısı, MHC I molekülünde bulunan spesifik antijen 

oluklarına yerleştirilir. Bu süreç, MHC II molekülleri için endozomlarda gerçekleşir. 

Lenf nodunda antijen-MHC I veya II kompleksi taşıyan olgun dendritik hücreler, 

antijen sunan hücreler olarak sırasıyla CD8+ ve CD4+ T lenfositlerin TCR/CD3 

komplekslerine bağlanır ve sinyalizasyonu başlatır (Jones ve ark., 2006; Vyas ve ark., 

2008). 

APC’ler üzerinde antijenik peptit-MHC kompleksi ile T hücrelerin TCR/CD3 

kompleksinin birleşimi, TCR sinyalini tetikler ancak tam bir aktivasyonun 

gerçekleşebilmesi için T hücreler üzerindeki ko-stimülatör reseptörler ile APC’ler 

üzerindeki ligandlarına bağlanması gerekmektedir. Şekil 1.3.’de görülebileceği gibi T 

hücrelerin proliferasyon, efektör fonksiyonları ve sağkalımlarını uyaran birçok ko-

stimülatör molekül tanımlanmıştır. Özellikle CD28 ve B7-1 (CD80) veya B7-2 

(CD86) bağlantısının etkin T hücre aktivasyonu için esas olduğu bilinmektedir (June 

ve ark., 1987). CD28 reseptör sinyalizasyonu yoluyla IL-2 salgılanması ve BCL-XL 

gibi anti-apoptotik proteinlerin ifadesinin artması ile T hücre proliferasyon ve 

sağkalımı desteklenir (Boise ve ark., 1995; Watts, 2010). APC ve T hücreler arasındaki 

bu reseptör ve ligand bağlantıları immünolojik sinapsların oluşmasına sebep olur. 

İmmünolojik sinapsların oluşmasında LFA-1, LFA-3, ICAM-1, ICAM-2 gibi hücreler 

arası adezyon molekülleri de rol oynar. İmmünolojik sinaps yapısının, antijen tanıma 

ve T hücre göçünü koordine ettiği düşünülmektedir (Dustin, 2010; Lee ve ark., 2002; 

Tseng ve ark., 2008). 

T hücreleri aktive edildikten sonra T hücre fonksiyonlarını baskılayan ko-

inhibitör reseptörlerin ifadeleri artar. T hücre aracılı immün yanıtın baskılanmasında 

gerekli olan ko-inhibitör moleküller, fizyolojik sürecin bir parçasıdır ve T hücre 

fonksiyonlarının önemli regülatörleridir. CTLA-4, PD-1, TIM-3, TIGIT ve LAG-3 

dahil olmak üzere birçok inhibitör reseptör tanımlanmıştır (Şekil 1.3.). 
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Şekil 1.3. T lenfositler ve antijen sunan hücreler arasındaki ko-stimülatör ve ko-inhibitör molekül 

interaksiyonları (Wykes ve Lewin, 2017) 

Kanser alanında ilk kullanım onayı alan CTLA-4 molekülü, immün sistemin 

önemli bir baskılayıcısıdır (Fellne, 2012). T hücrelerin yüzeyinde bulunan CTLA-4, 

APC’lerin yüzeyinde bulunan CD80/86 molekülüne CD28 molekülünden daha yüksek 

afinite ile bağlanarak, T hücrelerin aktivasyonu sonucu uyarılan PI3K/AKT yolağını 

baskılar. Böylece T hücre proliferasyonu ve sağkalımı bloke edilirken, pro-apoptotik 

faktörler uyarılarak T hücrelerin ortadan kaldırılması sağlanır (Van Coillie ve ark., 

2020). Bir diğer önemli ko-inhibitör reseptör ise PD-1/PD-L1 bağlantısıdır. Aktive NK 

hücreleri, B lenfositler, makrofajlar, dendritik hücreler ve monositler üzerinde ifade 

olabilen PD-1 reseptörü, özellikle tümöre spesifik T hücrelerin üzerinde yüksek 

düzeyde ifade edilir (Ahmadzadeh ve ark., 2009). PD-L1 molekülü ise makrofajlar, 

bazı aktive T ve B hücreler, dendritik hücreler ve bazı epitelyal hücrelerin yüzeyinde 

ifade edilir (Sharpe ve ark., 2007). PD-1 ve PD-L1 bağlantı ile PTEN aracılı 

PI3K/AKT yolağı inhibe edilerek efektör T hücre cevabı baskılar ve T hücrelerin 

apoptozunu indükler (Boussiotis, 2016). Regülatör T hücrelerin immün baskılayıcı 
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işlevleri, CTLA-4 ve PD-1 gibi ko-inhibitör reseptörler ile gerçekleşir (Schnell ve ark., 

2020; Wing ve ark., 2008). 

Antijen tanıtımı sonrası aktive olan CD4+ T lenfositler, farklı efektör alt tiplere 

farklılaşarak spesifik sitokinlerin salgılanması yoluyla bağışıklık tepkisinde önemli rol 

oynarlar. Son çalışmalar ışığında, T-yardımcı 1 (Th1), T-yardımcı 2 (Th2), T-yardımcı 

9 (Th9), T-yardımcı 17 (Th17), foliküler yardımcı T lenfosit (Tfh), indüklenmiş T-

düzenleyici lenfosit (iTreg), düzenleyici tip 1 lenfosit (Tr1) ve CD4+ sitotoksik T 

lenfositler (CTL) olarak 8 çeşit CD4+ T lenfosit hücre tipi tanımlanmıştır. Alt tiplerin 

farklılaşması, spesifik sitokin ve transkripsiton faktörü sinyalizasyonlarını içeren 

karmaşık ağlara bağlıdır. Efektör CD4+ T lenfositlerin alt tipleri, sitokin profilleri ve 

fonksiyonları Çizelge 1.1.’de belirtilmiştir (Couture ve ark., 2019; Luckheeram ve 

ark., 2012; Y. Song ve ark., 2021). 

Çizelge 1.1. CD4+ T lenfosit alt tipleri ve ana özellikleri 

CD4+ T 

Lenfosit 

Hücre Grubu 

Hücre 

Farklılaşmasında 

Rol Alan 

Sitokinler 

Transkripsiyon 

Faktörleri 

Efektör 

Sitokinler 
Fonksiyonu 

Th1 IFN-γ, IL-12 T-bet IFN-γ, TNF-α 

Hücre içi patojenlere 

(virüsler, bakteriler) 

karşı bağışıklık, kanser 

immün gözetimi 

Th2 IL4 GATA3 
IL-4, IL-5, 

IL-13 

Parazitlere karşı 

bağışıklık, B hücreleri 

tarafından IgE üretimi 

Th9 TGF-β, IL-4 PU.1, Foxo1 IL-9 

Parazitlere karşı 

bağışıklık, mukus 

salgısı, kanser immün 

gözetimi 

Th17 IL6, IL 23, TGF-β RORγt 

IL-17A, IL-

17F, IL-21, 

IL-22 

İnflamasyon, hücre dışı 

patojenlere karşı 

bağışıklık, doku 

homeostazı, kanser 

immün gözetimi 

CD4+ CTL IL-2, IL-15 Eomes 
Granzim B, 

Perforin 

Sitotoksisite, kanser 

immün gözetimi 

Tfh IL6, IL21 Bcl6 IL-21 B hücrelere yardım 

iTreg TGF-β, IL-2 Foxp3 TGF-β, IL-10 
İmmün toleransı, immün 

sistemin baskılanması 

Tr1 IL27, IL10 c-Maf, AhR IL-10 
İmmün toleransı, immün 

sistemin baskılanması 
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CD8+ T lenfositler, efektör fonksiyonlarını sitotoksik T lenfositler (CTL) olarak 

gösterir. Bir inflamatuvar ya da tümör bölgesi içinde, antijen spesifik bir CTL, TCR 

aracılığıyla spesifik antijenini taşıyan hedef hücre ile yüksek afinite ile bağlanır. 

Antijen spesifik bir CTL'nin TCR'sinin uyarılması, CTL ile hedef hücre arasındaki 

adezyon molekülü çiftlerinin bağlanma afinitesini hızla artırarak iki hücreli bir 

konjugat oluşturur. CTL'ler tarafından hedef hücrenin ortadan kaldırılması, granül 

ekzositoz, Fas ve/veya TNF (tümör nekroz faktörü) gibi sitotoksik sitokinlerin 

salınması yoluyla meydana gelir. Granül ekzositoz, CTL'ler tarafından hedef hücre 

ölümünün çoğundan sorumludur. Granül ekzositoz yolağı, CTL'nin sitotoksik 

granüllerinin içeriğinin salınmasını ifade eder. Konjugat oluşumundan kısa bir süre 

sonra, CTL'nin hücre iskeleti, sitotoksik granüllerinin CTL-hedef hücre teması 

bölgesine getirilmesi için yeniden düzenlenir. Granüller, CTL membranı ile kaynaşır 

ve granüllerin sitotoksik içerikleri, hedef hücre membranına doğru yönlü olarak 

ekzositozlanır. Bu granül içerikleri arasında perforin ve granzimler bulunmaktadır. 

Perforin gözenek oluşturucu bir proteindir ve granzimler bir serin proteaz ailesidir. 

Hedef hücreye endositoz ile girişi takiben, perforin, endolizozomal veziküllerde porlar 

açarak granzimlerin hedef hücrenin sitoplazmasına salınmasını kolaylaştırır. Granzim 

A kaspazdan bağımsız bir DNA hasarı yolu başlatırken, granzim B klasik kaspaz 

aracılı apoptozu tetikler. DNA'sının ve diğer önemli hücre içi substratlarının bozulması 

üzerine hedef hücre ölür. Bu ölüm şekli, perforin/granzim aracılı sitotoksisite olarak 

adlandırılır (Basu ve ark., 2016; Gordy ve He, 2012). Fas proteini, memeli 

hücrelerinde yaygın olarak ifade edilen bir transmembran ölüm reseptörüdür. Saf 

CD8+ T lenfositler Fas ligandı ifade etmezken, antijenle karşılaşarak aktive edildikten 

sonra Fas ligandı sentezlenir ve farklılaşan CTL'lerde özel taşıma veziküllerinde 

depolanır. Konjugat oluşumu üzerine, Fas ligandı içeren taşıma vezikülleri, CTL 

plazma membranı ile birleşir. Fas ligandı, hedef hücrede Fas reseptörüne bağlanır ve 

hedef hücrede kaspazları ve endonükleazları aktive ederek apoptozu indükler (Fu ve 

ark., 2016). CTL'ler, TNF ve lenfotoksin (LT) gibi sitotoksik sitokinler üreterek hedef 

hücreleri öldürebilir. Hedef hücrenin apoptozu, CTL tarafından üretilen TNF'nin hedef 

hücre yüzeyindeki TNF reseptörü 1'e (TNFR1) bağlanmasıyla indüklenebilir. 

TNFR1'e de bağlanan LT'nin de benzer bir etkisi vardır. CTL'ler aynı zamanda IFNγ 

salgılayarak B hücrelerini, antikor bağımlı hücresel sitotoksisite veya kompleman 
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aktivasyonu yoluyla öldürmeyi kolaylaştıran antikorlar üretmesi için uyarır (Ye ve 

ark., 2018). 

Antijenle uyarılan CD8+ efektör T hücrelerinin popülasyonu fenotipik ve 

işlevsel olarak heterojendir. Efektör CD8+ T hücreleri immün yanıt sırasında çoğalıp 

farklılaştıkça, çoğu hücre terminal olarak daha kısa ömre sahip olan ve enfeksiyonel 

ajanın ortadan kaldırılmasından sonra apoptoz yolu ile ölen son aşama efektörlerine 

farklılaşırken, yaklaşık %5-10’luk küçük bir hücre grubu, hafıza hücresi öncüllerine 

farklılaşır (Kaech ve Wherry, 2007; Williams ve Bevan, 2007). Kısa ömürlü efektör 

hücreler (SLEC) veya efektör hafıza hücresi (Tem) olarak tanımlanan alt grup, IL-12, 

IFN-γ ve IL-2 gibi yüksek seviyelerde pro-inflamatuar sitokinlere maruz kalma, T-bet 

ve Bilmp-1'in ifade artışı yanı sıra aktive CD8+ T hücrelerinde mTOR aktivitesinin 

artmasına neden olur ve efektör fenotipi destekler. Bu hücreler daha sonra Bim’e bağlı 

apoptoz yoluyla terminal sürece girer ve ölür (Joshi ve ark., 2007; Mescher ve ark., 

2006). Buna karşılık, hafıza öncü efektör hücreler (MPEC) veya merkezi hafıza 

hücresi (Tcm) olarak tanımlanan bir grup aktive CD8+ T hücresi, BCL-6, Bmi-1, Tcf7 

ve Eomes'u yüksek düzeyde ifade eder. Ayrıca, büyüme faktörünün azalmasını takiben 

mTOR aracılı anabolik durumdan AMPK/FAO aracılı katabolik duruma geçebilirler 

ve Bcl-2 ve Mcl-1 gibi anti-apoptoz faktörlerini düzenleyerek efektörden hafızaya 

doğru geçişte hayatta kalabilirler (Cui ve Kaech, 2010; Parish ve Kaech, 2009). 

1.2.3. Meme Kanserinde İmmün Sistemin Yeri 

İmmün sistem tarafından tümörleşmeye giden hücrelerin ortadan kaldırılması, 

immün gözetim olarak adlandırılan süreç ile ifade edilir. Bu sürecin eliminasyon, 

denge ve kaçış olarak üç aşaması tanımlanmıştır (Swann ve Smyth, 2007). Makrofajlar 

ve NK hücreleri gibi doğal immünite elemanları ve özellikle CD8+ T lenfositler gibi 

adaptif immünite hücreleri aracılığıyla tümör hücrelerinin ortadan kaldırıldığı 

eliminasyon aşamasında, normal hücrelerde var olmayan (neoantijenler) ya da var olan 

ancak fazla ifade gösteren moleküller, immün sistem tarafından yakalanıp yok edilir 

ve kanser oluşumu engellenir. Ancak tümörleşmeye giden hücrelerde genetik 

instabilite sonucu oluşan heterojen yapı nedeniyle, immün sistem bazı tümör 
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hücrelerini yok ederken bazılarını azalmış immünojenitesinden dolayı gözden 

kaçırarak bir denge fazı da ortaya çıkarabilir. Denge fazında immün sistem 

hücrelerinin gözetiminden kaçan tümör hücreleri ise çoğalarak kansere sebep olabilir. 

Tüm bu mekanizma kanserin immün düzenlemesi olarak adlandırılır (Dunn ve ark., 

2004; Vinay ve ark., 2015). Kanserin immün düzenlemesi, tümörü destekleyen 

inflamasyon ve immün sistem cevabından kaçış olarak kanserin ayırt edici özellikleri 

arasında tanımlanmıştır (Hanahan, 2022; Hanahan ve Weinberg, 2011). Kanser 

hücreleri, immün sistem baskısından kurtulmak için tanınmayı veya kendisine karşı 

oluşan immün yanıtı engelleyen çeşitli mekanizmalar geliştirir. Tümör hücreleri denge 

ve kaçış fazlarında immün sistem tarafından tanınmayı önlemek için, MHC 

moleküllerinin ifadesini azaltma, immün baskılamada rol alan regülatör T hücre, 

myeloid kökenli baskılayıcı hücre, M2 makrofaj gibi hücreleri ortama çekme, immün 

sistemi baskılayan IL-10, TGF-β gibi sitokinleri salgılama veya mikroçevredeki diğer 

hücrelere salgılatma ve PD-L1 gibi immün kontrol noktası molekülleri aracılığıyla 

tümöre karşı oluşmuş immün cevabı baskılama gibi mekanizmaları kullanır (Barriga 

ve ark., 2019). 

Meme kanseri son yıllara kadar immünolojik olarak sesiz bir tümör tipi olarak 

tanımlanmıştır. Çeşitli tümörlerin somatik mutasyon yüklerinin analiz edildiği bir 

çalışmada (Şekil 1.4.), meme kanserinin immün sistemi uyaracak yeni antijenler ortaya 

koyma noktasında melanom ve akciğer kanseri kadar etkin olmadığı gösterilmiştir 

(Alexandrov ve ark., 2013). 

 

Şekil 1.4. İnsan kanser tipleri arasındaki somatik mutasyon prevalansı 
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Bu sebeple tümör immünolojisi çalışmaları çoğunlukla melanom ve akciğer 

kanserine odaklanmış, meme kanserinde çalışmalar son birkaç yıla kadar kısıtlı 

kalmıştır. Ancak meme tümörlerinin mikroçevresinde T lenfositlerin yer aldığı ve 

hücre profili bazında iyi prognoz ile ilişkili olduğunu gösteren çalışmalar 

bulunmaktadır. Normal ve meme kanserli hastaların kıyaslandığı bir çalışmada, tümör 

mikroçevresinde bulunan CD4+ T hücrelerin, hastaların sonuçları üzerinde olumsuz 

prognostik etkileri olabileceği, buna karşılık CD8+ T hücrelerin, daha iyi klinik 

sonuçlara yol açan anti-tümör bağışıklığa aracılık eden anahtar efektör hücre 

popülasyonu olduğu gözlemlenmiştir (Huang ve ark., 2015). Erken evre TNBC 

hastalarında CD4+ yardımcı T hücrelerin yüksek olmasının ise sağkalım avantajı 

sağladığı bildirilmiştir (Schmidt ve ark., 2018). Başka bir çalışmada ise CD8+ 

sitotoksik T hücrelerin ve tümör infiltre lenfositlerin (TIL), TNBC hastalarında 

prognostik değeri olduğu vurgulanmıştır (Vihervuori ve ark., 2019). Meme kanserli 

hasta verilerinden yapılan bir meta-analiz çalışması sonucunda ise intraepitelyal ve 

stromal TIL’lerin iyi prognoz indikatörü olabileceği ancak, PD-1+ TIL ve FoxP3+ 

TIL’ler gibi alt grupların kötü prognozla ilişki gösterdiği belirtilmiştir (Yu ve ark., 

2016). TNBC hasta parafin blokları ile yapılan ayrı bir çalışmada ise CD8+ PD1+ 

immün hücre grubunun prognostik değeri olduğuna dikkat çekilmiştir (Yeong ve ark., 

2019). 

The Cancer Genome Atlas veri tabanı kullanılarak yapılan bir çalışmada, 10000 

örnek ile 33 farklı tümör, makrofaj ve lenfosit imzalarındaki farklılıklar, Th1:Th2 

hücre oranı, neoantijen yükü gibi faktörler açısından analiz edilmiş ve yara iyileşmesi, 

IFN-γ baskın, inflamatuvar, lenfosit tükenmiş, immünolojik olarak sessiz ve TGF-β 

baskın olmak üzere 6 farklı immün alt tip tanımlanmıştır (Thorsson ve ark., 2018). 

Meme kanseri özelinde incelendiğinde Şekil 1.5’te de görülebileceği gibi meme 

kanserinin immünolojik olarak sessiz bir kanser tipi olarak ifade edilemeyeceği ve 

hatta meme tümörlerinin alt tipler bazında immünolojik olduğu ortaya konmuştur. 
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Şekil 1.5. Meme kanseri alt tiplerinin immünolojik sınıflandırması (Gatti-Mays ve ark., 2019) 

Meme kanseri immünojenitesi ve kaçış mekanizmalarının araştırıldığı bir 

çalışmada, hastaların CD8+ T lenfositleri mikrodizin ve sekans teknolojisi ile 

incelenmiş ve TNBC alt tipinde, tümör infiltre T lenfosit skorunun, TCR çeşitliliğinin, 

neoantijen ve T lenfosit klonal çoğalma skorunun, antijen işleme ve sunum sürecinin, 

ko-stimülatör reseptör ve ligandların ve aynı zamanda ko-inhibitör reseptörlerin diğer 

alt tiplere göre fazla olduğu ortaya konmuştur. Tüm bu veriler ışığında TNBC 

hastalarında, T hücre cevabının ortaya çıktığı ancak çeşitli mekanizmalar ile 

baskılandığı vurgulanmaktadır. Ek olarak, meme kanserinde alt tip spesifik 

kombinasyonel immün tedavilerin daha etkili olacağı belirtilmiştir (Hammerl ve ark., 

2020). 

Meme kanserine immüno-onkolojik tedaviler açısından bakıldığında immün 

kontrol noktası blokajı, adaptif hücresel tedavi ve kanser aşıları şeklinde kategorize 

edilebilir. İmmün kontrol noktası blokajında temel hedef, tümör mikroçevresinde 

bulunan tümör hücrelerine spesifik lenfositlere karşı olan baskının ortadan 

kaldırılmasıdır. İmmün kontrol noktası PD-L1 ifadesi özellikle TNBC hastalarında 

yüksektir ve kötü prognoz ile ilişkilidir (Mittendorf ve ark., 2014). Bu sebeple, PD-

1/PD-L1 tedavileri ile ilgili yapılan çoğu pre-klinik ve klinik çalışma TNBC alt tipine 

odaklanılmıştır. TNBC grubunda kemoterapi veya radyoterapi kombinasyonlarının 

PD-L1 ifadesini arttırması ile çalışmalar özellikle kombine tedavilere yönelmiştir 
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(Morisada ve ark., 2017; Peng ve ark., 2015). Hatta klinikte, PD-L1 ifadesi gösteren 

ileri evre TNBC hastaları için PD-1 antikoru pembrolizumab ve kemoterapi 

kombinasyonu standart tedavi şemalarında yerini almıştır (Cortes ve ark., 2020). 

Meme kanseri alt tiplerinde en yüksek CTLA-4 ifadesi gösteren alt tip, TNBC’dir 

(Peng ve ark., 2020). Fare modelinde yapılan bir çalışmada, musin 1 (MUC1) mRNA 

aşısı ve CTLA-4 antikorunun kombine kullanımının, CTLA-4 antikoru ile 

monoterapiye göre tümör mikroçevresinde CD8+ T hücrelerin sayısını arttırdığı ve 

tümör hücrelerinin apoptozunu indüklediği rapor edilmiştir (Lin ve ark., 2022). TNBC 

hastalarında henüz onaylı bir CTLA-4 antikoru olmamakla beraber, pre-klinik ve 

klinik çalışmalar devam etmektedir. TNBC hastalarının tümörlerinde T hücre 

infiltrasyonu iyi prognoz ile ilişkili olduğundan adaptif hücre tedavileri (ACT), TNBC 

için yeni bir tedavi opsiyonu sunar. Bu alanda özellikle T hücrelerin TCR’larının 

genetik olarak mofidiye edilmesi ile oluşturulan kimerik antijen reseptörleri taşıyan T 

hücre (CAR-T) tedavilerinde, tümör hücreleri yüzeyinde aşırı ifade edilen proteinlerin 

antijenik hedef olarak T hücrelere yüklenmesi esas amacı oluşturur. TNBC özelinde 

yapılan çalışmalarda, EGFR, AXL, MUC1, c-Met, ROR1, TROP2 gibi moleküller, 

antijenik hedefler olarak kullanılmaktadır (Dees ve ark., 2020). CAR-T tedavi 

yaklaşımları klinik çalışmalara girmiş olmakla beraber henüz onay alan bir ilaç 

bulunmamaktadır (ClinicalTrials.gov, Erişim Tarihi: 29.11.2022). Meme kanserinde 

aşı çalışmaları ile kanser hücrelerinin antijenik yapıları hedeflenerek CTL ve NK 

hücreleri aracılığıyla tümöre özgü immün yanıtın arttırılması amaçlanır. Bu amaçla 

peptitler, karbonhidratlar, DNA ve RNA molekülleri ve dendtritik hücreler aşı 

çalışmalarında kullanılmaktadır (Burke ve ark., 2019). DNA ve peptit kanser aşılarının 

kombine olarak kullanıldığı bir in vivo çalışmada, fare meme tümörüne karşı hümoral 

ve hücresel immün yanıtın aktive edildiği ve tümör büyümesini büyük ölçüde önlediği 

belirtilmiştir (Safavi ve ark., 2020). Yapılan kısıtlı çalışmalar umut vaat etse de aşı 

tedavileri için uygulama zamanı, sıklığı ve kombinasyon tedavi stratejileri gibi 

çözülmesi gereken sorunlar bulunmaktadır. 
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1.3. mikroRNA (miRNA) 

Kodlanmayan kısa RNA molekülleri olan miRNA’lar, 19-24 nükleotid 

uzunluğunda protein kodlamayan regülatör moleküllerdir ve regülatör rollerini post-

transkripsiyonel düzeyde hedef mRNA degredasyonu veya translasyonun 

baskılanması şeklinde gösterirler (Rani ve Sengar, 2022). 

1.3.1. miRNA Biyogenezi 

miRNA’lar, genomun protein kodlayan gen bölgeleri içerisindeki intronlar ve 

translasyona uğramayan bölgelerinden (UTR) ya da kendi gen bölgelerinden 

transkribe edilirler (Olena ve Patton, 2010). 

miRNA sentezinin ilk aşaması genomik DNA’dan RNA polimeraz II tarafından 

transkribe edilen pri-miRNA olarak adlandırılan kök döngü (stem-loop) yapılarına 

sahip uzun transkriptlerin oluşturulmasıdır (Şekil 1.6.). Daha sonra pri-miRNA, 

çekirdekte endonükleaz Drosha ve kofaktör DGCR8 tarafından yaklaşık 70 nükleotid 

uzunlukluğunda öncü miRNA'ya (pre-miRNA) işlenir. DGCR8, pri-miRNA’da N6-

metiladenilat GGAC dizisini tanırken, Drosha, pri-miRNA’nın karakteristik saç tokası 

(hairpin) yapısının tabanındaki pri-miRNA dupleksini ayırır. Oluşan pre-miRNA, 

exportin 5 ve Ran-GTPase kompleksi tarafından çekirdekten sitoplazmaya taşınır. 

Sitoplazmada başka bir nükleaz olan Dicer tarafından saç tokası yapısının 

uzaklaştırılması ile 19-24 nükleotid uzunluğunda çift zincirli miRNA yapısı meydana 

gelir. Bu işlem aynı zamanda RNA tarafından uyarılan susturma kompleksinin (RNA-

induced silencing compleks; RISC) oluşumunu da tetikler. Çift zincir miRNA 

yapısından sadece bir zincirin RISC yapısına katılmasını sağlayan kompleks 

içerisindeki Argonaute 2 (Ago2) RNaz enzimidir (Ha ve Kim, 2014). Hangi dizinin 

RISC yapısına katılacağı, dubleksin pürin ve pirimidin bileşenlerinden kaynaklı 

termodinamik özelliklerine bağlıdır (S. Miller ve ark., 2008). Ago2 tarafından iki 

miRNA zincirinden biri, RISC yapısına seçilerek rehber iplik (miR) olarak işlev görür. 

Yolcu iplik (passanger) ya da miR* olarak adlandırılan diğer iplik ise RISC yapısı 
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tarafından degrede edilir (Meijer ve ark., 2014). Rehber iplik, pre-miRNA saç tokasını 

5'-ucundan kaynaklanıyorsa miRNA-5p, 3'-ucundan kaynaklanıyorsa miRNA-3p 

olarak adlandırılır ve bu iki olgun miRNA zinciri farklı dizileri hedefler (Annese ve 

ark., 2020).  

 

Şekil 1.6. miRNA biyogenezi (Pisarello ve ark., 2015) 

miRNA’ların esas sentez yolu, Drosha/DGCR8 ve Dicer proteinlerinin yer aldığı 

kanonik yolak olsa Drosha/DGCR8-bağımsız ve Dicer-bağımsız olarak kanonik 

olmayan yolaklar da tanımlanmıştır. Drosha/DGCR8-bağımsız yolakta, mRNA 

kırpılması sırasında intronlardan üretilen mirtronlar ve 7-metilguanozin (m7G) başlıklı 

pre-miRNA’lar, Drosha aktivitesine gerek duymadan direkt Dicer substratları olarak 

işlev görürler (Ruby ve ark., 2007; Xie ve ark., 2013). Dicer-bağımsız yolakta ise, 

Drosha/DGCR8 tarafından endojen kısa saç tokası RNA (shRNA) transkriptlerinden 
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üretilirler. Bu pre-miRNA'lar, Dicer substratları olmak için yeterli uzunlukta 

olmadıklarından sitoplazma içinde olgunlaşmalarını tamamlamak için AGO2 

tarafından olgun miRNA formatına getirilirler (Cheloufi ve ark., 2010). 

1.3.2. miRNA’ların Etki Mekanizmaları 

Çoğu çalışma miRNA’ların negatif regülatörler olarak işlev gösterdiklerini 

ortaya koymuştur. miRNA’lar, hedef mRNA’nın 3' UTR’sinde bulunan hedef dizisine 

bağlanarak translasyonel baskılamayı veya mRNA’yı degredasyondan koruyan 

poliadenil kuyruğunun ve 5' başlığın uzaklaştırılmasını indükleyerek işlev gösterirler 

(Ipsaro ve Joshua-Tor, 2015). Aynı zamanda, hedef mRNA’nın 5' UTR ve kodlama 

dizisi dahil olmak üzere diğer bölgelerinde ve promotör bölgelerin içinde de miRNA 

bağlanma dizileri olduğu tespit edilmiştir (Xu ve ark., 2014). 

Rehber iplik ve AGO’dan oluşan miRISC kompleksi, hedef mRNA üzerindeki 

miRNA yanıt elemanları (MRE) aracılığıyla hedef özgünlüğünü sağlar. MRE ve 

miRNA dizisinin tamamlayıcılık derecesi, hedef mRNA’nın AGO2 aracılı 

degredasyonu veya miRISC aracılı translasyonel baskılama olup olmayacağını 

belirler. miRNA ve MRE dizisi tamamen bağlanması, AGO2 endonükleaz aktivitesini 

indükler ve hedef mRNA degrede edilir (Chi ve ark., 2009; Jo ve ark., 2015). Hayvan 

hücrelerinde miRNA:MRE bağlantısı çoğu zaman tam olarak tamamlayıcı değildir. 

RISC kompleksinde bulunan miRNA dizisinin 5' bulunan 2-8 nükleotid uzunluğunda 

kök bölgesinin (seed region) hedef mRNA dizisine bağlanması, mRNA üzerindeki 

ribozomların uzaklaşmasına ve protein sentezinin aksamasına neden olarak 

translasyonel baskılamaya neden olur (Wilczynska ve Bushell, 2015). 

1.3.3. Meme Kanserinde miRNA’ların Rolü 

miRNA’lar, gen regülasyonunda önemli bir rol oynayan ve hemen hemen tüm 

önemli hücresel fizyolojik süreçte yer alan regülatör moleküllerdir. Bu hücresel 

süreçlerde meydana gelen patolojik gen ifade değişimleri kanserin başlıca sebeplerini 
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oluşturur. Protein kodlayan genlerdeki ifade değişimleri, kodlanmayan RNA 

moleküllerinin de ifade düzeylerinde değişimler olabileceğine ve hatta gen ifade 

değişimlerinin miRNA’lardan da kaynaklı olabileceğini düşündürmüştür. Sonuçta 

birçok çalışma ile neredeyse bütün kanser tiplerinde onkogen ve tümör baskılayıcı gen 

olarak davranan miRNA sınıfları olduğu gösterilmiştir (Menon ve ark., 2022). 

miRNA’ların çalışma prensiplerine göre (onkomiR veya tümör baskılayıcı miRNA), 

kanserin teşhisi ve prognozu için biyobelirteç ve hatta ilaç hedefi olarak kullanılma 

potansiyelleri, kanser alanında çok çalışılan bir alan olmasına sebep olmuştur. 

Meme kanserinde, miRNA’ların önemi sadece hastalığın ilerlemesinde değil, 

aynı zamanda hastalığı klinik ve moleküler olarak tanımlayan spesifik meme alt 

tiplerinde de belirtilmiştir. Luminal A alt tipte, 67 miRNA’nın, Luminal B alt tipte ise 

657 miRNA’nın regülasyonunun bozulduğu gösterilmiştir. Özellikle onkogenik miR-

1290, Ki67 düşük Luminal A alt tipte anlamlı derecede azalma bulunmuştur (Endo ve 

ark., 2013). 29 erken evre meme kanseri hastalarında yapılan bir miRNA çalışmasında 

ise HER2+ alt tipinin, miR-302c, miR-520d, miR-181c, miR-376b ve miR-30e gibi 

bir dizi miRNA ile ilişkili olduğunu ortaya konmuştur (Lowery ve ark., 2009). Başka 

bir çalışmada, miR-4728-3p’nin, HER2 geni içerisinde bulunan bir introndan 

kodlandığı ve ifadesinin HER2+ meme kanserleri ile ilişkisi olduğu belirtilmiştir 

(Persson ve ark., 2011). TNBC alt tipinde de profilleme çalışmaları yapılmış olup, bir 

meta-analiz çalışmasında, miR-155 ve miR-21 ifadesinin azalmasının sağkalımı kötü 

yönde etkilediği vurgulanmıştır (Lü ve ark., 2017). Başka bir çalışmada, miR-155, 

miR-493, miR-30e, miR-27a ifade düzeylerinin TNBC alt tiplerinde teşhis araçları 

olarak kullanılabileceği belirtilmiştir (Gasparini ve ark., 2014). 

Yapılan çalışmalar, spesifik miRNA veya miRNA kümelerinin, prediktif 

belirteçlerden ve potansiyel tedavi hedeflerinden yoksun üçlü negatif meme 

kanserinin, klinik fayda sağlayabileceğini göstermiştir. Bir çalışmada, miR-205’in bir 

tümör baskılayıcı miRNA olduğu ve TNBC’de ifadesinin azaldığı bulunmuştur. miR-

205’in ifade düşüklüğü hedefi olan integrin α5 ifadesinin artmasına neden olarak 

kanserin kök hücre özelliği ve metastazına katkı sağlamaktadır (Xiao ve ark, 2018). 

miR-200c/miR-141, TNBC’de metilasyon yoluyla baskılanır ve ifade düşüklüğü, 
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epitelyal mezenkimal geçişte (EMT) rol oynayan E-kadherini baskılayan ZEB1 ifadesi 

ile ilişkilendirilmiştir ve ZEB1 ifadesindeki artış TNBC’de kötü prognoz ile 

bağlantılıdır (Damiano ve ark., 2017). Başka bir çalışmada, miR-31’in TNBC’de 

hipermetile olduğu ve hedefleri RhoA ve WAVE3’ün ifade artışı ile invazyon ve 

metastaz süreçlerine katkı sağladığı belirtilmiştir (Luo ve ark., 2016). Bir başka 

çalışmada, miR-210-3p’nin TNBC’de HIF1α ve P53 gibi aerobik glikoliz sürecinde 

rol alan genleri regüle ederek Warburg etkisine katkıda bulunduğu ortaya konmuştur 

(Du ve ark., 2020). miR-210 ifadesi ile ilgili başka bir çalışmada, TNBC hasta 

örneklerinde tümör mikroçevresinde bulunan immünoglobulin üreten plazma 

hücrelerinde, miR-210 ifadesinin artış gösterdiği bulunmuştur (Bar ve ark., 2020). In 

vitro bir çalışmada ise miR-770-5p’nin DNMT3A’yı hedefleyerek TNBC hücrelerinde 

EMT ve invazyonu regüle ettiği gösterilmiştir (Noyan ve ark., 2021). Kemoterapiye 

direnç, TNBC hastalarında terapötik başarısızlığın ana nedenlerinden biridir. miR-

105/93-3p’nin SFRP1'i hedefleyerek Wnt/β-katenin yolağının bir aktivatörü olduğu ve 

TNBC hücrelerinde kemoterapi direncinin artmasına yol açtığı gösterilmiştir (Li ve 

ark., 2017). Yüksek miR-449 ifadesinin, TNBC hücrelerini doksorubisine duyarlı hale 

getirdiği ve kemoterapi alan TNBC'li hastalarda iyi prognoz ile ilişkili olduğu 

belirtilmiştir (Tormo ve ark., 2019). TNBC ve miRNA çalışmaları, genel olarak kanser 

hücrelerinin proliferasyon, apoptoz, invazyon, metastaz ve ilaç direnci gibi 

süreçlerinde araştırılmış olup, immün sistem hücreleri açısından çalışmalar oldukça 

kısıtlıdır. 

Klinik açıdan bakıldığında meme kanserinde onaylı bir biyobelirteç veya ilaç 

hedefi miRNA bulunmamakla beraber klinik çalışmaların hepsi, miRNA’ları tedavi 

cevabı ve ilaç direncinde, özellikle sıvı biyopsi örneklerinde biyobelirteç olarak 

incelemektedir (ClinicalTrials.gov Erişim Tarihi: 30.11.2022). Bununla birlikte 

miRNA’lar, tedavi ajanları olarak da işlev gösterebilirler. Özellikle kemoterapi, 

radyoterapi ve immünoterapi ile kombine kullanımları hem tedavi etkinliğinin 

arttırılmasında hem de ilaç direncinin önlenmesinde fayda sağlayabilir. Artan 

çalışmalar ve gelişen ilaç taşıma sistemleri ile yakın bir tarihte miRNA’ların terapotik 

ajanlar olarak klinikte yerini alması beklenmektedir. 
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1.3.4. Adaptif İmmün Sistemde miRNA’ların Rolü 

İmmün sistemin her aşamasında rol alan miRNA’lar, doğal ve adaptif immün 

sistemin gelişimi ve işlevini kontrol eden birçok sinyal yolağını geniş ölçüde etkileme 

potansiyeline sahiptirler. 

miRNA aracılı gen regülasyonunun T hücre bağışıklığında önemi, ilk olarak 

olgun miRNA'ların oluşumu için gerekli olan Dicer molekülünün, T hücrelerde seçici 

olarak silindiği çalışmalarla ortaya konmuştur. Timusta T hücre progenitörlerinde 

Dicer ablasyonu sonucunda Treg hücre farklılaşmasının azaldığı bulunmuştur (Cobb 

ve ark., 2006). Dicer yokluğunda, timüs T hücre progenitörlerinde konvansiyonel T 

hücrelerin gelişiminin önemli bir değişikliğe sebep olmadığı ancak periferde Dicer 

eksikliği olan konvansiyonel T hücrelerinin, yardımcı T hücre soylarına 

farklılaşamadığı ve anormal efektör fonksiyonlar sergilediği rapor edilmiştir (Cobb ve 

ark., 2005; Muljo ve ark., 2005). T hücre gelişim süreçlerinin ilk aşamasında, pro-

apoptotik faktörleri hedefleyen miR-17-92’nin yüksek ekspresyona sahip olduğu, 

ancak olgunlaşma sırasında ifadesinin azaldığı ve böylece T hücre gelişimi sırasında 

hücrelerin hayatta kalma süreçlerini regüle ettiği belirtilmiştir (O’Connell ve ark., 

2010). Başka bir çalışmada, T lenfositlerin timüsta gelişim süreçlerinde miR-181a’nın 

çift pozitif (CD4+, CD8+) hücre antijen duyarlılığını arttırdığı, Bcl-2, CD69 ifadesini 

baskıladığı ve böylece T hücrelerin pozitif klon seçiminde etkin olduğu bildirilmiştir 

(Neilson ve ark., 2007). miR-150 ise T hücre progenitörlerinde düşük ifade olurken, 

farklılaşmış T hücrelerde ifadesi artar (Baltimore ve ark., 2008). CD8+ tek pozitif 

hücre farklılaşmasında herhangi bir miRNA’nın fonksiyonu henüz ortaya 

konmamışken, CD4+ tek pozitif klon seçiminde miR-126’nın süreçte etkin olduğu 

bildirilmiştir (Hu ve ark., 2018). Ayrıca, miR-146a, miR-223 ve miR-205’in de T 

hücre gelişiminde rol aldığı çalışmalar ile ortaya konmuştur (Emamgolizadeh-Gurt-

Tapeh ve ark., 2020). 

Olgun ve saf T hücrelerin aktivasyonu, proliferasyon, efektör fonksiyon, immün 

hafıza oluşumu ve hücre ölümü ile sonuçlanan bir dizi hücre içi sinyal yolağını başlatır. 

Bu sinyal yolağı süreçlerinde değişen gen ifade profilleri, sadece transkripsiyonel 
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olarak değil aynı zamanda miRNA’ların da rol aldığı post-transkripsiyonel 

regülasyonlar olarak da meydana geldiği çalışmalar ile ortaya konmuştur. CD3+ T 

lenfositlerin CD3 antikorları ile in vitro olarak stimule edildiği bir çalışmada miR-155, 

miR-21, miR-146a, miR-17, miR-590-5p, miR-210, miR-106b ve miR-301a 

miRNA’larının ifadelerinin arttığı belirtilmiştir (Sousa ve ark., 2017). Ayrıca TCR 

stimülasyonu sonucunda, aktivasyonun erken aşamalarında MEK1 ve ERK1’i 

hedefleyen miR-15a/16 ifadesinin düşerek T hücre proliferasyonuna katkı sağladığı 

bulunmuştur (Urena ve ark., 2022). 

Spesifik olarak CD4+ T hücrelerde Dicer ifadesi bloklanan farelerde, azalmış 

proliferasyon ve yüksek apoptoz seviyeleri tespit edilmiştir (Muljo ve ark., 2005). 

İnsan primer CD4+ T hücre kültüründe yeni nesil dizileme ile yapılan bir çalışmada, 

aktivasyondan sonra miRNA repertuvarının değiştiği rapor edilmiştir (Rodríguez-

Galán ve ark., 2021). TCR ve CD28 ko-stimülatör aracılı T hücre aktivasyonu 

sonucunda miR-214’ün ifadesi büyük ölçüde arttığı ve hedefi olan PTEN ifadesini 

baskılayarak T hücrelerin proliferasyonlarını desteklediği bilinmektedir (Jindra ve 

ark., 2010). Aktive CD4+ yardımcı T hücrelerde miR-182 ifadesi yüksektir ve Foxo1 

hedef genini inhibe ederek protein sentezini baskılar ve CD4+ T hücrelerin 

proliferasyonlarını arttırır (Stittrich ve ark., 2010). Aktive CD4+ T hücrelerde, miR-

155 ve miR-221’in yüksek ifadesinin ise PIK3R1’i hedefleyerek ifadesi baskıladığı ve 

hücre proliferasyonu ve sitokin üretimini inhibe ettiği bildirilmiştir (Grigoryev ve ark., 

2011). miR-126’nın PI3K/AKT yolağı ile CD4+ Foxp3+ regülatör T hücrelerinin 

indüksiyonu ve fonksiyonunu regüle ettiği ortaya konmuştur (Qin ve ark., 2013).  

CD8+ T hücre aktivasyonunda miRNA'nın rolü, CD4+ T hücrelerine göre daha 

az karakterize edilmiş olup viral ajan ile aktive edilmiş CD8+ T hücrelerde yapılan bir 

çalışmada miRNA biyogenezinde önemli olan Dicer molekülünün, aktivasyonun 

erken aşamalarında gerekli olmadığı ancak hücrelerin hayatta kalmasında ve efektör 

yanıtta gerekli olduğu bildirilmiştir (Zhang ve Bevan, 2010). Bir çalışmada, negatif 

feedback olarak immün baskılayıcı rol oynayan miR-146a eksikliğinin, aktive CD8+ 

T hücrelerde proliferasyonu, CD25 ve CD69 aktivasyon belirteçleri ve IL-2, IFN-γ 

gibi efektör sitokinlerin ifadesini arttırdığı gösterilmiştir (Yang ve ark., 2012). Erken 
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ve geç T hücre aktivasyon çalışmasında, CD8+ T hücrelere kıyasla CD4+ T hücrelerde 

miR-18a ve miR-21’nin ifadesi aktivasyon ile artış göstermiş, miR-223 ve miR-451 

ifadeleri ise düşüş göstermiştir. Bu çalışma sonucunda CD4 ve CD8 T lenfositler 

arasında antijen tanıma süreçlerinde farklılıklar olabileceği vurgulanmıştır 

(Teteloshvili ve ark., 2015). Antijene spesifik CD8+ T lenfositlerin saf, efektör ve 

merkezi hafıza alt tiplerinde miRNA profillerinin incelendiği bir çalışmada, saf 

hücrelere kıyasla efektör T hücrelerde miR-16, miR-142-3p, miR-142-5p, miR-150, 

miR-15b ve let-7f’nin ifadesinin düşük olduğu ve hafıza T hücrelerde bu 

miRNA’larının ifadelerinin tekrar artış gösterdiği bulunmuştur (Wu ve ark., 2007). 

Başka bir çalışmada, let-7, CD8 T hücrelerin farklılaşma ve fonksiyonları için önemli 

bir negatif regülatör olarak tanımlanmıştır. TCR aracılı aktive CD8+ T hücrelerde let-

7’nin mimic ile arttırılan ekspresyonu, Myc ve Eomes’i hedefleyerek efektör sitotoksik 

T lenfositlerin klonal genişlemesinde ve farklılaşmasında bozulmaya neden olarak 

anti-viral ve anti-tümör immün yanıtlarında azalmaya yol açmıştır (Wells ve ark., 

2017). Efektör sitokin IFN-γ’yı doğrudan hedefleyen miR-29’un, bakteriyel 

enfeksiyon ajanı ile aktivasyonu sonrasında CD4+ ve CD8+ T hücrelerde ifadesi azalır 

(Ma ve ark., 2011). Periferde bulunan olgun CD8+ T hücrelerin farklılaşmasında 

PTEN’i hedefleyen miR-17-92 kümesi, miR-155 ve PDCD4’ü hedefleyen miR-21’in 

etkin rol oynadığı bildirilmiştir (Liang ve ark., 2015). CD8+ T hücrelerin enfeksiyon 

yanıtında miR-155, sitotoksisite ve efektör sitokin üretim süreçlerine katkı sağlar 

(Gracias ve ark., 2013; Lind ve ark., 2013). T hücre aktivasyonu sırasında kalsiyum-

NFAT yolağı ile indüklenen miR-31’in, CD8+ T hücre yanıtında negatif regülatör 

olarak T hücrelerinin tip I interferonlara duyarlılığını arttırdığı ve PD-1 gibi birçok 

inhibe edici molekülün ifadesini artırarak kronik enfeksiyon sırasında T hücresi 

tükenmesini teşvik ettiği gösterilmiştir (Moffett ve ark., 2017). 

1.3.5. Kanserde Adaptif İmmün Sistem Aracılı miRNA’ların Rolü 

Hematolojik malignitelerde T ve B hücrelerdeki bozukluklarının bir sebebinin 

de miRNA’lardan kaynaklı olabileceği çalışmalarla gösterilmiştir (Han ve ark., 2020). 

Meme kanserinin de içinde bulunduğu solid tümörlerde, immün sistem hücrelerinde 

miRNA’ların fonksiyonları, genel olarak tümör mikroçevresinde bulunan immün 
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sistem bileşenlerinde incelenmiştir. Hepatit B virüsü (HBV) kaynaklı hepatoselüler 

karsinomada artan TGF-β sinyalinin, miR-34a ifadesini baskılayarak hedefi olan 

kemokin CCL22’nin ifadesinin artmasına ve Treg hücreleri üzerinde bulunan 

reseptörü CCR4’e bağlanarak mikroçevreye Treg hücrelerinin toplanmasına ve immün 

baskılayıcı bir ortam oluşturmasına katkı sağladığı bulunmuştur (Yang ve ark., 2012). 

Başka bir çalışmada, insan melanom hücrelerinde yüksek miR-30b/30d ifadesinin, 

hedefi GALNT7 ifadesini azaltarak immünosupresif IL-10 sitokininin artan üretimine 

yol açtığı gösterilmiştir (Gaziel-Sovran ve ark., 2011). Kolorektal kanserde yapılan bir 

araştırmada, calreticulin’i hedefleyen miR-27a’nın MHC-I aracılı antijen tanıtım 

sürecini bozarak tümör infiltre CD8+ T hücrelerin aktivasyon ve sitotoksik 

aktivitelerini engellediği ve böylece tümör ilerlemesini desteklediği belirtilmiştir 

(Colangelo ve ark., 2016). Kolon kanserinde T hücrelerin inhibisyonundan sorumlu 

IDO1 genini hedefleyen miR-448’in baskılanması ile CD8+ T hücre yanıtının arttığı 

gösterilmiştir (Lou ve ark., 2019). Melanom hücresi kökenli eksozomlarda bulunan 

miR-181a/b, miR-498 ve miR-3187 gibi miRNA’ların TNF ve CD45 moleküllerini 

hedefleyerek CD8+ T hücre aktivasyonlarını kısıtladığı bulunmuştur (Vignard ve ark., 

2020). miRNA’lar, immün kontrol noktası moleküllerini hedefleyerek kansere karşı 

immün yanıtın arttırılmasına katkı sağlayabilir. Glioblastoma fare modelinde yapılan 

bir çalışmada, CTLA-4’ü hedefleyen miR-138’in sistemik olarak verilmesinin tümör 

gerilemesine neden olduğu rapor edilmiştir (Wei ve ark., 2016). Ayrıca yassı hücreli 

oral karsinomda, miR-138’in CD8+ T hücrelerde ifade artışının anti-tümör etkisi 

bildirilmiştir (Li ve ark., 2019). Melanom fare modelinde çalışmasında, miR-28’in, 

PD1, TIM3 ve BTLA gibi immün kontrol noktası molekülleri hedefleyerek T hücre 

tükenme profilini düzenlediği ve tükenmiş T hücreleri tarafından IL-2 ve TNF-α 

sitokinlerinin bozulmuş sekresyonunu yeniden kazandırdığı bildirilmiştir (Li ve ark., 

2016). Üçlü negatif meme kanseri fare modelinde miR-149-3p’nin, direkt olarak PD-

1’i hedefleyerek CD8+ T hücre aktivasyonunu regüle ettiği bulunmuştur (Zhang ve 

ark., 2019). Biyoinformatik olarak yapılan bir çalışmada, PD-L1’i hedefleyen miR-

195/miR-497 ifade artışının, TNBC hastalarında tümör progresyonu ve immün 

tolerans için biyobelirteç olarak kullanılabileceği belirtilmiştir (Yang ve ark., 2018). 

Erken ve metastatik meme kanseri hastaların plazma örneklerinden yapılan bir 

çalışmada, miR-10b, miR-19a, miR-20a, miR-126 ve miR-155’in erken meme kanseri 
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hastalarına göre metastatik hastalarda ifade profillerinin değiştiği ve prognostik değeri 

olduğu rapor edilmiştir (Thomopoulou ve ark., 2021). Fare modeli çalışmasında, 

SOCS1’i hedefleyen miR-155’in meme kanseri hücrelerinde aşırı ifadesinin, CXCL9-

10-11 üretimini uyararak, tümör bölgesine T hücre girişini arttırdığı, tümör 

büyümesini inhibe ettiği ve immün kontrol noktası tedavisine duyarlı hale getirdiği 

gösterilmiştir (Wang ve ark., 2022). 

Bu doktora tez çalışması ile meme kanseri alt tipleri içerisinde en agresif ve kötü 

prognoz sergileyen ve kısıtlı tedavi seçeneği bulunan üçlü negatif meme kanseri fare 

modelinde, tümör gelişim, remisyon ve relaps süreçlerinde adaptif immün sistemin 

tümöre karşı en etkin hücre grubu olan CD8+ T lenfositlerdeki miRNom profillerinin 

belirlenmesi amaçlanmıştır. Tümör gelişiminin farklı evrelerindeki CD8+ T hücre 

aracılı immün yanıtta rol oynayan miRNA’ların ortaya konması ve meme kanseri 

immünolojisinde yeni prognostik biyobelirteçlerin açığa çıkarılması amaçlanmıştır. 
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2. GEREÇ ve YÖNTEM 

2.1. Gereçler 

2.1.1. Çalışmada Kullanılan Materyaller 

4T1 Fare TNBC Hücre Hattı  ATCC, CRL-2539 

6-8 Haftalık Yabani Tip Balb/c Fare Ankara Üniversitesi 

70 µm Cell Strainer   Corning, 431751 

40 µm Cell Strainer   Corning, 431750 

LS Kolon    MACS Miltenyi Biotec, 130-042-401 

2.1.2. Çalışmada Kullanılan Reaktifler ve Kimyasallar 

RPMI-1640 Besiyeri   Hyclone, SH30027.01 

Fetal Bovine Serum   Hyclone, SH30071.03 

Penicillin/Streptomycin   Hyclone, SV30010 

L-Glutamin    Biowest, X0550-100 

Tripsin     Hyclone, SH30042.01 

1X PBS     Hyclone, SH30256.01 

DMSO     Serva, 39757.01 

Matrigel Basement Membrane Matrix Corning, 354234 

Formaldehit    Sigma-Aldrich, 104003 

Hematoxylin    Agilent, CS700 

Eosin     Agilent, CS701 

EDTA     Sigma, E9884     

Bovine Serum Albumin   Sigma-Aldrich, A2058 

Trizol     Ambion, 15596018    

Chloroform    Sigma, C2432     

Isopropanol    Sigma, I9516 

Ethanol     Merck, 1.00983.2511 



32 

 

Borik Asit    Sigma, 0588-1KG 

Tris     Serva, 37190.02 

Agaroz     Lonza, 50004 

Red Safe Stain    Intron, 21141 

6X Gel Loading Dye   New England Biolabs, B7021S 

Gene Ruler 100 bp DNA Ladder Thermo Scientific, SM0321 

Molecular Biology Grade Water Biological Industries, 01-869-1A 

dNTP Mix    Thermo Scientific, R0192 

Sodyum Klorür    Merck, 7647-14-5 

HEPES     Millipore, 391340 

Kalsiyum Klorür   Merck Millipore, 102378 

Propidium Iodide Solution  Biolegend, 421301 

2.1.3. Çalışmada Kullanılan Antikorlar 

Fare CD8a MicroBeads   MACS Miltenyi Biotec, 130-117-044 

APC Anti-Mouse CD3   Tonbo Biosciences, 20-0032 

FITC Anti-Mouse CD45  Tonbo Biosciences, 35-0451 

PE Anti-Mouse CD4   Tonbo Biosciences, 50-0041 

PE-Cy5 Anti-Mouse CD8a  Tonbo Biosciences, 55-0081  

FITC Annexin V   Biolegend, 640906 

2.1.4. Çalışmada Kullanılan Kitler 

RNA Labeling Kit   Applied Biosystem, P/N 901910 

Hybridization Control Kit  Applied Biosystem, P/N 900454 

Hybridization, Wash, and Stain Kit Applied Biosystem, P/N 900720 

GeneChip miRNA 4.0 Array  Applied Biosystem, 902412 

miScript II RT Kit   Qiagen, 218161 

Transcriptor HF cDNA Synthesis Kit Roche, 05081963001 

Taq DNA Polimeraz   Gene Direx, MB101-0500 
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miScript SYBR Green PCR Kit Qiagen, 218073 

FastStart DNA Green Master Kit Roche, 06402712001 

2.1.5. Çalışmada Kullanılan Cihazlar 

CD8+ T hücreler, manyetik hücre ayırma platformu (MACS Miltenyi Biotec, 

130-042-303) ile Midi Separator (MACS Miltenyi Biotec, 130-042-302) kullanılarak 

izole edilmiştir. RNA konsantrasyon ve saflık tayinleri Nanodrop (Thermo Scientific, 

ND-1000) spektrofotometre cihazı ile yapılmıştır. Mikrodizin çiplerinin 

hibridizasyonu GeneChip® Hybridization Oven 640 (Affymetrix, 800139) fırınında 

gerçekleştirilmiştir. Mikrodizin çiplerinin yıkama ve boyama aşamaları GeneChip® 

Fluidics Station 450 (Affymetrix, 00-0079) yıkama istasyonunda gerçekleştirilmiştir. 

Mikrodizin çiplerinin tarama işlemi GeneChip® Scanner 3000 (Affymetrix, 00-0073) 

ile gerçekleştirilmiştir. İfade analizleri için LightCycler 480 Thermocycler (Roche, 

05015243001) cihazı kullanılmıştır. CD8+ T hücre izolasyonunun doğrulaması ve 

apoptoz deneyi NovoCyte 2000R Flow Cytometer System (Agilent, 2010002AA) 

cihazı ile gerçekleştirilmiştir. 
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2.2. Yöntem 

 

Şekil 2. 1. Çalışmanın genel iş akış şeması 

Çalışmada izlenen yöntemsel süreçler, Şekil 2.1.’de sunulan iş akış şemasında 

yer almaktadır. 
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2.2.1. 4T1 Hücre Kültürü 

4T1 fare üçlü negatif meme kanseri hücre hattı, 75 cm2’lik T-75 flasklarda %10 

FBS ve %1 antibiyotik içeren RPMI-1640 besiyeri içerisinde 37°C ve %5 CO2 

koşullarını sağlayan inkübatörde kültüre edilmiştir. Flasklardaki hücre yoğunluğu 

%80’e ulaştığında tripsin enzimi ile hücreler kaldırılarak pasajlanmış ve hayvan 

deneyleri için gerekli miktarlarda çoğaltılmıştır. Enjeksiyon için kullanılan 4T1 

hücrelerin pasaj numaraları 10 – 12 arasındadır. Stok olarak saklanacak hücreler, %10 

DMSO içeren FBS solüsyonunda kriyotüpler içerisinde sıvı nitrojen tankında 

muhafaza edilmiştir. 

2.2.2. In Vivo Deneyler 

Üçlü negatif meme tümörü oluşum ve gelişim süreçlerindeki immün sistem 

değişimlerini incelemek amacıyla 6-8 haftalık dişi immün-kompetan BALB/c 

farelerde, 4T1 hücreleri ile allograft meme kanser modeli oluşturulmuştur. BALB/c 

farelerde 4T1 hücrelerinin tümör oluşum ve gelişim aşamaları insan meme kanserini 

taklit ederek hayvan modeli sağlamaktadır. BALB/c farelerde 4T1 hücreleri ile primer 

tümör gelişiminin iki fazlı olduğu rapor edilmiştir (Tao ve ark., 2008). Primer tümör 

oluşumunun gerçekleştiği ilk faz, 2 hafta içerisinde gözlenmektedir. 3. ve 4. haftalarda 

gerçekleşen regresyon fazı, nekrozun artışı ve lenfosit infiltrasyonu dolayısıyla doğal 

ve adaptif immün cevap ile ilişkilendirilmiştir. 5. ve 6. haftadan itibaren ikinci büyüme 

fazına girilerek primer tümörün tekrar büyüme gösterdiği ve hatta akciğer, karaciğer, 

lenf düğümleri ve beyinde metastatik odakların geliştiği belirtilmiştir. Bu bilgilerden 

yola çıkarak meme kanseri immünitesini incelemek amacıyla geliştirdiğimiz hayvan 

modelinde kontrol (K), primer tümör (PT), remisyon (REM) ve relaps (REL) olarak 4 

grup bulunmaktadır. Mikrodizin deneylerinde kontrol grubu için toplam 10, primer 

tümör, remisyon ve relaps grupları için toplam 9 , validasyon çalışmaları için 13 adet 

Balb/c fare kullanılmıştır (Şekil 2.2.). 
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Şekil 2. 2. In vivo deney grupları ve kullanılan hayvan sayısı 

Kontrol grubu, sadece PBS/matrijel enjeksiyonu yapılan sağlıklı grubu temsil 

ederken, 4T1 enjekte edilmiş ve 2 hafta içerisinde tümör geliştirmiş fareler, primer 

tümör grubunu oluşturmaktadır. Remisyon grubu, primer tümörü oluşan ve 4 hafta 

içerisinde primer tümörü kaybolan gruptur. Meme kanseri hücrelerinin farelere 

enjeksiyonundan sonra 2 hafta içerisinde primer tümörü oluşmuş, takip eden 2 hafta 

içerisinde kaybolmuş ve 1. aydan sonra tekrar primer tümörün ortaya çıktığı fareler, 

relaps grubunu oluşturmaktadır. Tümör hücresi verilecek fare grupları, 1x106 

hücre/fare olacak şekilde 50 µL PBS içerisinde 1:1 oranında matrigel ile karıştırılarak 

sağ abdominal meme bezinin inguinal uçundan subkutan olarak 26 G uçlu enjektör ile 

enjekte edilmiştir (Şekil 2.3.). Bu yöntemin invazif yöntem olan ortotopik enjeksiyona 

kıyasla ameliyat kaynaklı yan etkileri ortadan kaldırarak aynı oranda tümör geliştirme 

başarısı sağladığı bildirilmiştir (Tavera-Mendoza ve Brown, 2017). Ayrıca sadece PBS 

ile enjeksiyona göre tümör hücrelerine mikroçevre sağlayan matrijel ile enjeksiyonun, 

daha yüksek etki gösterdiği rapor edilmiştir (Katsuta ve ark., 2016). 

 

Şekil 2. 3. Sağ abdominal meme bezi inguinal uçtan 4T1 TNBC hücrelerinin subkutan enjeksiyonu 

sonucu oluşan primer tümör taşıyan fare görseli 
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Fareler enjeksiyondan sonra sakrifiye edilene kadar kilo kaybı gibi genel sağlık 

kontrolleri için haftada en az iki kere kontrol edilmiş ve ağırlıkları ölçülmüştür. Tümör 

geliştiren farelerin tümör boyutları dijital kumbas ile haftada en az iki kere ölçülerek 

tümör hacimleri V = (L.(W)^2) / 2 formülü ile hesaplanmıştır. Çalışmaya minimum 

100 mm3 primer tümör oluşturan fareler dahil edilmiştir. Her grup için Şekil 2.4.’te 

belirtilen sürelerde CO2 inhalasyonu ile fareler sakrifiye edilerek sitotoksik T 

lenfositlerdeki değişimleri miRNA seviyesinde incelemek amacı ile sekonder lenfoid 

organ olan dalakları alınmış ve direkt CD8+ T hücre izolasyonu yapılmıştır. Aynı 

zamanda histopatolojik inceleme için tümör taşıyan farelerden tümör örnekleri %10 

formaldehit solüsyonu içerisine alınarak oda sıcaklığında (25°C) muhafaza edilmiştir. 

Hayvan çalışmalarına ait etik kurul belgesi Ek-1’de yer almaktadır. 

 

Şekil 2. 4. Deney gruplarının sonlandırılma süreleri 

2.2.3. Tümör Dokularının Histopatolojik İncelemesi 

Tümör dokularının patolojik incelemeleri Başkent Üniversitesi Patoloji 

Anabilim Dalı tarafından gerçekleştirilmiştir. %10 formaldehit içerisinde muhafaza 

edilen PT ve REL gruplarından alınan tümör dokuları ve REM grubundan primer 

tümörün gelişim gösterdiği ve kaybolduğu bölgeye ait dokular, öncelikle 

formaldehitten uzaklaştırılmak için Whatman kağıdına alınmıştır. Tümör dokuları 

doku takip sistemi ile fiksasyon, dehidrasyon, şeffaflaştırma ve parafin infiltrasyonu 

işlemlerine tabi tutulmuştur. Bu işlemlerden sonra tümör dokuları parafin bloklara 

gömülmüştür. Parafin bloklardan mikrotom aracılığıyla 5 mikronluk kesitler alınarak 

lam üzerinde kurutulmuştur. Kesitte bulunan parafin, ksilen ile uzaklaştırıldıktan sonra 
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hematoksilen-eozin boyaması yapılmış ve ışık mikroskobu altında histopatolojik tanı 

için incelenmiştir. 

2.2.4. Dalak Örneklerinden CD8+ T Lenfosit İzolasyonu 

CD8+ T lenfosit izolasyonu, manyetik hücre ayrım sistemi ile pozitif seçim 

antikoru fare CD8a microbead kullanılarak kit protokolüne göre uygulanmıştır. Her 

fare grubundan 1 mL soğuk PBS içerisine alınan fare dalakları, öncelikle 3 mL soğuk 

PBS içeren bir petri kabında enjektör pistonu ile parçalanarak 70 ve daha sonra 40 µm 

hücre filtresinden (cell strainer) geçirilmiş ve hücre süspansiyonu haline getirilmiştir. 

Hücre süspansiyonu, 400 g’de +4°C’de 10 dakika santrifüj edilmiştir. Supernatantın 

uzaklaştırılmasını takiben hücre peleti, her grup için belirlenen hücre sayısı göre her 

107 total hücre için 90 µL PBS Buffer (%0.5 BSA ve 2 mM EDTA içeren PBS) ile 

süspanse edilmiştir. Resüspanse edilen hücrelere her 107 total hücre için 10 µL CD8a 

microbeads antikoru eklenerek karıştırılmış ve +4°C’de 10 dakika inkübe edilmiştir. 

Manyetik platforma yerleştirilen LS kolon öncelikle 3 mL PBS Buffer ile aktive 

edildikten sonra hücre süspansiyonu LS kolona aktarılmıştır. Kolonda akış gösteren 

hücreler, bağlanma göstermeyen CD8- hücreler olup atılmıştır. Manyetik boncuklarla 

işaretli olan hücreler manyetik alan varlığında kolona bağlı kalmıştır. Spesifik 

olmayan bağlanmaları uzaklaştırmak amacıyla LS kolon 3 mL PBS Buffer ile 

yıkanmıştır. Daha sonra LS kolon manyetik alandan çıkarılarak 15 mL tüpe 

yerleştirilmiştir. LS kolon içerisine 5 mL PBS Buffer eklendikten sonra kolonun 

enjektörü ile hızlı bir şekilde basınç uygulanarak CD8+ T hücreler toplanmıştır. Elde 

edilen CD8+ T hücre süspansiyonu, 400 g’de +4°C’de 10 dakika santrifüj edilmiştir 

ve supernatant uzaklaştırılmıştır. CD8+ T hücre pelet örnekleri sonraki deneyler için -

80°C’de muhafaza edilmiştir. 

2.2.5. CD8+ T Lenfosit İzolasyonunun Flow Sitometri ile Doğrulanması 

İzole edilen CD8+ T hücrelerin saflığını belirlemek ve izolasyon aşamasının 

kontrolünü yapmak amacıyla 2.2.4’de bahsedildiği şekilde elde edilen kontrol ve 



39 

 

primer tümör grupları dalak örneklerinden elde edilen izolasyon öncesi total hücre 

peleti ve izolasyon sonrası CD8+ T hücre peleti, anti-CD45, anti-CD3, anti-CD4 ve 

anti-CD8 antikorlarını içeren antikor kokteyli (anti-CD3, anit-CD4 ve anti-CD8 için 

0,2 mg/mL, anti-CD45 için 0,5 mg/mL içeren PBS Buffer) ile +4°C’de yarım saat 

inkübe edildikten sonra flow sitometri ile popülasyon analizleri gerçekleştirilmiştir. 

Deney üç biyolojik tekrar ile gerçekleştirilip izolasyon öncesi ve izolasyon sonrası 

CD8+ T hücre popülasyonu belirlenmiştir. 

2.2.6. CD8+ T Lenfositlerden Total RNA İzolasyonu 

Total RNA izolasyonu Trizol yöntemi ile gerçekleştirilmiştir. -80°C’de pelet 

halinde saklanan CD8+ T hücreler çözdürülerek 500 µL Trizol eklenmiş ve hücrelerin 

patlatılması için ince uçlu enjektörden geçirilerek 1,5 mL tüplere aktarılmıştır. Trizol 

içerisindeki phenolü uzaklaştırmak amacıyla, başlangıçta konulan Trizol hacminin 1/5 

oranında kloroform eklenmiş ve tüpler iyice çalkalandıktan sonra oda sıcaklığında 2 

dakika inkübe edilmiştir. Tüpler 13.300 x RPM’de +4°C’de 15 dakika santrifüj 

edilmiştir.  Santrifüj sonrası total RNA’yı içeren üstteki berrak faz, yeni bir 1,5 mL 

tüpe aktarılarak suyu uzaklaştırmak için Trizol miktarının yarısı kadar izopropanol 

eklenmiştir. Oda sıcaklığında 10 dakika inkübe edildikten sonra tüpler 13.300 x 

RPM’de +4°C’de 15 dakika santrifüj edilmiş ve supernatantları uzaklaştırılmıştır. 

Trizol kaynaklı tuzları uzaklaştırmak ve yıkama işlemi için pelet üzerine Trizol miktarı 

kadar, taze hazırlanmış %70’lik ethanol eklenmiş ve 10.000 x RPM’de +4°C’de 5 

dakika santrifüj edilerek supertanant aspire edilmiştir. Yıkama işlemi aynı şekilde bir 

kez daha tekrarlanmıştır. Pelet üzerine 20 µL nükleaz içermeyen su eklendikten sonra 

buz üzerine alınmıştır. Saflık ve konsantrasyon ölçümlerini takiben örnekler %1’lik 

agaroz jel elektroforezinde yürütülmüş ve görüntüleme sonrası RNA bütünlüğü 

açısından değerlendirilmiştir. RNA örnekleri -80°C’de muhafaza edilmiştir. 

Çalışmada kullanılan örneklere ait RNA jel görüntüleri Ek-2’de yer almaktadır. 
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2.2.7. miRNA Mikrodizin Deneyi 

Mikrodizin deneyleri her örnek için 500 ng total RNA örneği ile K, PT, REM ve 

REL grupları için her gruptan 3 biyolojik tekrar olacak şekilde gerçekleştirilmiştir. 

Mikrodizin deney süreci Şekil 2.5.’te belirtilen kit protokollerine göre uygulanmıştır. 

 

Şekil 2. 5. Mikrodizin deneyinin genel şematik özeti (https://www.thermofisher.com) 

2.2.7.1. Hedef miRNA Hazırlığı 

Her RNA örneği için son hacim 8 µL olacak şekilde 500 ng total RNA örnekleri 

hazırlanmıştır. Daha sonra örnek tüplerine 2 μL RNA Spike Control Oligos 
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eklenmiştir. miRNA moleküllerinin PolyA kuyruğunun uzatılması amacıyla RNA 

örnekleri, Çizelge 2.1.’e göre hazırlanan 5 μL PolyA Tailing Master Mix ile muamale 

edilmiş ve 37°C’de 15 dakika inkübe edilmiştir. Daha sonra RNA örneklerini Biotin 

ile etiketlemek için 4 μL FlashTag Biotin HSR Ligation Mix ve 2 μL T4 DNA Ligase 

ile muamale ederek oda sıcaklığında 30 dakika inkübe edilmiştir. İnkübasyondan sonra 

her örnek tüpüne 2,5 μL HSR Stop Solution eklenerek reaksiyon durdurulmuş ve buz 

üzerine alınmıştır. 

Çizelge 2. 1. Poly(A) kuyruk karışımı 

Reaktifler Hacimler 

ATP Karışımı 

(1:500 1 mM Tris ile dilue edilmiş) 
1 µL 

PAP Enzimi 1 µL 

10X Reaksiyon Buffer 1,5 µL 

25 mM MnCl2 1,5 µL 

Toplam Hacim 5 µL 

2.2.7.2. Hibridizasyon Aşaması 

Öncelikle 20X Eukaryotic Hybridization Controls, her örnek için 6,6 µL olacak 

şekilde 65°C’de 5 dakika inkübe edilmiştir. Daha sonra Biotin ile etiketlenmiş 23,5 μL 

RNA örnekleri, miRNA probları içeren mikrodizinlerle hybridizasyon için Çizelge 

2.2.’de belirtilen hacimlerde hazırlanan hibridizasyon karışımı ile muamale edilmiştir. 

Hibridizasyon kokteyli, 99°C’de 5 dakika ve 45°C’de 5 dakika inkübe edilmiştir. Her 

örneğin hibridizasyon kokteylinden 130 μL çekilerek çip üzerinde bulunan septa 

deliklerinden birine her örnek bir çipe olacak şekilde yüklenmiştir. Örnek 

yüklemesinden sonra septalar kapatılarak çipler hibridizasyon fırınına yerleştirilmiştir. 

Hibridizasyon fırınında 48°C’de 60 RPM’de 17 saat inkübe edilmiştir. 
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Çizelge 2. 2. Hybridizasyon karışım komponentleri 

Reaktifler Hacimler 

2X Hybridization Mix 66 µL 

%27,5 Formamide 19,2 µL 

DMSO 12,8 µL 

20X Hybridization Controls 6,6 µL 

Control Oligo B2, 3nM 2,2 µL 

Nükleaz İçermeyen Su 3,7 µL 

Toplam Hacim 110,5 µL 

2.2.7.3. Mikrodizinlerin Yıkama, Boyama ve Tarama Aşamaları 

İnkübasyondan sonra çipler hibridizasyon fırınından alınarak hibridizasyon 

kokteyli, septa aracılığıyla çipten çekilmiştir. miRNA 4.0 mikrodizinlerine uygun 

protokol ile yıkama ve boyama işlemleri yıkama istasyonunda gerçekleştirilmiştir. 

Daha sonra çiplerin tarayıcı ile görüntüleri alınmıştır. Tarama sonucu oluşan .DAT 

uzantılı dosya, analiz için .CEL uzantılı sayısal değerleri içeren formata 

dönüştürülmüştür. Hibridizasyon aşamasında çiplerde problem olup olmadığı, 

hibridizasyon aşamasında karışıma eklenen kontroller ile tespit edilmiştir. Kontrol 

aşaması, AGCC 4.0 (Affymetrix® GeneChip Command & Console Software) yazılımı 

ile tarama sonucu oluşan .DAT uzantılı dosyalar üzerinden yapılmıştır. Şekil 2.6.’da 

görülebileceği gibi gridli görüntü ve çip isminin görüntüde bulunuyor olması 

hibridizasyon, yıkama, boyama ve tarama prosedürlerinin başarılı olduğunu 

göstermektedir. 
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Şekil 2. 6. REL gruptan bir örnek için miRNA 4.0. çipinin .DAT uzantılı dosya görüntüsü 

Kontrol aşamalarından bir diğeri .CEL uzantılı sayısal verileri içeren dosyadan 

hibridizasyon yüzdelerinin (%P) incelenmesidir. Affymetrix® Expression Console 

(v1.4.0) programına yüklenen .CEL dosyalarından alınan bu değerlerin, %18 ve 

üzerinde olması hibridizasyonun başarılı olduğunu belirtmektedir. Tüm çipler %P 

değeri açısından kontrol edilmiştir. Mikrodizin %P değerleri Ek-3’te yer almaktadır. 

2.2.8. miRNA Mikrodizin Veri Analizi 

Mikrodizin veri analizinde ilk aşama olan normalizasyon, Affymetrix® 

Expression Console (v1.4.0) programı ile .CEL uzantılı dosyalar üzerinden 

gerçekleştirilmiştir. Teknik hatalardan kaynaklanan farklılıkları elimine etmek için 

arka plan düzeltmesi, quantile normalizasyon ve verinin logaritma 2 tabanına 
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dönüştürülmesini sağlayan RMA (Robust Multiarray Average) ve DABG (Detection 

Above BackGround) metotları ile mikrodizin miRNA ifade verisi normalize 

edilmiştir. Normalize edilmiş veriler, Expression Console programından .TXT 

formatında alınmıştır ve gruplar arası ifade farklılıkları ve istatistiksel analizler için 

Microsoft Excel eklentisi olan BRB-Array Tools (V.4.6.1) programına yüklenmiştir 

(Simon ve ark., 2007). İstatistiksel analizlere geçmeden önce miRNA 4.0 çiplerinde 

bulunan 203 organizmaya ait problardan sadece fareye (mmu) ait problar 

filtrelenmiştir. BRB-Array Tools programı ile 3’er örnekten oluşan K, PT, REM ve 

REL olarak 4 grubu içeren totalde 12 mikrodizin verisi, gruplar arası ifade farklılığı 

gösteren miRNA’ları belirlemek için sınıf karşılaştırması (Class Comparison) ile 

kıyaslanarak 1,25 kat ve üzeri değişim gösteren ve istatistiksel olarak anlamlı olan (t-

test; p<0,05) miRNA’lar belirlenmiştir. Belirlenen miRNA’lar için Average linkage 

metotu ile kümeleme analizi BRB-Array Tools programı içerisindeki Cluster 3.0 ile 

gerçekleştirilmiştir. Gruplar arası ortak miRNA’ların kesiştirilmesi, Venny 2.1 

aracılığıyla yapılmıştır (Oliveros, 2007-2015). 

2.2.9. Mikrodizin Analizi Sonucunda İfade Farklılığı Gösteren 

miRNA’ların Doğrulanması 

Mikrodizin veri analizi sonucunda gruplar arasında anlamlı ifade değişimi 

gösteren miRNA’ların bağımsız bir yöntem olan eş zamanlı PZR ile validasyonu 

gerçekleştirilmiştir. Mikrodizin deneylerinin gerçekleştirildiği total RNA 

örneklerinden öncelikle miRNA’lar için tamamlayıcı DNA (cDNA) sentezi yapılmış 

sonrasında sentezlenen cDNA’ler kullanılarak eş zamanlı PZR ile ifade değişimleri 

saptanmıştır. 

2.2.9.1. miRNA cDNA Sentezi 

miRNA’lar için cDNA sentezi, miScript II RT Kit ile kit protokolüne göre 

gerçekleştirilmiştir. İlk aşama, 3' uçlarında poly(A) kuyruğu bulunmayan olgun 

miRNA’lara, sentez için primer dizisi sağlayan universal tag’i içeren kuyruğun 
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eklenmesidir. Daha sonra üreticinin sağladığı universal tag’e spesifik primer ile cDNA 

sentezi, Çizelge 2.3.’te belirtilen hacimlerle gerçekleştirilmiştir. Hazırlanan örnekler 

37°C’de 60 dakika ve 95°C’de 5 dakika inkübe edildikten sonra eş zamanlı PZR 

deneyi için her örnek 5 ng/µL olacak şekilde sulandırılmış ve -20°C’de muhafaza 

edilmiştir. 

Çizelge 2. 3. miRNA cDNA Sentez Komponentleri 

Reaktifler Hacimler 

5X miScript HiSpec Buffer 4 µL 

10X miScript Nucleics Mix 2 µL 

miScript Reverse Transcriptase Mix 2 µL 

Total RNA (250 ng) değişken 

Nükleaz İçermeyen Su değişken 

Toplam Hacim 20 µL 

2.2.9.2. miRNA’lara Spesifik İleri Primer Tasarımı 

Eş zamanlı PZR reaksiyonu için gerekli geri primer, eş zamanlı PZR kiti 

içerisinden universal tag’e spesifik olarak çıkarken, miRNA’lara özgü ileri primerlerin 

tasarımı miRNA’ların kısa uzunlukları nedeniyle klasik mRNA primer tasarımından 

farklı stratejileri gerektirmektedir. miRNA’lar için ileri primer tasarımı, (Timotijević 

ve ark., 2015) tarafından belirtilen yönteme göre “miRNA Primer Design Tool” 

kullanılarak dizayn edilmiştir (Maulik ve Piyush, 2017). Bu yöntemde, miRNA 

dizisinin 3' ucundan 6 nükleotid çıkararak, 5' ucuna erime sıcaklığı ve primer 

uzunluğunu ayarlamak için rastgele 3-5 nükleotid dizisi eklemektedir. Bu yönteme 

göre dizayn edilen miRNA ileri primer dizileri Çizelge 2.4.’te belirtilmektedir. 
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Çizelge 2. 4. Çalışmada kullanılan miRNA ileri primer listesi 

mİRNA Adı Primer Dizisi (5' → 3') 

mmu-miR-15a-5p GGGTAGCAGCACATAATGG 

mmu-miR-93-3p GTTACTGCTGAGCTAGCAC 

mmu-miR-3470b GTGGTCACTCTGTAGACCA 

mmu-miR-18a-5p GGTAAGGTGCATCTAGTGC 

mmu-miR-151-5p GTTTTCGAGGAGCTCACAG 

mmu-miR-6980-5p TTTTTGTGGGGGGGGAGG 

mmu-miR-19b-3p GTTTGTGTGCAAATCCATGCAA 

mmu-miR-5100 GTTTTCGAATCCCAGCGGT 

mmu-miR-16-5p GTTTGGTAGCAGCACGTAAATA 

mmu-miR-25-3p GTGCATTGCACTTGTCTCG 

mmu-let-7a-5p GGGTGAGGTAGTAGGTTGT 

mmu-miR-30e-5p GTTTGGTGTAAACATCCTTGAC 

mmu-miR-93-5p GTCAAAGTGCTGTTCGTGC 

mmu-miR-30b-3p GTGCTGGGATGTGGATGTT 

miR-30a-5p Qiagen, MS00007359 

miR-222-3p Qiagen, MS00007609 

2.2.9.3. miRNA’ların Eş Zamanlı PZR ile İfade Analizi 

Eş zamanlı PZR deneyleri miScript SYBR Green PCR Kit ile kit protokolüne 

uygun şekilde Çizelge 2.5.’te belirtilen reaktifler ve reaksiyon koşuluna göre 

gerçekleştirilmiştir. İfade analizinde referans gen yerine analizi yapılacak tüm 

miRNA’ların Ct değerlerinin geometrik ortalaması alınarak ortalama değerler ile 

normalizasyonları yapılmıştır (Mestdagh ve ark., 2009). Eş zamanlı PZR analiz 

yöntemi olarak 2(−ΔΔCT) yaklaşım metodu kullanılmıştır (Livak ve Schmittgen, 2001). 

Eş zamanlı PZR deneyi üç biyolojik ve iki teknik tekrar ile gerçekleştirilmiş olup iki 
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grup arasındaki istatistiksel anlamlılık düzeyi Student’s t-test ile belirlenmiştir ve 

p<0,05 olan değerler istatistiksel olarak anlamlı kabul edilmiştir. 

Çizelge 2. 5. miRNA eş zamanlı PZR komponentleri ve reaksiyon koşulları 

Reaktifler Hacimler Reaksiyon 

2X SYBR Green PCR Mix 5 µL 
Başlangıç 

Aktivasyonu 
95°C 15 dakika 1 döngü 

10X miScript Universal Primer 1 µL 

100 µM miRNA-Spesifik İleri 

Primer 
1 µL Denatürasyon 94°C 15 saniye 

40 döngü 
cDNA (5 ng/µL) 1 µL Bağlanma 55°C 30 saniye 

Nükleaz İçermeyen Su 2 µL 

Uzama 70°C 30 saniye 

Toplam Hacim 10 µL 

2.2.10. miRNA Hedef Genlerinin Biyoinformatik Olarak Belirlenmesi 

miRNA hedef genlerinin biyoinformatik olarak belirlenmesinde miRWalk 3.0 

(Sticht ve ark., 2018) veritabanı kullanılarak 3’UTR pozisyonunda bağlanma gösteren 

hedefler listelenmiştir. Hedef gen listelerinde özellikle CD8 T hücre ile ilişkili genleri 

zenginleştirmek için NCBI Gene (Brown ve ark., 2015) veritabanı aracılığıyla Mus 

musculus organizmasında CD8 T hücre ile ilişkilendirilmiş genler indirilerek miRNA 

hedef gen listeleri ile kesiştirilip ortak olan genler belirlenmiştir. Ortak hedef genlerin 

tespiti Venny 2.1 ile yapılmıştır. 

2.2.11. miRNA Hedef Genlerinin Yer Aldığı Yolakların Biyoinformatik 

Olarak Belirlenmesi 

Yolak zenginleştirme analizi, WebGestalt (WEB-based GEne SeT AnaLysis 

Toolkit) (Liao ve ark., 2019) arayüzü aracılığıyla KEGG Pathway (Kyoto 

Encyclopedia of Genes and Genomes) (Kanehisa ve Goto, 2000) veritabanında 

miRNA hedef gen listeleri üzerinden gerçekleştirilmiştir. 
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2.2.12. Biyoinformatik Analiz Sonucunda Belirlenen Hedef Genlerin 

Doğrulanması 

Hedef gen ve yolak analizleri sonucunda immün sistem ile ilişkili yolaklar ve 

araştırılan miRNA’ların hedefi olarak belirlenen genlerin eş zamanlı PZR ile 

doğrulamaları yapılmıştır. Mikrodizin deneylerinde kullanılan total RNA 

örneklerinden öncelikle mRNA molekülleri için cDNA sentezlenmiş ve ifade 

değişimlerini saptamak amacıyla sentezlenen cDNA’ler kullanılarak eş zamanlı PZR 

ile analizleri gerçekleştirilmiştir. 

2.2.12.1. mRNA cDNA Sentezi 

Total RNA örnekleri ile gerçekleştirilen cDNA sentezi için Transcriptor HF 

cDNA Synthesis Kit kullanılmış olup, kit protokolü uygulanmıştır. Sentez için Çizelge 

2.6.’da belirtilen bileşenler kullanılarak öncelikle 250 ng total RNA örneği ile 

Anchored-oligo(dT) primer 65°C’de 10 dakika denatüre edilmiştir. Daha sonra diğer 

komponentler eklenerek 55°C’de 30 dakika ve 85°C’de 5 dakika inkübasyon ile sentez 

işlemi gerçekleştirilmiştir. Her örnek eş zamanlı PZR deneyi için 10 ng/µL olacak 

şekilde sulandırılmış ve -20°C’de muhafaza edilmiştir. 

Çizelge 2. 6. mRNA cDNA sentez komponentleri 

Reaktifler Hacimler 

5X Reaksiyon Buffer 4 µL 

RNase Inhibitor (40 U/mL) 0,5 µL 

dNTP Karışımı (10 mM) 2 µL 

DTT 1 µL 

Reverse Transcriptase 1,1 µL 

Anchored-oligo(dT)18 Primer (50 pmol/mL) 1 µL 

Total RNA (250 ng) değişken 

Nükleaz İçermeyen Su değişken 

Toplam Hacim 20 µL 
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2.2.12.2. Hedef mRNA Spesifik Primer Tasarımı 

Hedef genler ve referans genler için uygun primerler, Primer-Blast programı ile 

tasarlanmıştır (Ye ve ark., 2012). Primer tasarımında spesifikliğin yanı sıra gen 

dizisinin izin verdiği ölçüde özellikle ileri ve geri primerlerin erime sıcaklıkları 

arasında maksimum 1°C fark olmasına, en az 1000 bp uzunluğunda intron dizisi 

içermesine ve ekson-ekson bağlantısında olmasına dikkat edilmiştir. Çalışmada 

kullanılan ileri ve geri primerler Çizelge 2.7.’de listelenmiştir. 

Çizelge 2. 7. Çalışmada kullanılan referans ve miRNA hedef gen primer listesi 

Primer Adı Primer Dizisi (5' → 3') 

GAPDH_F TGTGTCCGTCGTGGATCTGA 

GAPDH_R TTGCTGTTGAAGTCGCAGGAG 

B2M_F CTGTATGCTATCCAGAAAACCCCT 

B2M_R TTCAATGTGAGGCGGGTGG 

BCL-XL_F GTGGAAAGCGTAGACAAGGAGA 

BCL-XL_R TGCATTGTTCCCGTAGAGATCC 

BCL-2_F AACATCGCCCTGTGGATGAC 

BCL-2_R TGCACCCAGAGTGATGCAG 

BAX_F AATATGGAGCTGCAGAGGATGATT 

BAX_R TGATCAGCTCGGGCACTTTAG 

BAK_F GAGCAGAGTCATTCAGGTGACA 

BAK_R TGTTCCTGCTGGTGGAGGTA 

2.2.12.3. Hedef Genlerin Eş Zamanlı PZR ile İfade Analizi 

Hedef genlerin ifade analizi için eş zamanlı PZR deneyi FastStart DNA Green 

Master Kit ile Çizelge 2.8.’de belirtilen reaktifler ve reaksiyon koşuluna göre 

gerçekleştirilmiştir. Referans gen olarak GAPDH ve B2M genleri kullanılmış ve her 

iki referans genin Ct değerlerinin geometrik ortalaması alınarak 2(−ΔΔCT) metodu ile 
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hedef genlerin ifadeleri analiz edilmiştir. Örnekler %2’lik agaroz jel elektroforezinde 

yürütülerek kontrolleri yapılmıştır. Eş zamanlı PZR deneyi üç biyolojik ve iki teknik 

tekrar ile gerçekleştirilmiş olup iki grup arasındaki istatistiksel anlamlılık düzeyi 

Student’s t-test ile belirlenmiştir. İstatistiksel olarak anlamlılık derecesi p<0,05 kabul 

edilmiştir. 

Çizelge 2. 8. Hedef gen eş zamanlı PZR komponentleri ve reaksiyon koşulları 

Reaktifler Hacimler Reaksiyon 

SYBR Green Master Mix 5 µL 

Ön İnkübasyon 95°C 10 dakika 1 döngü 

10 µM İleri Primer 0,4 µL 

10 µM Geri Primer 0,4 µL Denatürasyon 95°C 10 saniye 

40 döngü 

cDNA (10 ng/µL) 1 µL Bağlanma 
56°C - 60°C  

10 saniye 

Nükleaz İçermeyen Su 3,2 µL 

Uzama 72°C 10 saniye 

Toplam Hacim 10 µL 

2.2.13. Apoptoz Deneyi 

CD8+ T hücrelerin K, PT ve REM gruplarındaki hücre ölüm süreçlerini 

incelemek için 2.2.4.’te bahsedildiği şekilde elde edilen fare dalaklarından izole 

edilmiş CD8+ T hücre peleti, 1x106 hücre/mL olacak şekilde 1X Annexin-V Binding 

Buffer (10 mM Hepes/NaOH; pH: 7,4; 140 mM NaCl, 2,5 mM CaCl2) ile süspanse 

edilmiştir.  Süspanse edilen örneklerden 100 µL alınarak üzerine 5 µL FITC-Annexin-

V ve 5 µL PE-Propidyum Iyodür (PI) eklenmiş ve 15 dakika oda sıcaklığında ve 

karanlıkta inkübe edilmiştir. Okuma öncesi örneklere 400 μl 1X Annexin-V Binding 

Buffer eklenerek analizleri flow sitometri cihazı ile gerçekleştirilmiştir. Apoptoz 

deneyi en az iki biyolojik tekrar ile gerçekleştirilmiştir. Student’s t-test ile istatistiksel 

anlamlılık seviyesi belirlenmiş ve p<0,05 olarak kabul edilmiştir.  
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3. BULGULAR 

3.1. Hayvan Modeli Gruplarına Ait Bulgular 

4T1 hücreleri ile immün-kompetan dişi Balb/c farelerde PR, REM ve REL 

gruplarının oluşturulması tümör boyutları ölçülerek tümörün oluşumu, gerilemesi ve 

tekrar ortaya çıkması ile belirlenmiştir. Şekil 3.1.’de belirtilen grafiklerde 

görülebileceği gibi PT grup, 2 hafta içerisinde tümör geliştirmiştir. REM grubunda 2 

hafta içerisinde gelişen primer tümör 4. haftanın sonunda kaybolmuştur. REL 

grubunda ise 2 hafta içerisinde gelişen primer tümör 3. – 4. haftada kaybolmuş ve 5. 

haftadan itibaren primer tümör tekrar büyüme göstererek nüks etmiştir. 

 

Şekil 3. 1. PT, REM ve REL gruplarının tümör büyüme grafikleri 

Tüm deney gruplarından Şekil 2.4’te belirtilen sonlandırılma sürelerine göre 

alınan dalak örneklerinin boyutları, tümör taşıyan ve taşımayan gruplar arasında 

farklılık göstermiştir (Şekil 3.2.). 
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Şekil 3. 2. Deney gruplarına ait dalak örneklerinin boyutlarını belirten görseller 

Şekil 3.3.’te görülebileceği gibi dalak ağırlıkları K grubuna göre PT ve REL 

gruplarında anlamlı artış gösterirken, REM grubunda anlamlı fark gözlemlenmemiştir. 

 

Şekil 3. 3. Deney gruplarının dalak ağırlık verileri ile oluşturulmuş sütun grafiği (t-test, *p<0,05) 

Tümör taşıyan gruplardan alınan dalak örneklerinin, kontrol grubuna kıyasla 

hacimlerinde artış saptanmış olup, REM grubunda kontrol grubuna göre değişim 

gözlenmemiştir (Şekil 3.4.). 
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Şekil 3. 4. Deney gruplarının dalak örneklerinin uzunluk, genişlik ve yükseklik değerleri ile 

oluşturulmuş sütun grafiği (t-test, *p<0,05) 

3.2. Tümör Dokuların Histopatolojik İncelemesi 

PT grubundan alınan tümör dokularının patoloji incelemeleri sonucunda bazal 

benzeri meme kanseri tanısı konulmuş olup tümör dokusunda nektorik bölgeler tespit 

edilmiştir (Şekil 3.5.). 



54 

 

 

Şekil 3. 5. Primer tümör grubuna ait tümör dokularının histopatolojik mikroskop görüntüleri 

Tümör dokusunun kaybolduğu remisyon grubunda primer tümörün geliştiği 

bölgeden alınan dokular patolojik açıdan incelenmiştir. Patoloji tanısında az sayıda 

bazal benzeri meme kanseri hücresi varlığı ve çoğunlukla kas hücresi varlığı 

saptanmıştır (Şekil 3.6.). REM grubunda tümör dokularının kaybolduğu 

doğrulanmıştır. 
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Şekil 3. 6. Remisyon grubuna ait dokuların histopatolojik mikroskop görüntüleri 

REL grubundan alınan tümör dokularının patoloji tanısı, bazal benzeri meme 

kanseri olarak saptanmıştır. Tümör hücreleri yanı sıra doku içerisinde nekrotik 

alanların varlığı tespit edilmiştir. Aynı zamanda özellikle tümör dokusunun dış 

bölgesinde inflamatuvar hücrelerin varlığı belirlenmiştir (Şekil 3.7.). 



56 

 

 

Şekil 3. 7. Relaps grubuna ait tümör dokularının histopatolojik mikroskop görüntüleri 

3.3. CD8+ T Hücre İzolasyonunun Doğrulanması 

Manyetik ayrım yöntemi ile CD8+ T hücre izolasyonunun başarılı bir şekilde 

uygulandığını doğrulamak için üç biyolojik tekrar ile izolasyon öncesi ve sonrası hücre 

süspansiyon örnekleri, T hücre soyunu temsil eden CD45+ (lökosit belirteci), CD3+ 

(T hücre belirteci), CD8+ (sitotoksik T hücre belirteci) ve CD4+ (yardımcı T hücre 

belirteci) ifadeleri açısından flow sitometri ile analiz edilmiştir (Şekil 3.8.). 



57 

 

 

Şekil 3. 8. MACS yöntemi ile CD8 pozitif seleksiyon öncesi ve sonrası CD8+ T hücrelerin saflıklarını 

gösteren saçılım grafikleri 
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CD45+ CD3+ total hücre popülasyonunda CD8+ hücre oranı, izolasyon öncesi 

örneklerde yaklaşık %30’ken, izolasyon sonrasında %96,5 olarak saptanmıştır (Şekil 

3.9.). İzolasyon öncesine göre izolasyon sonrasında artan CD8+ T hücrelerin yüzdesi, 

izolasyon başarısını ve elde edilen CD8+ T hücrelerin saflığını belirtmektedir. 

   

Şekil 3. 9. MACS yöntemi ile CD8 pozitif seleksiyon öncesi ve sonrası CD8+ T hücrelerin saflıklarını 

gösteren sütun grafiği 

3.4. RNA İzolasyonuna Ait Bulgular 

K, PT, REM ve REL gruplarına ait CD8+ T hücrelerden izole edilen total RNA 

örneklerine ait konsantrasyon ve saflık değerleri Çizelge 3.1.’de yer almaktadır. 

Çalışmada kullanılan tüm RNA örneklerinin 260/280 oranı 1.8 - 2.1 arasındadır. 
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Çizelge 3. 1. Mikrodizin ve validasyon deneylerinde kullanılan total RNA örneklerine ait konsantrasyon 

ve saflık değerleri 

Örnek Adı Konsantrasyon (ng/µL) A260/A280 

K-1 146,40 1.92 

K-2 210,80 1.90 

K-3 155,80 1.97 

PT-1 213,30 1.98 

PT-2 111,00 1.93 

PT-3 184,90 1.96 

REM-1 126,90 1.84 

REM-2 77,10 1.84 

REM-3 65,30 1.80 

REL-1 992,10 2.07 

REL-2 537,10 2.03 

REL-3 912,50 2.08 

3.5. Mikrodizin Analizi Sonucu Elde Edilen Bulgular 

3.5.1. Gruplar Arasında Anlamlı Farklılık Gösteren miRNA’lar 

K, PT, REM ve REL grupları arasında 1,25 ve üzeri anlamlı (p<0,05) kat 

değişimi gösteren miRNA’ların belirlenmesi, BRB-Array Tools programı ile sınıf 

karşılaştırması (Class Comparison, paired t-test) analizi uygulanarak 

gerçekleştirilmiştir. Primer tümör oluşumu boyunca rol oynayan miRNA’ları 

belirlemek için karşılaştırılan PT ve K grupları arasında 41 miRNA’nın anlamlı ifade 

değişimi gösterdiği bulunmuştur (Çizelge 3.2.). Bu miRNA’lardan 39’unda ifade artışı 

saptanırken, sadece 2 miRNA’nın ifadesi azalmıştır. 
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Çizelge 3. 2. Sağlıklı kontrol ve primer tümör grupları arasında 1,25 kat ve üzeri anlamlı ifade değişimi 

gösteren miRNA’lar 

miRNA Kat Değişim (PT/K) p-değeri miRNA 
Kat Değişim 

(PT/K) 
p-değeri 

mmu-miR-18a-5p 23,45 0,0101 mmu-miR-17-3p 2,76 0,0250 

mmu-miR-451a 16,2 0,0105 mmu-miR-17-5p 2,74 0,0115 

mmu-miR-3068-3p 12,68 0,0062 mmu-miR-152-3p 2,58 0,0454 

mmu-miR-15a-5p 11,93 0,0146 mmu-miR-16-5p 2,54 0,0042 

mmu-miR-30e-5p 6,63 0,0004 mmu-miR-29a-3p 2,26 0,0084 

mmu-miR-221-3p 6,62 0,0264 mmu-miR-93-5p 2,23 0,0004 

mmu-miR-194-5p 6,31 0,0319 mmu-let-7i-5p 2 0,0361 

mmu-miR-126a-3p 6,12 0,0342 mmu-miR-22-3p 1,99 0,0228 

mmu-miR-30a-5p 5,1 0,0246 mmu-miR-362-5p 1,9 0,0098 

mmu-miR-222-3p 4,66 0,0042 mmu-miR-30b-3p 1,76 0,0001 

mmu-miR-27a-3p 4,32 0,0069 mmu-miR-7085-5p 1,64 0,0476 

mmu-miR-467a-5p 4,32 0,0325 mmu-miR-150-5p 1,63 0,0288 

mmu-miR-187-3p 3,8 0,0016 mmu-miR-26a-5p 1,6 0,0427 

mmu-miR-20a-5p 3,54 0,0065 mmu-miR-3470b 1,39 0,0041 

mmu-miR-1198-5p 3,54 0,0284 mmu-miR-700-3p 1,34 0,0485 

mmu-miR-690 3,33 0,0032 mmu-miR-7079-5p 1,33 0,0203 

mmu-miR-6937-5p 2,97 0,0444 mmu-miR-1839-3p 1,3 0,0010 

mmu-miR-24-2-5p 2,86 0,0326 mmu-miR-103-3p 1,3 0,0229 

mmu-miR-93-3p 2,82 0,0269 mmu-miR-146a-5p 0,5 0,0172 

mmu-miR-669a-5p 2,78 0,0274 mmu-miR-151-5p 0,47 0,0023 

mmu-miR-669p-5p 2,78 0,0274    

Oluşan primer tümörün gerilemesinde rol oynayan miRNA’ları saptamak için 

PT ve REM grupları arasında ifade farklılığı gösteren miRNA’lar kıyaslanmış ve 75 

miRNA’nın 1,25 kat ve üzeri anlamlı ifade değişimi gösterdiği bulunmuştur (Çizelge 

3.3.). Bu miRNA’lardan 18’i, PT grubuna göre REM grubunda ifade artışı gösterirken 

çoğunluğunun ifadesinin azaldığı gözlemlenmiştir. 
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Çizelge 3. 3. Primer tümör ve remisyon grupları arasında 1,25 kat ve üzeri anlamlı ifade değişimi 

gösteren miRNA’lar 

miRNA 
Kat Değişim 

(REM/PT) 
p-değeri miRNA 

Kat Değişim 

(REM/PT) 
p-değeri 

mmu-miR-6980-5p 8,84 0,0471 mmu-miR-200c-3p 0,28 0,0031 

mmu-miR-7030-5p 4,04 0,0358 mmu-miR-378a-5p 0,28 0,0297 

mmu-miR-7118-5p 3,86 0,0452 mmu-miR-187-3p 0,27 0,0017 

mmu-miR-6931-5p 3,63 0,0290 mmu-miR-17-5p 0,25 0,0026 

mmu-miR-6968-5p 2,8 0,0319 mmu-miR-1198-5p 0,23 0,0022 

mmu-miR-8110 2,8 0,0423 mmu-miR-20a-5p 0,23 0,0050 

mmu-miR-6909-5p 2,78 0,0284 mmu-miR-3084-3p 0,23 0,0073 

mmu-miR-3547-5p 2,53 0,0330 mmu-miR-106b-5p 0,22 0,0072 

mmu-miR-211-3p 2,4 0,0412 mmu-miR-17-3p 0,22 0,0360 

mmu-miR-3473e 2,34 0,0182 mmu-miR-28a-5p 0,2 0,0061 

mmu-miR-3473b 2,29 0,0308 mmu-miR-5100 0,19 0,0276 

mmu-miR-762 2,15 0,0121 mmu-miR-30e-5p 0,17 0,0014 

mmu-miR-3960 1,62 0,0227 mmu-miR-138-5p 0,17 0,0464 

mmu-miR-3104-5p 1,54 0,0310 mmu-let-7g-5p 0,17 0,0473 

mmu-miR-328-5p 1,54 0,0319 mmu-miR-30a-5p 0,16 0,0087 

mmu-miR-5126 1,47 0,0475 mmu-miR-423-3p 0,15 0,0147 

mmu-miR-3091-5p 1,37 0,0369 mmu-miR-181b-5p 0,13 0,0013 

mmu-miR-7005-5p 1,28 0,0142 mmu-miR-139-5p 0,13 0,0138 

mmu-miR-1839-3p 0,79 0,0031 mmu-miR-222-3p 0,12 0,0186 

mmu-miR-3470b 0,75 0,0023 mmu-miR-194-5p 0,11 0,0022 

mmu-miR-181a-5p 0,66 0,0230 mmu-miR-30c-5p 0,11 0,0158 

mmu-miR-191-5p 0,65 0,0454 mmu-miR-106a-5p 0,1 0,0150 

mmu-miR-30b-3p 0,61 0,0008 mmu-miR-27a-3p 0,098 0,0086 

mmu-mir-181a-2 0,61 0,0137 mmu-miR-99b-5p 0,096 0,0105 

mmu-miR-362-5p 0,52 0,0046 mmu-miR-25-3p 0,091 0,0117 

mmu-miR-26a-5p 0,51 0,0315 mmu-miR-130b-3p 0,087 0,0037 

mmu-mir-361 0,48 0,0358 mmu-miR-20b-5p 0,085 0,0030 

mmu-miR-16-5p 0,42 0,0015 mmu-miR-27b-3p 0,076 0,0122 

mmu-miR-93-5p 0,38 0,0037 mmu-let-7e-5p 0,071 0,0464 

mmu-miR-425-5p 0,37 0,0136 mmu-miR-15a-5p 0,067 0,0031 

mmu-miR-152-3p 0,36 0,0313 mmu-miR-451a 0,065 0,0117 

mmu-miR-669a-5p 0,34 0,0260 mmu-miR-221-3p 0,064 0,0159 

mmu-miR-669p-5p 0,34 0,0260 mmu-miR-30b-5p 0,061 0,0110 

mmu-miR-24-2-5p 0,33 0,0147 mmu-miR-18a-5p 0,054 0,0068 

mmu-miR-93-3p 0,33 0,0186 mmu-miR-126a-3p 0,047 0,0141 

mmu-miR-532-5p 0,32 0,0477 mmu-miR-143-3p 0,038 0,0233 

mmu-miR-15b-5p 0,31 0,0442 mmu-miR-19b-3p 0,036 0,0019 

mmu-miR-361-5p 0,29 0,0063    

Tümör gerilemesi sonrası primer tümörün nüks etmesinde rol oynayan 

miRNA’ların belirlenmesi için REM ve REL grupları arasında ifade farklılığı gösteren 

miRNA’lar kıyaslanmış ve 78 miRNA’nın 1,25 kat ve üzeri anlamlı ifade değişimi 



62 

 

gösterdiği bulunmuştur (Çizelge 3.4.). 30 miRNA, REL grubunda REM grubuna göre 

ifade düşüşü gösterirken, 48 miRNA’nın ifadesi artmıştır. 

Çizelge 3. 4. Relaps ve remisyon grupları arasında 1,25 kat ve üzeri anlamlı ifade değişimi gösteren 

miRNA’lar 

miRNA 
Kat Değişim 

(REL/REM) 
p-değeri miRNA 

Kat Değişim 

(REL/REM) 
p-değeri 

mmu-miR-5100 159,19 7,40E-06 mmu-miR-8119 1,45 0,0273 

mmu-miR-7658-5p 28,31 0,0024 mmu-miR-504-3p 1,44 0,0103 

mmu-miR-6937-5p 25,01 0,0014 mmu-miR-125a-3p 1,42 0,0044 

mmu-miR-714 23,33 0,0067 mmu-miR-3472 1,42 0,0064 

mmu-miR-5119 14,76 0,0091 mmu-miR-3081-5p 1,34 0,0126 

mmu-miR-7221-3p 11,37 0,0002 mmu-miR-6984-5p 1,32 0,0151 

mmu-miR-346-3p 10,68 0,0006 mmu-miR-421-3p 1,31 0,0034 

mmu-miR-7686-5p 10,47 0,0011 mmu-miR-503-5p 1,31 0,0143 

mmu-miR-1931 10,45 2,75E-05 mmu-miR-3473g 1,28 0,0235 

mmu-miR-6970-5p 10,17 0,0009 mmu-mir-151 0,77 0,0345 

mmu-miR-143-3p 8,01 0,0296 mmu-miR-5620-3p 0,76 0,0149 

mmu-miR-1949 7,87 0,0010 mmu-miR-7075-5p 0,66 0,0093 

mmu-miR-3620-5p 7,42 0,0014 mmu-miR-6968-5p 0,58 0,0452 

mmu-miR-7648-3p 6,06 0,0057 mmu-miR-103-3p 0,54 0,0494 

mmu-miR-664-5p 5,93 0,0182 mmu-let-7c-5p 0,51 0,0468 

mmu-miR-15a-5p 5,16 0,0228 mmu-miR-191-5p 0,5 0,0008 

mmu-miR-7069-5p 4,2 0,0097 mmu-let-7f-1-3p 0,48 0,0432 

mmu-miR-6912-5p 4,07 0,0103 mmu-miR-709 0,47 0,0064 

mmu-miR-3470b 3,92 0,0002 mmu-miR-1224-5p 0,44 0,0346 

mmu-miR-5112 3,92 0,0063 mmu-miR-361-5p 0,42 0,0238 

mmu-miR-1934-3p 3,92 0,0354 mmu-miR-24-3p 0,39 0,0053 

mmu-mir-3069 3,61 0,0450 mmu-let-7b-5p 0,38 0,0355 

mmu-miR-1894-3p 3,5 0,0170 mmu-let-7d-5p 0,37 0,0029 

mmu-miR-6922-5p 3,48 0,0037 mmu-miR-3473e 0,36 0,0264 

mmu-miR-712-5p 3,48 0,0063 mmu-miR-3473b 0,35 0,0227 

mmu-miR-7016-5p 3,08 0,0458 mmu-miR-8101 0,32 0,0049 

mmu-miR-7669-3p 2,92 0,0033 mmu-miR-7030-5p 0,32 0,0310 

mmu-miR-5128 2,88 0,0100 mmu-miR-23b-3p 0,28 0,0254 

mmu-miR-7047-5p 2,34 0,0424 mmu-miR-378a-3p 0,27 0,0496 

mmu-miR-5130 2,05 0,0152 mmu-miR-342-3p 0,25 0,0008 

mmu-miR-7048-5p 2,03 0,0054 mmu-miR-6366 0,22 0,0336 

mmu-mir-7648 1,97 0,0174 mmu-miR-151-3p 0,2 0,0104 

mmu-miR-149-3p 1,97 0,0268 mmu-miR-2137 0,17 0,0015 

mmu-miR-6991-5p 1,95 0,0168 mmu-miR-6980-5p 0,15 0,0109 

mmu-miR-7036b-3p 1,63 0,0465 mmu-miR-146a-5p 0,15 0,0244 

mmu-miR-93-3p 1,61 0,0068 mmu-miR-138-5p 0,14 0,0225 

mmu-miR-6981-5p 1,53 0,0468 mmu-miR-342-5p 0,14 0,0339 

mmu-miR-3102-5p.2-5p 1,49 0,0063 mmu-miR-541-5p 0,12 0,0479 

mmu-miR-3470a 1,49 0,0433 mmu-miR-151-5p 0,04 0,0011 
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3.5.2. Gruplar Arasında Anlamlı Farklılık Gösteren Ortak miRNA’lar 

3.5.2.1. K, PT, REM ve REL Grupları Arasındaki Ortak miRNA’lar 

TNBC oluşum, gerileme ve nüks aşamalarında CD8+ T hücre aracılı immün 

sistem yanıtında ortak olan miRNA’ları belirlemek için K/PT, PT/REM ve 

REM/REL grup kıyaslamalarında çıkan miRNA listeleri kesiştirilerek mmu-miR-

15a-5p, mmu-miR-93-3p ve mmu-miR-3470b miRNA’larının ortak olduğu tespit 

edilmiştir (Şekil 3.10.). 

 

Şekil 3. 10. K, PT, REM ve REL gruplarında ifade değişimi gösteren ortak miRNA’lar 

Üç ortak miRNA için BRB-Array Tools programı ile yapılan kümeleme analizi 

(Cluster) sonucunda tümör taşıyan (K ve REM) ve tümör taşımayan (PT ve REL) 

deney grupları 2 grup olarak ayrılmıştır (Şekil 3.11.). PT ve REL gruplarında 3 
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miRNA’nın ifadesinin yüksek, K ve REM gruplarında ise ifadesinin düşük olduğu 

görülmektedir. 

 

Şekil 3. 11. Ortak 3 miRNA’nın hiyerarşik kümeleme analizi sonucu oluşturulan heatmap görseli 

Mikrodizin analiz verileri incelendiğinde ortak 3 miRNA’nın aynı modelde ifade 

artış ve azalış gösterdiği bulunmuştur. Bu miRNA’lar, sağlıklı kontrol grubunda düşük 

ifade gösterirken, primer tümör varlığında ifade artışı göstermekte olup tümörün 

kaybolması sonucunda neredeyse sağlıklı kontrol grup kadar ifadeleri düşmekte ve 

primer tümörün tekrar ortaya çıkışıyla ifadeleri artmaktadır (Şekil 3.12.). 
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Şekil 3. 12. K, PT, REM ve REL gruplarında ifade değişimi gösteren ortak 3 miRNA’nın mikrodizin 

analizi sonucunda kat değişimlerini belirten sütun grafiği (sütunlar üzerinde belirtilen sayılar kat 

değişimlerini ifade etmektedir) 

3.5.2.2. K, PT ve REM Grupları Arasındaki Ortak miRNA’lar 

Primer tümör oluşumu ve gerileme süreçlerinde rol oynayan ortak miRNA’ları 

belirlemek için PT/K ve REM/PT grup kıyaslamalarından elde edilen istatistiksel 

olarak anlamlı (p<0,05), 1,25 ve üzeri kat değişimi gösteren miRNA listeleri 

kesiştirildiğinde ortak 27 miRNA tespit edilmiştir. 27 miRNA listesini daraltmak ve 

istatistiksel anlamlılık seviyesini arttırmak adına liste, p<0,001 olacak şekilde 

filtrelendiğinde mmu-miR-30b-3p isimli sadece tek bir ortak miRNA bulunmuştur 

(Şekil 3.13.). 
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Şekil 3. 13. K, PT ve REM gruplarında ifade değişimi gösteren ortak miRNA 

Mikrodizin analizi sonucunda mmu-miR-30b-3p, diğer ortak 3 miRNA ile aynı 

modeli (paterni) sergileyerek kontrol grubunda düşük ifade göstermiş, primer tümör 

grubunda ifadesi artmış ve remisyon grubunda tekrar ifadesi düşmüştür (Şekil 3.14.). 

 

Şekil 3. 14. K, PT ve REM gruplarında ifade değişimi gösteren ortak miRNA’nın mikrodizin analizi 

sonucunda kat değişimlerini belirten sütun grafiği (sütunlar üzerinde belirtilen sayılar kat değişimlerini 

ifade etmektedir) 
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3.5.2.3. Ortak miRNA’ların Eş Zamanlı PZR ile Doğrulanması 

Mikrodizin analizi sonucunda K, PT, REM ve REL grupları arası anlamlı ifade 

değişimi gösteren 3 ortak miRNA (mmu-miR-15a-5p, mmu-miR-93-3p, mmu-miR-

3470b) ve K, PT ve REM grupları arasında anlamlı ifade değişimi gösteren mmu-miR-

30b-3p’nin eş zamanlı PZR deneyi ile ifade analizleri gerçekleştirilmiştir. mmu-miR-

15a-5p mikrodizin veri analizi sonucunda gözlemlenen ifade değişimi, eş zamanlı PZR 

ile saptanamamıştır. Bu nedenle, miR-15a-5p ile ileri analizlere devam edilmemiştir. 

mmu-miR-93-3p eş zamanlı PZR analizinde K ve PT grupları arasında anlamlı fark 

gözlenmezken, REM grubunda PT grubuna göre anlamlı ifade azalması ve REL 

grubunda REM grubuna göre anlamlı ifade artışı doğrulanmıştır. mmu-miR-3470b 

ifadesinde, mikrodizin veri analizi ile uyumlu olarak PT grubunda K grubuna göre ve 

REL grubunda REM grubuna göre anlamlı artış gözlemlenmiştir. Ancak PT ve REM 

grupları arasında ifade, anlamlı olarak değişim göstermemiştir. mmu-miR-30-3p eş 

zamanlı PZR analizi sonucunda mikrodizin veri analizi ile uyumlu olarak PT grubunda 

K grubuna göre anlamlı ifade artışı ve REM grubunda PT grubuna göre anlamlı ifade 

düşüşü ile doğrulanmıştır (Şekil 3.15.). 

 

Şekil 3. 15. Ortak miRNA’ların eş zamanlı PZR sonucunu belirten sütun grafiği (t-test, *p<0,05) 
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Mikrodizin veri analizi sonucunda gruplar arasında anlamlı ve yüksek ifade 

değişimi gösteren mmu-miR-222-3p, mmu-miR-18a-5p, mmu-miR-151-5p, mmu-

miR-6980-5p, mmu-miR-19b-3p, mmu-miR-25-3p ve mmu-miR-30e-5p’ye ait 

validasyon sonuçları Ek-4’te yer almaktadır. 

3.6.  Doğrulanan Ortak miRNA’ların Tahmini Hedef Genlerinin 

Belirlenmesi 

Eş zamanlı PZR ile doğrulaması gerçekleştirilen mmu-miR-93-3p, mmu-miR-

3470b ve mmu-miR-30b-3p’nin biyoinformatik olarak tahmini hedef gen listeleri 

miRWalk veritabanından elde edilmiştir. Hedef gen listeleri ile NCBI Gene 

veritabanından indirilen CD8 T hücre ilişkili gen listesinden ortak olan genler 

belirlenmiştir (Çizelge 3.5.). 

Çizelge 3. 5. miRWalk ve NCBI veritabanından belirlenen miRNA hedef gen sayıları 

miRNA Adı 
miRWalk 3.0. 3’UTR 

Tahmini Hedef Gen Sayısı 

NCBI Veritabanı ile Ortak Tahmini 

Hedef Gen Sayısı 

mmu-miR-93-3p 2460 93 

mmu-miR-3470b 6554 231 

mmu-miR-30b-3p 5521 202 

3.7. miRNA Hedef Genlerinin Zenginleştiği Yolakların Belirlenmesi 

Grupları arasında anlamlı ifade değişimi gösteren mmu-miR-93-3p, mmu-miR-

3470b ve mmu-miR-30b-3p miRNA’larının hedef gen listeleri ile bu genlerin 

fonksiyon gösterdikleri yolaklar belirlenmiştir. 3 miRNA’nın hedef genlerinin 

özellikle T hücre aktivasyonu, hücre ölümü, hareketi ve gen düzenlemesinden sorumlu 

yolaklarda zenginleştiği tespit edilmiştir (Çizelge 3.6., Çizelge 3.7., Çizelge 3.8.). 



69 

 

Çizelge 3. 6. mmu-miR-93-3p tahmini hedef genlerinin zenginleştiği yolakların listesi 

Yolak İsmi Hedef Gen Sayısı FDR 

Otofaji 10 3.42E-05 

NF-kappa B sinyal yolağı 9 3.42E-05 

Sitokin-sitokin reseptör interaksiyonu 13 1.45E-04 

Apoptoz 9 1.64E-04 

Nekroptoz 10 1.71E-04 

Doğal öldürücü hücre aracılı sitotoksisite 7 0.0018 

FoxO sinyal yolağı 7 0.0025 

T hücre reseptör sinyal yolağı 6 0.0032 

Hücre adezyon molekülleri 7 0.0079 

Notch sinyal yolağı 4 0.0087 

Fokal Adezyon 7 0.0175 

TNF sinyal yolağı 5 0.0227 

Adipositokin sinyal yolağı 4 0.0253 

JAK-STAT sinyal yolağı 6 0.0253 

İnsülin sinyal yolağı 5 0.0486 

Çizelge 3. 7. mmu-miR-3470b tahmini hedef genlerinin zenginleştiği yolakların listesi 

Yolak İsmi Hedef Gen Sayısı FDR 

JAK-STAT sinyal yolağı 27 1.78E-14 

Apoptoz 23 5.70E-13 

PI3K-Akt sinyal yolağı 34 7.09E-12 

T hücre reseptör sinyal yolağı 19 1.02E-11 

Doğal öldürücü hücre aracılı sitotoksisite 20 1.76E-11 

Hücre adezyon molekülleri 23 3.03E-11 

FoxO sinyal yolağı 20 1.18E-10 

TNF sinyal yolağı 18 3.09E-10 

Sitokin sitokin reseptör interaksiyonu 28 5.99E-10 

ErbB sinyal yolağı 15 2.89E-09 

MAPK sinyal yolağı 26 8.71E-09 

Fokal adezyon 21 1.57E-08 

İnsülin sinyal yolağı 17 6.32E-08 

Kemokin sinyal yolağı 20 7.37E-08 

Otofaji 16 1.36E-07 

Nekroptoz 17 1.46E-06 

NF-kappa B sinyal yolağı 12 1.13E-05 

VEGF sinyal yolağı 9 1.73E-05 

Aktin hücre iskeletinin düzenlenmesi 17 1.96E-05 

Adipositokin sinyal yolağı 9 8.15E-05 

mTOR sinyal yolağı 13 1.06E-04 

Ras sinyal yolağı 16 1.69E-04 

Antijen işleme ve sunum 9 5.16E-04 

Mitofaji 7 0.0013 

Hippo sinyal yolağı 10 0.0058 

TGF-beta sinyal yolağı 7 0.0065 

Wnt sinyal yolağı 8 0.0400 
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Çizelge 3. 8. mmu-miR-30b-3p tahmini hedef genlerinin zenginleştiği yolakların listesi 

Yolak İsmi Hedef Gen Sayısı FDR 

JAK-STAT sinyal yolağı 26 <2.2e-16 

Sitokin sitokin reseptör interaksiyonu 32 7.13E-14 

T hücre reseptör sinyal yolağı 18 1.61E-11 

Doğal öldürücü hücre aracılı sitotoksisite 18 1.80E-10 

PI3K-Akt sinyal yolağı 28 2.50E-09 

Hücre adezyon molekülleri 17 2.96E-07 

Kemokin sinyal yolağı 18 5.12E-07 

NF-kappa B sinyal yolağı 13 9.02E-07 

TNF sinyal yolağı 13 1.58E-06 

Apoptoz 14 2.63E-06 

Otofaji 11 2.53E-04 

Antijen işleme ve sunum 8 0.0018 

Adipositokin sinyal yolağı 7 0.0020 

FoxO sinyal yolağı 9 0.0044 

ErbB sinyal yolağı 7 0.0050 

İnsülin sinyal yolağı 9 0.0063 

Nekroptoz 10 0.0089 

Fokal adezyon 10 0.0183 

Mitofaji 5 0.0244 

Ras sinyal yolağı 10 0.0406 

PT ve REL gruplarında mmu-miR-93-3p, mmu-miR-3470b ve PT grubunda 

mmu-miR-30b-3p ifadesinin genel olarak yüksek olması ve apoptoz sürecinde 3 

miRNA’nın anti-apoptotik protein BCL-2 genini ve mmu-miR-30b-3p’nin ayrıca anti-

apoptotik BCL-XL genini hedefliyor olması CD8+ T hücrelerinin sağkalımlarını 

etkiliyor olabileceğinden T hücrelerin ortadan kaldırılmasında etkin olan apoptoz 

yolağına odaklanılmıştır (Şekil 3.16.). 
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Şekil 3. 16. Apoptoz yolağındaki miRNA hedefleri 

3.8. miRNA Hedef Gen İfadelerinin Eş Zamanı PZR ile Doğrulanması 

Apoptoz sürecinde miRNA hedef gen doğrulaması için mmu-miR-93-3p ve 

mmu-miR-3470b hedefi olan anti-apoptotik BCL-2 ve mmu-miR-30b-3p hedefi olan 

anti-apoptotik BCL-2 ve BCL-XL genleri için eş zamanlı PZR yöntemi sonucunda 

analizler gerçekleştirilmiştir. Apoptoz yolağının akışını anlamak açısında miRNA 

hedefi olmayan ancak apoptoz sürecinde etkin rol oynayan pro-apoptotik BAX ve 

BAK genleri için de gruplar arası ifade profilleri belirlenmiştir. 3 miRNA’nın da 

hedefi olan anti-apoptotik BCL-2 geninde K grubuna göre PT, REM ve REL 

gruplarında anlamlı ifade azalışı gözlemlenmiştir. PT grubuna göre REM grubunda ve 

REM grubuna göre REL grubunda ifade artışı belirlenmiştir (Şekil 3.17.). 
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Şekil 3. 17. K, PT, REM ve REL grupları arasında mmu-miR-93-3p, mmu-miR-3470b ve mmu-miR-

30b-3p hedefi olan BCL-2 geninin eş zamanlı PZR analizini gösteren sütun grafiği (t-test, *p<0,05) 

mmu-miR-30b-3p hedefi olan anti-apoptotik BCL-XL ifadesi, K ve PT grupları 

arasında azalma göstermiştir. REM grubunda PT grubuna göre anlamlı olarak ifadesi 

artarken, REL grubunda REM grubuna göre ifade düşüşü gözlemlenmiştir (Şekil 

3.19.). miRNA hedef genleri BCL-2 ve BCL-XL’in PT grubunda ifadelerinin 

azalması, meme tümörü oluşmuş farelerde CD8+ T hücrelerin apoptozunu uyarırken, 

REM grubunda artan ifadeleri ile sağkalımı desteklemektedir. 

 

Şekil 3. 18. K, PT, REM ve REL grupları arasında mmu-miR-30b-3p hedefi olan BCL-XL geninin eş 

zamanlı PZR analizini gösteren sütun grafiği (t-test, *p<0,05) 
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Apoptozun mitokondriyal yolağında görev alan, BCL-2 ve BCL-XL ile direkt 

etkileşimi bulunan pro-apoptotik BAX geninin ifadesinde K grubuna göre diğer 

gruplarda anlamlı ifade azalışı gözlemlenmiştir. PT grubuna göre REM grubunda 

ifade artışı olurken, REL grubunda REM grubuna göre anlamlı ifade azalışı 

saptanmıştır (Şekil 3.19.). 

 

Şekil 3. 19. K, PT, REM ve REL grupları arasında BAX geninin eş zamanlı PZR analizini gösteren 

sütun grafiği (t-test, *p<0,05) 

Pro-apoptotik BAK geni ifadesi, K grubuna göre PT ve REL gruplarında 

anlamlı olarak azalmıştır. PT grubuna göre REM grubunda BAK ifadesi anlamlı 

olarak artarken, REL grubunda REM grubuna göre ifadesi anlamlı olarak azalış 

göstermiştir (Şekil 3.20.). 

 

Şekil 3. 20. K, PT, REM ve REL grupları arasında Bak geninin eş zamanlı PZR analizini gösteren sütun 

grafiği (t-test, *p<0,05) 
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Eş zamanlı PZR analizleri sonucunda anti-apoptotik BCL-2 ve BCL-XL genleri 

ile pro-apoptotik BAX ve BAK genleri, gruplar arasında aynı yönde ifade değişimi 

göstermiştir. Eş zamanlı PZR analizi sonucu elde edilen kat değişim değerleri ile 

BAX/BCL-2 oranına bakılarak apoptozun yönü anlaşılmaya çalışılmıştır (Azimian ve 

ark., 2018). BAX/BCL-2 oranı, PT grubunda K grubuna göre 2,52, REM grubunda PT 

grubuna göre 1,03, REL grubunda REM grubuna göre ise 0,54 olarak saptanmıştır. 

mRNA düzeyinde elde edilen bu değerler, PT grubunda K grubuna göre apoptoz 

artışını, REM grubunda ise PT grubuna göre değişim olmadığını ve REL grubunda 

REM grubuna göre ise apoptozun azaldığını göstermektedir. 

3.9. Flow Sitometri ile Apoptoz Analizi 

miRNA’ların apoptoz yolağında anti-apoptotik genleri hedeflemesi ve eş 

zamanlı PZR yöntemi ile K grubundan PT grubuna geçişte apoptozun azalması ve PT 

grubundan REM grubuna geçişte apoptoz artışı sonucunda ileri validasyon için flow 

sitometri analizi gerçekleştirilmiştir. Analiz sonucunda, PT grubunda K grubuna göre 

anlamlı apoptoz artışı ve REM grubunda PT grubuna göre anlamlı apoptoz azalışı ile 

mmu-miR-93-3p, mmu-miR-3470b ve mmu-miR-30b-3p miRNA’larının üçlü negatif 

meme kanseri oluşum ve gerileme süreçlerinde CD8+ T hücrelerin sağkalımını regüle 

ettiği doğrulanmıştır (Şekil 3.21.). 
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Şekil 3. 21. mmu-miR-93-3p, mmu-miR-3470b ve mmu-miR-30b-3p’nin K, PT ve REM gruplarındaki 

apoptotik etkisini gösteren saçılım grafikleri ve sütun grafiği (t-test, *p<0,05) 
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4. TARTIŞMA 

Kadınlarda en sık görülen kanser türü olan meme kanserinin yaklaşık %15’ini 

oluşturan üçlü negatif meme kanseri (TNBC) alt tipi, diğer alt tiplere göre daha kötü 

prognoz sergilemektedir (Dent ve ark., 2007). Kötü prognozu, hızlı bölünme özelliği 

sayesinde kazandığı heterojenik yapı ile çoğunlukla daha invazif ve uzak organ 

metastazı yapabilme kapasitesi ile bağlantılıdır. Erken evrelerde sağkalım oranları, 

TNBC olmayan (non-TNBC) alt tipler ile benzerlik gösterirken (TNBC: %94,74; non-

TNBC: %96,50), özellikle metastatik yayılımın olduğu 4. evrede bu oranlar arasındaki 

fark (TNBC: %10,81; non-TNBC: %33,44) ciddi ölçüde artmaktadır  (Hsu ve ark., 

2022). Erken evreden metastatik sürece geçişte birçok faktör olmakla birlikte, kanser 

hücrelerinin ayırt edici özelliklerinden biri olan immün düzenleme (immune-editing) 

ile immün sistem baskısından kaçış mekanizmaları da önemli rol oynamaktadır. Meme 

kanseri son yıllara kadar geleneksel olarak immünojenik bir kanser şeklinde kabul 

edilmemekle birlikte, erken evre TNBC’ler, yüksek seviyelerde immün infiltrasyon 

göstermektedir. Ancak nüks gösteren TNBC’lerde, immün aktive edici gen ekspresyon 

imzaları ve TIL'lerin önemli ölçüde azaldığı ortaya çıkarılmıştır (Hutchinson ve ark., 

2020; Szekely ve ark., 2018). Bu bilgiler, meme kanserinde alt tip bazında özellikle 

erken evrede, kanser hücrelerine karşı bir immün yanıtın olduğu ancak daha agresif 

forma geçişte immün sistemin çeşitli mekanizmalar ile baskılandığını göstermektedir. 

Bu doktora tez çalışmasında, TNBC oluşum ve gelişim süreçlerinde immün sistem 

yanıtını araştırmak için öncelikle, fare üçlü negatif meme kanseri hücre hattı 4T1 ile 

allograft in vivo fare modeli oluşturulmuştur. BALB/c farelerde 4T1 hücreleri ile 

oluşturulan kanser modelinin, insandaki TNBC sürecini taklit ederek tümörün 

oluşumu, gelişimi ve spontan bir şekilde metastaz oluşumu aşamalarını içeren bir pre-

klinik model olduğu belirtilmiştir (Pulaski ve Ostrand-Rosenberg, 2000). Tao ve ark. 

(2008) yaptığı çalışmada ise BALB/c farelerde 4T1 hücreleri ile primer tümör 

gelişiminin iki fazlı olduğunu bildirmiştir. Primer tümörün ilk oluşumu, enjeksiyondan 

sonra iki hafta içerisinde gerçekleşir. Tümörün oluşum gösterdiği bu aşama, 

çalışmamızda erken evre TNBC sürecini incelemek için Primer Tümör (PT) grubu 

olarak adlandırılmıştır. Primer tümör gelişimini takiben 3. ve 4. haftalarda gerçekleşen 
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regresyon fazı, nekrozun artışı ve lenfosit infiltrasyonu ile ilişkilendirilmiştir. Bu 

aşamada, primer tümörü kaybolan gruptan aldığımız örnekler, erken evrede primer 

tümöre karşı oluşan immün yanıtı incelemek için Remisyon (REM) grubu olarak 

adlandırılmıştır. 5. ve 6. haftadan itibaren ikinci büyüme fazına girilerek primer 

tümörün tekrar büyüme gösterdiği ve hatta sponton olarak akciğer, karaciğer, lenf 

düğümleri ve beyinde metastatik odakların geliştiği belirtilmiştir. Bu aşama, evre IV 

insan meme kanseri için hayvan modeli sağlamaktadır. Çalışmamızda primer tümörün 

tekrar ortaya çıkışını temsil eden bu gruptan alınan fare örnekleri, Relaps (REL) 

grubumuzu oluşturmuştur. Bu çalışmada, sağlıklı kontrol grubunu (K) da içeren 

toplam 4 grup ile TNBC oluşum ve gelişim süreçleri immün sistem açısından 

incelenmiştir.  

Birkaç çalışma, TNBC'li hastalarda tümöre sızan mononükleer immün 

hücrelerin sayısı ile nükssüz sağkalım arasında doğrusal bir ilişki olduğunu 

göstermiştir (Adams ve ark., 2014; Loi ve ark., 2013). Tümör dokusu içerisindeki 

mononükleer hücrelerin fenotipi, özellikle hastalığın seyrini etkilemektedir. Bu 

bağlamda, özellikle immün cevabın ana efektör hücreleri CD8+ T hücreler başta 

olmak üzere, CD4+ yardımcı T hücreler, doğal öldürücü hücreler, M1 makrofajlar ve 

dendritik hücrelerin tümör dokusunda yer alması iyi prognoz göstergesi olarak 

belirtilirken, regülatör T hücreler, M2 makrofajlar ve olgunlaşmamış dendritik 

hücrelerin varlığı kötü prognoz ile ilişkilendirilmiştir (Deng ve ark., 2019). Ek olarak, 

meme kanserinde CD8+ T hücrelerin tümör dokusuna infiltrasyonu ile standart 

kemoterapi ve anti-CTLA-4, anti-PD-1 gibi immün kontrol noktası blokajı 

tedavilerine daha iyi yanıt verdiği bildirilmiştir (Chen ve ark., 2016; Mao ve ark., 

2014; Rashidian ve ark., 2017; Seo ve ark., 2013). Aktive edilmiş CD8+ T lenfositlerin 

kanser hücrelerini çeşitli mekanizmalarla öldürebildiği bilinmektedir (Martínez-

Lostao ve ark., 2015). Bu nedenle meme kanserinde özellikle hedefe yönelik 

tedavilere, belirteç yoksunluğu nedeniyle uygun olmayan TNBC alt tipinde, CD8+ T 

hücrelerin tümör dokusundaki fonksiyonu ve bunu düzenleyen mekanizmaları 

karakterize etmek önemlidir. Bu tez çalışmasında odak noktamız olan CD8+ T 

lenfositler, tümör hücrelerini direkt öldürme kapasitesine sahip, iyi prognoz göstergesi 

olması sebebiyle seçilmiş olup TNBC oluşum ve gelişim aşamalarında bu hücrelerdeki 
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moleküler profillerin ortaya konması ile kanser hücrelerine karşı oluşturulan immün 

yanıtın anlaşılmasına katkı sağlayacaktır. CD8+ T hücreler ile TNBC ilişkisini 

inceleyen çalışmalar, genel olarak standart tedavilere yanıtları açısından klinik 

verilerden gelmekte ve çoğunlukla tümör mikroçevresindeki lokal immün yanıtlara 

odaklanmaktadır. Ancak, immün sistem sistemik bir şekilde koordine edilmektedir. 

Dolayısıyla tümöre karşı immün yanıt, lokal immün hücrelerin yanı sıra periferik 

immün sistemin tüm hücrelerini kapsamaktadır. Bu sebeple çalışmamızda tümör 

dokusundaki CD8+ T hücrelerden ziyade sekonder lenfoid organ olan dalaktan izole 

edilen CD8+ T hücreler ile çalışmalar yürütülmüş ve TNBC oluşum ve gelişiminde 

immün sistemin ilk tepkisi araştırılmaya çalışılmıştır. 

CD8+ T hücrelerde fonksiyon gösteren yolaklarda yer alan protein ve gen 

ifadeleri oldukça çalışılmış olup, aktivasyon, efektör fonksiyon, hafıza hücrelerine 

geçiş ve tükenmiş fenotipin oluşum süreçlerinde rol oynayan moleküllerin profilleri 

ortaya çıkarılmıştır (Fuchs ve ark., 2019; Sousa ve ark., 2019; van der Leun ve ark., 

2020; Wherry ve ark., 2007). Hücresel birçok yolağı regüle etme kapasitene sahip, 

kodlanmayan kısa RNA moleküleri olan miRNA’ların, CD8+ T hücrelerin 

fonksiyonlarını nasıl regüle ettiği sorusunun cevabını bulmak için araştırmalar, 

genellikle CD3 antikoru veya enfeksiyon ajanı ile in vitro olarak uyarımın ardından 

mekanizmayı aydınlatmaya odaklanmıştır (Gagnon ve Ansel, 2019). Melanom 

(Nguyen ve ark., 2021), glioma (J. Yang ve ark., 2017), kolorektal kanser (Lou ve ark., 

2019b; J. Zheng ve ark., 2021) gibi solid tümörlerde CD8+ T hücrelerdeki miRNA 

rollerini inceleyen çalışmalar olmakla beraber , TNBC oluşumu ve gelişimi boyunca 

CD8+ T hücrelerdeki moleküler değişiklikleri miRNA profilleri düzeyinde inceleyen 

bir çalışma bulunmamaktadır. Tüm bu bilgiler ve eksikliklerden yola çıkarak 

kurguladığımız bu doktora tez çalışmasında, in vivo modelde üçlü negatif meme 

tümörlerinin oluşum, gerileme ve rekürans süreçlerinde tümör hücrelerine karşı oluşan 

immün yanıtın durumu, CD8+ T lenfositlerdeki miRNA imzaları açısından 

değerlendirilmiştir. 

Araştırma bulgularında immün sistemin fonksiyonuna dair ilk veri, tümör 

taşıyan PT ve REL gruplarındaki dalak ağırlıkları ve boyutlarının, K ve REM 
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gruplarına göre artan değerleridir (Şekil 3.3. ve Şekil 3.4.). Splenomegali olarak 

adlandırılan bu artış, 4T1 ile oluşturulan fare meme kanseri modelinde daha önce 

gözlenmiş olup doğrudan tümör büyümesi ile ilişkilendirilmiş ve tümör hücrelerinden 

kaynaklı beyaz kan hücrelerinin sayılarının artışı olarak belirtilmiştir (duPre’ ve 

Hunter, 2007; Sterle ve ark., 2018). Tümöre karşı oluşan doğuştan ve adaptif immün 

yanıtı sistemik olarak düzenleyen sekonder lenfoid organ olan dalağın (Bronte ve 

Pittet, 2013) sonuçlarımızdaki hacimsel artışı ile TNBC oluşumu ve gelişiminde 

immün sistemin fonksiyon gösterdiği doğrulanmıştır. 

Çalışmamızın devamında K, PT, REM ve REL gruplarından izole edilen splenik 

CD8+ T hücrelerde mikrodizin yöntemi ile miRNA profilleri belirlenmiştir. Primer 

tümörün oluşumuyla erken evre TNBC grubunu temsil eden bireyler ile sağlıklı 

bireyler arasında, 41 miRNA’nın anlamlı şekilde, 1,25 kat ve üzeri ifade değişimi 

gösterdiği tespit edilmiştir (Çizelge 3.2.). Primer tümörün oluşumundan gerileme 

sürecine geçişte hangi miRNA’ların rol aldığını anlamak için PT grubu REM grubu 

ile kıyaslanarak 75 miRNA’nın anlamlı ifade değişimi gösterdiği bulunmuştur 

(Çizelge 3.3.). Tümörün kaybolduğu REM grubu ile nüks gösteren REL grupları 

kıyaslanarak 78 miRNA’nın, ileri TNBC evresine geçişte fonksiyon gösterdiği 

belirlenmiştir (Çizelge 3.4.). Çalışmayı daha odaklı bir şekilde sürdürebilmek 

nedeniyle tüm gruplarda biyobelirteç olabilecek miRNA’ları belirlemek için 3’lü 

(K/PT, PT/REM, REM/REL) ve 2’li kıyaslama (K/PT, PT/REM) sonuçlarında ortak 

olan miRNA’lara odaklanılmıştır (Şekil 3.10. ve 3.13.). Eş zamanlı PZR ile en az 2 

kıyas arasında doğrulamaları yapılan mmu-miR-93-3p, mmu-miR-3470b ve mmu-

miR-30b-3p’nin (Şekil 3.15.) erken evre PT grubunda ifadelerinin artması, daha sonra 

tümörü kaybolan REM grubunda ifadelerinin düşmesi ve mmu-miR-93-3p ve mmu-

miR-3470b için nüks görülen ileri evre REL grubunda tekrar ifadelerinin artması aynı 

paterni sergilemeleri açısından ve özellikle tümör taşıyan farelerde yüksek ifade 

göstermelerinden dolayı tümör hücrelerine immün sistemden kaçış sağlıyor olabilir 

düşüncesiyle CD8+ T hücreler ile ilişkili hedef genleri belirlenerek zenginleştikleri 

yolaklar tespit edilmiştir. Sonuçta, CD8+ T hücreler ile bağlantılı olarak bu 3 

miRNA’nın, T hücre reseptör (TCR) sinyal yolağı ile T hücre aktivasyonunu (Mørch 

ve ark., 2020), TCR yolağı ile bağlantılı olarak aktive edilen ve T hücrelerin 
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apoptozdan korunmanın yanı sıra çoğalma ve farklılaşmalarını destekleyen 

sitokinlerin üretiminde rol oynayan NF-κB sinyal yolağını (Hayden ve ark., 2006), 

immün regülasyondan sorumlu JAK-STAT sinyal yolağını (Shuai ve Liu, 2003), 

immün cevabın erken dönemlerinde CD8+ T hücrelerin proliferasyonu destekleyen 

ancak ileri aşamalarda CD8+ T hücrelerin apoptoz sürecinden sorumlu TNF sinyal 

yolağını (Ye ve ark., 2018), hücrelerin sağkalımından sorumlu otofaji yolağını (Xu ve 

ark., 2014) ve hücrelerin ortadan kaldırılmasında rol oynayan apoptoz (Zhang ve ark., 

2005) ve nekroptoz (Chen ve ark., 2011) yolaklarını regüle edebileceği belirlenmiştir.  

CD8+ T hücrelerde TCR sinyalizasyonu kilit bir rol oynamaktadır. CD8+ T 

hücrelerin yüzeyinde bulunan αβ T hücre reseptörleri, CD3 ve CD8 moleküllerinin 

oluşturduğu kompleks ile antijen sunan hücrelerin yüzeyinde bulunan antijen taşıyan 

MHC-I moleküllerinin birleşimi ve co-reseptör molekül CD28-CD80/86 bağlantısı ile 

efektör aktivasyon gerçekleşir ve TCR sinyal yolağı uyarılır. TCR sinyalizasyonu, T 

hücrelerin klonal proliferasyonu ve efektör fonksiyonlarını sergileyebilmeleri için 

Şekil 4.1.’de görülebileceği gibi birçok yolak ile bağlantı halindedir.  



81 

 

 

Şekil 4. 1. T hücrelerde TCR sinyalizasyonu ve ilişkili yolaklar (Hwang ve ark., 2020) 

mmu-miR-93-3p, mmu-miR-3470b ve mmu-miR-30b-3p’nin hedef genlerinin 

TCR yolağında zenginleşmesi dikkat çekmiştir (Şekil 4.2.). 
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Şekil 4. 2. T hücre sinyal yolağındaki miRNA hedef genleri 

Özellikle tümör taşıyan gruplarda 3 miRNA’nın ifadesinin artmış olması, tümör 

hücreleri ile savaşan CD8+ T hücrelerin aktivasyon sonucu proliferasyonlarını 

baskılayabilir ve sonuçta TNBC hücrelerine karşı immün yanıtın oluşmasını 

engelleyebilir. miRNA’ların TCR yolağında hedeflediği genlere biyoinformatik olarak 

bakıldığında, mmu-miR-93-3p’nin özellikle aktivasyon ve proliferasyon sürecinde 

önemli rol oynayan CD3, CD28, PDPK1, PRKCQ ve RAS genlerini hedeflediği tespit 

edilmiştir. Aktivasyon için esas moleküllerden olan CD3 ve CD28’in mmu-miR-93-

3p aracılığıyla baskılanıyor olması, PT ve REL gruplarında CD8+ T hücrelerin tümör 

hücrelerine karşı uyarılmadığını gösteriyor olabilir. Daha önce CD28 ve CD3 

genlerinin mmu-miR-93-3p’nin hedefi olduğu biyolojik olarak gösterilmemiş olmakla 

birlikte, METABRIC veritabanında, TNBC ve non-TNBC hasta örnekleri ile yapılan 

bir çalışmada, fare (mmu) ile yüksek homoloji (%100) gösteren hsa-miR-93-3p’nin 

hsa-miR-105 ile birlikte yüksek ifadesinin, TNBC hastalarında istatistiksel olarak 

anlamlı bir şekilde kötü prognoz ile ilişkili olduğu bulunmuştur (Li ve ark., 2017). 

mmu-miR-93-3p’nin, TCR sinyalizasyonu sonucu proliferasyonu indükleyen PI3K-

Akt yolağında bir kinaz olan PDPK1, T hücresi aktivasyonu için önemli olan ve 
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transkripsiyon faktörleri NF-κB ve AP-1'in aktivasyonu için gerekli kinaz PRKCQ ve 

Ras-Raf-MAPK yolağında bir GTPaz olan NRAS genlerini hedeflemesi ile TNBC 

hücrelerine karşı CD8+ T hücre aracılı sistemik immün yanıtın baskılanmasında rol 

oynuyor olabileceğini göstermektedir. Daha önce literatürde belirtilmemiş olan miR-

93-3p ve PDPK1, PRKCQ ve NRAS ilişkilerinin ileri analizleri, meme kanseri 

immünolojisi açısından önemli olabilir. Bir diğer miRNA olan mmu-miR-3470b’nin, 

TCR sinyalizasyonunda özellikle CD28/ICOS aracılı PI3K-AKT yolağı ve Ras-Raf-

MAPK yolağındaki birçok geni hedefliyor olması mmu-miR-93-3p ile benzer şekilde 

CD8+ T hücrelerin proliferasyon ve immün cevabının baskılanmasına yol açıyor 

olabilir. miR-3470b ve kanser immünolojisi açısından literatürde henüz bir bağlantı 

yayımlanmamıştır ve çalışmalar daha çok enfeksiyon ve nöral hastalıklar üzerinedir. 

2012 yılında Rabies viral enfeksiyonu ile indüklenen farelerin beyin dokularında 

yapılan bir miRNA çalışmasında, mmu-miR-3470b’nin anlamlı bir şekilde artış 

gösterdiği ve farklı hedef genler ile biyoinformatik olarak MAPK sinyal yolağı ilişkisi 

ortaya konmuştur (Zhao ve ark., 2012). Bu çalışma, mmu-miR-3470b’nin immün 

sistem sürecinde rol aldığına dair bir ilişki teşkil etmektedir. Biyoinformatik olarak 

elde ettiğimiz mmu-miR-3470b ile T hücre proliferasyonunda etkin rol oynayan PI3K-

Akt ve Ras-Raf-MAPK yolağında zenginleşen miRNA hedef genlerinin deneysel 

süreçler ile valide edilmesi gerekmektedir. Gruplar arası anlamlı ifade değişimi 

gösteren bir diğer ortak miRNA mmu-miR-30b-3p’nin, TCR sinyal yolağında CD3, 

CD28, PTPRC gibi aktivasyondan sorumlu genleri, özellikle proliferasyonda pozitif 

rol oynayan PIK3R1, RASGRP1, MAPK1 genlerini biyoinformatik olarak hedeflediği 

bulunmuştur. PT grubunda artan ifadesi ile diğer 2 ortak miRNA’ya benzer bir şekilde 

CD8+ T hücrelerin aktive edilmesi ve klonal çoğalmasını erken dönemde regüle ediyor 

olabilir. 3 ortak miRNA arasında miR-30b-3p, en çok çalışılan miRNA olmakla 

birlikte kanser immünolojisi ve özellikle CD8+ T hücrelerdeki fonksiyonlarına dair 

çalışma bulunmamaktadır. Otoimmün göz iltihap rahatsızlığı bulunan sıçanlarda 

yapılan bir deneysel çalışmada, periferik kan lenfositlerindeki miRNA profili 

incelenmiş ve miR-30b-3p’nin anlamlı bir şekilde sağlıklı gruba göre ifadesinin 

azaldığı bulunmuştur (Guo ve ark., 2015). T hücrelerin anahtar rol oynadığı otoimmün 

üveit patogenezinin incelendiği bu çalışmada, miR-30b-3p ifadesinin azalması, 

sonuçlarımız ile bağlantılı olarak TCR aktivasyonu ve proliferasyonunda aktif rol 
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oynayan hedef genlerin ifadelerinin artışı sonucu otoimmüniteye sebep olan T 

lenfositlere katkı sağlıyor olabilir. Başka bir çalışmada, insan ve fare arasında %100 

homoloji bulunan miR-30b’nin insan kökenli antijen sunan hücrelere mimic ile 

transfeksiyonu sonucunda kontrol grubuna göre antijen sunumunda %38 azalma 

gözlemlenmiştir. Ayrıca miR-30b-3p mimic ile transfekte edilmiş fare kemik iliği 

kökenli dendritik hücrelerin CD4+ T hücreler ile co-kültür edilmesi ile T hücrelerin 

proliferasyonu kontrol mimic grubuna göre %27 azalmıştır (Naqvi ve ark., 2016). 

İmmün hücrelerde yapılan bu çalışmalarla benzer bir şekilde, çalışmamızdan elde 

ettiğimiz bulgularla mmu-miR-30b-3p’nin özellikle immün-baskılayıcı şekilde 

regülasyondan sorumlu olduğu düşünülebilir. Hepatoselüler karsinoma hücrelerinde 

ifadesi arttırılan miR-30b-3p’nin PI3K/Akt yolağını baskılayarak kanser hücrelerinin 

çoğalmasını engellediği ve yüksek miR-30b-3p ifadesi gösteren hepatoselüler 

karsinoma hastalarının, düşük ifade gösteren bireylere göre uzun yaşadığı belirtilmiştir 

(Gao ve ark., 2019). Bu sonuçlardan miR-30b-3p’nin hücre tipinden bağımsız olarak 

anti-proliferatif regülasyondan sorumlu olduğu söylenebilir. Sonuç olarak, erken evre 

PT grubunda ve ileri evre REL grubunda artan mmu-miR-93-3p, mmu-miR-3470b, 

mmu-miR-30b-3p ifadeleri, TCR sinyalizasyonu ve ilişkili PI3K-Akt ve Ras-Raf-

MAPK yolakları üzerinden TNBC’ye karşı oluşan sistemik CD8+ T hücre yanıtını 

baskılıyor olabilir. Bu sonuç, mikrodizin deneyleri sonucu biyoinformatik analizler ile 

elde edilmiş olup biyolojik olarak validasyonu gerekmektedir. 

Ortak 3 miRNA’nın biyoinformatik olarak TCR sinyalizasyonu sonucunda 

özellikle anti-proliferatif etki göstermeleri ve hücre ölüm mekanizmalarından apoptoz 

yolağında özellikle anti-apoptotik genleri hedefliyor olmaları, tümör taşıyan PT ve 

REL gruplarında tümör hücreleri ile savaşma potansiyeline sahip CD8+ T hücrelerin 

fonksiyon gösteremediği ve hatta ortadan kaldırılarak bir çeşit immün kaçış 

gerçekleştiğini düşündürmüştür. Apoptoz yolağı, T hücrelerin gelişimsel süreçlerinde, 

efektör fonksiyonlarından sonra homeostazın korunmasında ve tükenmişlik 

fenotipinde önemli bir yolaktır (Murali ve Mehrotra, 2011). PT ve REL gruplarında 

ifadeleri artan mmu-miR-93-3p ve mmu-miR-3470b’nin özellikle intrinsik apoptoz 

yolağında anahtar rol oynayan anti-apoptotik BCL-2 genini hedefliyor olması ve de 

PT grubunda artış gösteren mmu-miR-30b-3p’nin anti-apoptotik BCL-2 ve BCL-XL 
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genlerini hedeflemesi, tümör hücrelerine karşı oluşan CD8+ T hücre aracılı immün 

cevapta fonksiyon gösteremeyip ortadan kaldırıldıklarını belirtiyor olabilir. Bu sebeple 

ileri analizlerde özellikle CD8+ T hücrelerin sağkalım-ölüm kaderlerini incelemek için 

apoptoz yolağındaki miRNA hedef genleri ve akışı anlamak açısından hedef genlerin 

ilişkili olduğu genler eş zamanlı PZR ile incelenmiştir. Sağlıklı kontrol grubuna göre 

PT grubunda BCL-2 ifadesinin anlamlı bir şekilde azaldığı ve REM grubunda 

ifadesinin artma trendi gösterdiği doğrulanmıştır (Şekil 3.17.). Ortak 3 miRNA ile 

gruplar arasında gösterdiği ters ifade, BCL-2’nin mmu-miR-93-3p, mmu-miR-3470b, 

mmu-miR-30b-3p miRNA’larının hedefi olma ihtimalini güçlendirmiştir. Benzer bir 

sonuç, PT grubunda ifadenin azalması ve REM grubunda artışı ile mmu-miR-30b-

3p’nin bir diğer anti-apoptotik hedef geni BCL-XL’de de gözlemlenmiştir. Anti-

apoptotik gen ifadelerinin tümör taşıyan farelerin CD8+ T hücrelerinde azalması, bu 

anti-tümör hücrelerin apoptoz aracılığıyla ortadan kaldırılmasına katkı sağlıyor 

olabilir. Daha önce miR-93-3p ve BCL-2 ilişkisi, berrak hücreli renal karsinoma 

hücrelerinin anti-miR-93-3p ile transfekte edildiği bir çalışmada, anti-apoptotik BCL-

2 ifadesinin azaldığı ve pro-apoptotik BAX ifadesinin arttığı şeklinde gösterilmiştir 

(L. Wang ve ark., 2017). miR-3470b ile BCL-2 arasındaki ilişki daha önce 

değinilmemiş olup, bu çalışma ile bu ilişki ilk kez kurulmaktadır. BCL-2’nn miR-30b-

3p’nin direkt hedefi olduğuna dair doğrulama ise miR-30b’nin prekürsör (stem-loop) 

formu ile luciferaz deneyi sonucunda HEK-293 hücrelerinde gösterilmiştir (Wei ve 

ark., 2014). Mitokondriyal apoptoz yolağında bir diğer önemli anti-apoptotik gen olan 

BCL-XL, PT grubunda artış gösteren mmu-miR-30b-3p’nin biyoinformatik olarak 

hedefi bulunması üzerine yapılan eş zamanlı PZR deneyi sonucunda miRNA ile ters 

ilişki göstererek PT grubunda anlamlı bir şekilde azaldığı ve REM grubunda tekrar 

artışa geçtiği bulunmuştur (Şekil 3.18.). Literatürde miR-30b-3p’nin apoptoz 

sürecinde BCL-XL geni üzerinden regülasyon yaptığına dair bir kanıt yoktur ve bu 

çalışma ile bu ilişki ilk kez ortaya konmuştur. Ortak 3 miRNA ve BCL-2, BCL-XL 

hedef genlerin direkt ilişkisi, ileri analizler ile de doğrulanmalıdır. Aktive edilmiş T 

hücrelerin hayatta kalma programlarının değiştiği bilinmektedir. Bu çalışma ile TNBC 

erken ve ileri evrelerinde, CD8+ T hücrelerde mmu-miR-93-3p, mmu-miR-3470b ve 

mmu-miR-30b-3p aracılığıyla BCL-2 ve BCL-XL anti-apoptotik genler baskılanarak 

apoptoz sürecinin indüklendiği dolaylı olarak gösterilmiştir. Şekil 4.3.’te 
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görülebileceği gibi apoptozun mitokondriyal yolağında BCL-2 ve BCL-XL ile direkt 

etkileşime giren, aktive edilmeleri sonucunda mitokondriden Sitokrom C salınımı ile 

apoptozom oluşumuna katkıda bulunan pro-apoptotik genler BAX ve BAK’ın deney 

gruplarındaki ifade durumları eş zamanlı PZR ile analiz edilerek CD8+ T hücrelerin 

sağkalım ve ölüm durumları incelenmiştir. 

 

Şekil 4. 3. Apoptoz yolağı (Rodrigues ve ark., 2014) 

BCL-2 ve BCL-XL ile benzer paterne sahip olarak BAX ve BAK genlerinde K 

grubuna göre PT grubunda ifade düşüşü ve de PT grubuna göre REM grubunda ifade 

artışı gözlemlenmiştir (Şekil 3.19.-20.). Mekanizma olarak, supresör BCL-2 ve BCL-

XL moleküllerinin bu gruplarda azalan ifadesi sonucu BAX ve BAK genlerinde artış 

beklenmektedir. Apoptozun ne yönde olduğunu anlamak için BAX/BCL-2 oranı 

kullanılarak, PT grubunda K grubuna göre 2,52 kat ile artış, REM grubunda PT 

grubuna göre ise 1,02 kat ile değişim göstermediği ve de REL grubunda REM grubuna 

göre 0,54 bulunmuştur. Nihai sonuç, geç apoptoz belirteci olan Annexin-V ile flow 

sitometri analizi sonucunda PT grubunda K grubuna göre anlamlı apoptoz artışı ve 
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REM grubunda PT grubuna göre anlamlı apoptoz azalışı ile splenik CD8+ T hücrelerin 

TNBC oluşumunun erken evrelerinde apoptoz yolağı aracılığıyla baskılandığını 

göstermektedir. Flow sitometri ile tümör taşıyan farelerde gözlemlenen CD8+ T 

hücrelerdeki apoptoz artışının mmu-miR-93-3p, mmu-miR-3470b ve mmu-miR-30b-

3p aracılığıyla BCL-2 ve BCL-XL genleri üzerinden regüle ediliyor olabileceği 

düşünülmektedir. Daha önce klinik veriler ile ortaya konan dolaşımdaki veya tümör 

dokusundaki CD8+ T hücrelerin varlığının iyi prognoz göstergesi olması ve sayılarının 

azalması ile hastalığın seyrinin kötü yönde etkilenmesi sonuçlarımız ile uyumludur 

(Lin ve ark., 2018; Stanton ve Disis, 2016). 

Sonuç olarak, TNBC oluşumunda apoptoz yolağı ile CD8+ T hücreler ortadan 

kaldırılmaktadır. Bu süreçte artan mmu-miR-93-3p, mmu-miR-3470b, mmu-miR-

30b-3p ifadeleri, BCL-2 ve BCL-XL hedeflerini baskılayarak fonksiyon gösteriyor 

olabilir. Üçlü negatif meme kanserinde, mmu-miR-93-3p, mmu-miR-3470b ve mmu-

miR-30b-3p tümöre karşı immün yanıtın durumunu belirleyen biyobelirteçler olarak 

kullanılabilir. Daha önce ortaya konmamış bu mekanizmanın ileri deneyler ile 

doğrulanması gerekmektedir. 
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5. SONUÇ ve ÖNERİLER 

Bu çalışma sonucunda, 

• Erken evre TNBC oluşumunda splenik CD8+ T hücrelerde anlamlı 

farklılık gösteren miRNA profilleri belirlenmiştir. 

• Tümörün gerilemesi sonucunda anlamlı değişim gösteren miRNA profili 

aydınlatılmıştır. 

• Nüks sürecine geçişte rol oynayan anlamlı miRNA profili belirlenmiştir. 

• Gruplar arası anlamlı olarak yüksek değişim gösteren mmu-miR-222-3p, 

mmu-miR-18a-5p, mmu-miR-151-5p, mmu-miR-6980-5p, mmu-miR-

19b-3p, mmu-miR-5100, mmu-miR-16-5p, mmu-miR-25-3p, mmu-

miR-30e-5p ve mmu-miR-93-5p miRNA’ları, eş zamanlı PZR ile 

doğrulanmıştır. 

• TNBC oluşum ve gelişim süreçlerinde ifadesi artan ve anlamlı olarak 

değişim gösteren ortak miRNA’lar belirlenerek, bu miRNA’lar (mmu-

miR-93-3p, mmu-miR-3470b ve mmu-miR-30b-3p), eş zamanlı PZR ile 

doğrulanmıştır. 

• Gruplar arasındaki ortak miRNA’ların tahmini hedef genlerinin özellikle 

TCR sinyal yolağı ve apoptoz yolağında rol aldıkları tespit edilmiştir. 

• TNBC’li farelerde ifadeleri artan ortak miRNA’ların apoptotik süreçte 

hedefledikleri BCL-2 ve BCL-XL genlerinin eş zamanlı PZR ile bu 

örneklerde ifadelerinin azaldığı doğrulanmıştır. 

• TNBC oluşum sürecinde CD8+ T hücrelerin apoptoza uğradıkları 

doğrulanmış ve ortak 3 miRNA’nın bu süreci regüle ediyor olabileceği 

gösterilmiştir. 

TNBC oluşum, remisyon ve gelişim süreçlerinde splenik CD8+ T hücrelerde 

önerdiğimiz mekanizma Şekil 5.1.’de yer almaktadır. 
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Şekil 5. 1. Çalışma sonucunda TNBC sürecinde önerilen mekanizma 

3 ortak miRNA’nın, TNBC’li farelerde CD8+ T hücrelerin apoptoz sürecine 

etkileri daha ileri deneyler ile aydınlatılmayı gerektirmektedir. Bu bağlamda, ileride 

yapılması planlar deneyler şu şekildedir; 

• CD8+ T hücrelerde apoptoz sürecini BCL-2 ve BCL-XL genleri 

üzerinden düzenlediği düşünülen 3 ortak miRNA’nın lusiferaz deneyi ile 

hedef gen ilişkileri doğrulanacaktır. 

• 3 ortak miRNA’nın CD8+ T hücrelerdeki apoptoz yolağı üzerine etkileri 

mimic ve inhibitör transfeksiyon sonucu mRNA ve protein düzeyinde 

gösterilecektir. 

• İleri evre TNBC grubunda apoptoz süreci flow sitometri ile 

doğrulanacaktır. 
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• Doğrulamalar sonucunda TNBC hasta örneklerinde 3 ortak miRNA’nın 

ifade durumu araştırılacaktır. 

• Üçlü negatif meme tümörü mikroçevresinde bulunan CD8+ T hücrelerin 

ortak 3 miRNA ve hedef genlerinin ifade durumu analiz edilecektir. 
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ÖZET 

Meme Tümörlerinde Adaptif İmmün Sistemde Meydana Gelen Moleküler 

Değişikliklerin miRNA Düzeyinde Araştırılması 

Dünya genelinde kadınlarda en sık görülen kanser tipi olan meme kanseri, kompleks ve 

heterojen bir hastalıktır. Üçlü negatif meme kanseri alt tipi, meme kanserlerinin yaklaşık 

%15’ini oluşturur ve kemoterapi, PARP inhibitörleri ve immün kontrol noktası inhibitörleri 

gibi sistemik tedavi seçenekleri olmasına karşın hala en agresif ve en kötü prognoz gösteren 

meme kanseri alt tipidir. Son yıllarda meme kanseri ve immün sistem ilişkisi ile ilgili yapılan 

çalışmalar ışığında meme kanserinin immünolojik olarak sessiz bir kanser tipi olmadığı, alt 

tipler bazında immünolojik olarak tanımlanabileceği belirtilmiştir. Üçlü negatif meme kanseri 

alt tipinde ise tümöre karşı immün cevabın ortaya çıktığı ancak çeşitli mekanizmalar ile 

baskılandığı vurgulanmaktadır. İmmün sistem hücrelerinin regülasyonunda, 19-24 nükleotit 

uzunluğunda çoklu hedef genlerin düzenlenmesi yoluyla çeşitli hücresel yolaklarda 

düzenleyici rol oynayan kodlanmayan kısa RNA molekülleri (mikroRNA ya da miRNA) etkin 

rol almaktadır. Meme kanserinin de içinde bulunduğu solid tümörler ve immün sistem ilişkisi 

ile ilgili çalışmalar olmakla birlikte, meme kanseri immünolojisinde immün hücreler açısından 

miRNA çalışmaları oldukça kısıtlıdır. Bu doktora tez çalışmasında, fare modelinde üçlü 

negatif meme kanserinin oluşum ve gelişim süreçlerinde immün sistemde meydana gelen 

değişimleri incelemek amacıyla, immün sistem hücrelerinden tümör hücreleri ile savaşta en 

etkin hücre grubu olan CD8+ T lenfositlerin miRNA profilleri mikrodizin yöntemi ile 

belirlenmiştir. TNBC oluşum, remisyon ve tekrar ortaya çıkış sürecini temsil eden ve de 

kontrol örneklerini içeren dört farklı grupta belirlenen miRNA ifade profilleri ile mmu-miR-

93-3p, mmu-miR-3470b ve mmu-miR-30b-3p’nin gruplar arasında ortak bir şekilde 

istatistiksel olarak anlamlı ifade değişimi gösterdiği bulunmuştur. Belirtilen ortak 3 

miRNA’nın eş zamanlı PZR ile doğrulamaları yapılarak özellikle tümör oluşumu ve 

gelişiminde ifadelerinin arttığı, kontrol ve remisyon gösteren grupta ise ifadelerinin düşük 

olduğu tespit edilmiştir. miRNA hedef genleri ve zenginleştikleri yolaklar incelenerek 

özellikle BCL-2 ve BCL-XL anti-apoptotik genleri üzerinden CD8+ T lenfositlerin apoptoz 

sürecini regüle ettiği bulunmuştur. Eş zamanlı PZR ve Annexin-V deneyi sonucunda miRNA 

hedef genleri BCL-2 ve BCL-XL’nin tümör oluşumunda CD8+ T hücrelerde ifadelerinin 

azaldığı ve erken evre tümör oluşum grubunda CD8+ T hücrelerin apoptoz ile ortadan 

kaldırıldığı gösterilmiştir. Ek olarak, ortak 3 miRNA’nın ifadelerinin azaldığı tümörün 

kaybolduğu remisyon grubunda ise hedef genlerin ifadelerinin artarak apoptoz sürecinin 

baskılandığı bulunmuştur. Sonuç olarak, üçlü negatif meme kanseri oluşumunda, mmu-miR-

93-3p, mmu-miR-3470b ve mmu-miR-30b-3p, tümör hücrelerinin immün sistem baskısından 

kaçışında tümör hücrelerine karşı CD8+ T hücre cevabını apoptoz üzerinden regüle ederek 

immünolojik biyobelirteç olma potansiyeline sahiptir. 

Anahtar Sözcükler: Üçlü negatif meme kanseri, Adaptif immün sistem, CD8+ T lenfosit, 

miRNA, mikrodizin 
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SUMMARY 

Investigation of Molecular Changes Occurring in Adaptive Immune System in Breast 

Tumors at miRNA Level 

Breast cancer, the most common type of cancer in women worldwide, is a complex and 

heterogeneous disease. The triple-negative breast cancer subtype accounts for approximately 

15% of breast cancers and is still the most aggressive and poorly prognostic breast cancer 

subtype, despite the availability of systemic treatment options such as chemotherapy, PARP 

inhibitors, and immune checkpoint inhibitors. Recent studies on the relation between breast 

cancer and the immune system have indicated that breast cancer is not an immunologically 

silent cancer type and can be defined immunologically on the basis of subtypes. It is 

emphasized that the immune response against the tumor arises but is suppressed by various 

mechanisms in the triple negative breast cancer subtype. Non-coding small RNA molecules 

(microRNA or miRNA) play a regulatory role in various cellular pathways through the 

regulation of multiple target genes in the immune system cells. Although there are various 

studies on the relation between solid tumors, including breast cancer, and the immune system, 

miRNA profiling studies in breast cancer immunology in terms of immune cells are very 

limited. In this study, miRNA profiles of CD8+ T lymphocytes, which are the most effective 

immune system cell group in destroying tumor cells, were determined by microarray analysis 

to examine the changes in the immune system during the formation and development of triple 

negative breast cancer in a mouse model. The miRNA expression profiles were determined in 

four groups consisting of control, TNBC formation (primary tumor), regression and 

recurrence. It was found that mmu-miR-93-3p, mmu-miR-3470b, and mmu-miR-30b-3p were 

common significant differential expressed miRNAs. After the validation of these miRNAs by 

qPCR analysis, it was confirmed that their expressions increased especially in primary tumor 

and relapse groups while their expressions were low in the control and remission groups. 

miRNA target genes and enrichment analysis indicated that CD8+ T lymphocytes regulate the 

apoptosis, especially through targeting BCL-2 and BCL-XL anti-apoptotic genes. As a result 

of qPCR and Annexin-V experiments, the miRNA target genes BCL-2 and BCL-XL were 

decreased in CD8+ T cells in primary tumor group, and CD8+ T cells were removed by 

apoptosis in primary tumor group. In addition, it was shown that the expression of target genes 

increased, and the apoptosis process was suppressed in the remission group. In conclusion, 

mmu-miR-93 3p, mmu-miR-3470b and mmu-miR-30b-3p may play a role in the immune 

escape of tumor cells in the early and advanced stages of triple negative breast cancer through 

apoptosis and have the potential to be immunological biomarkers for CD8+ T cell response 

against tumor cells. 

Keywords: Triple negative breast cancer, Adaptive immune system, CD8+ T lymphocyte, 

miRNA, microarray 
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EKLER 

Ek-1 Etik Kurul Raporu 
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Ek-2 RNA Örnekleri Agaroz Jel Görüntüsü 
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Ek-3 Mikrodizin %P Değerleri 

Mikrodizin %P Değeri 

K-1 18.5 

K-2 19.9 

K-3 19.9 

PT-1 20.7 

PT-2 23.6 

PT-3 25.7 

IA-1 20.2 

IA-2 26.3 

IA-3 22.2 
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Ek-4 Gruplar Arası Anlamlı İfade Değişimi Gösteren miRNA’ların Eş Zamanlı 

PZR ile Doğrulanması 

 

Mikrodizin verilerine göre K ve PT grubu arasında eş zamanlı PZR ile doğrulanan miRNA’lar 

 

Mikrodizin verilerine göre PT ve REM grubu arasında eş zamanlı PZR ile doğrulanan miRNA’lar 
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Ek-4 Devam. Gruplar Arası Anlamlı İfade Değişimi Gösteren miRNA’ların Eş 

Zamanlı PZR ile Doğrulanması 

 

Mikrodizin verilerine göre REM ve REL grubu arasında eş zamanlı PZR ile doğrulanan miRNA’lar 




