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1. GIRIS

1.1. Meme Kanseri

Meme kanseri, diinya genelinde ve tilkemizde kadinlarda en sik goriilen ve en
cok 6lume sebep olan kanser turidir (Arnold ve ark., 2022). 2020 yilindaki 2.26
milyon vaka ve 685 bin 6lumlu vaka sayisinin, 2030 yilinda 2.74 milyon ve 857 bin
sayilarina ulagsmasi 6ngorilmektedir (Sung ve ark., 2021). Meme kanseri vakalarinin
%85-90°1 cevresel ve yasa bagli olarak sporadik sekilde meydana gelirken, vakalarin
%10-15’1 kalitsal olarak 6zellikle BRCA1 ve BRCA2 genlerindeki mutasyonlardan
kaynaklanmaktadir (Hasson ve ark., 2020). Hastalarin yasam siireleri Ozellikle
hastaligin yayilimi ile iliskilendirilebilir. Amerika Birlesik Devletleri 2022 yili
verilerine gore, lokal evrede 5 yillik sagkalim %99’dur ve bu evredeki hastalarin %65’
tedavi sans1 bulmaktadir. Lenf nodu yayilimi olan hastalarda 5 yillik sagkalim %86
iken, uzak organ metastazi olan hastalarda bu oran %29’a diismektedir (Cancer.Net,
Erisim Tarihi: 17.11.2022). Meme kanserinin standart tedavileri arasinda cerrahi,
radyoterapi, kemoterapi, hormonal tedavi, hedefe yonelik tedavi ve tedavi sahasina
son yillarda giren immiinoterapi yer almaktadir (Kumar-Tyagi ve Dhesy-Thind, 2018).
Meme kanserinin morfolojik farklilig1 ve kompleks molekiiler yapisi, heterojeniteye
sebep olmakta ve tedavi siireclerini zorlastirmaktadir. Bu sebeple, hastalara etkin
tedavi segenekleri uygulayabilmek icin histolojik ve molekiiler siniflandirmalar ile

meme kanseri alt tipleri tanimlanmistir (Viale, 2012).

1.1.1. Meme Kanseri Alt Tipleri ve Tedavi Yaklasimlari

Meme kanseri genetik ve klinik olarak heterojen bir hastaliktir. Bu heterojenligi
standardize etmek icin meme kanseri smiflandirma sistemleri gelistirilmistir. Bu
siniflandirma semalari, tedavi ve prognoza yardimci olmak i¢in kullanilan bir araca

dontismistUr.



Tim meme kanseri vakalarinin yaklasik %98’ini olusturan karsinomlar,
epitelyal hiicrelerden koken alir (Zubair ve ark., 2021). Histolojik simiflandirilmas,
meme dokusunda lokal olarak kalmasi veya yayilimina gore in situ karsinom ve
invaziv karsinom olarak kategorize edilir. Bunun yan sira, sitolojik 6zelliklerine gore
stit kanallarinda bulunan luminal epitelyal hiicrelerden koken almasi durumunda
duktal karsinoma, siit sentezini saglayan epitelyal hicrelerden koken almasi

durumunda lobular karsinoma olarak alt siniflara ayrilir (Tsuda ve ark., 2020).

Meme kanserinin patofizyolojik davranisini sadece niikleer derece, mitotik
indeks, histolojik derece gibi morfolojik siniflandirma ve timdr boyutu, lenf nodu
tutulumu, metastaz gibi klinik patolojik parametreler ile tahmin etmek teshis ve
tedavisi agisindan yetersiz kalmistir. Bu sebeple gelisen molekiiler teknikler sayesinde
meme kanserinin molekiiler modelleri birgok ¢alisma ile analiz edilmis ve giiniimiizde
hastaligin tan1 ve tedavisinde kullanilan molekiiler siniflandirma buyik Olcude

olusturulmustur (Zubair ve ark., 2021).

Molekdiler dizeyde siniflandirma c¢alismalar1 ilk olarak immunohistokimya
yontemi ile hormon duyarli, insan epidermal blyiume faktori reseptér 2 (HER2) ve
ticlii negatif meme kanseri (TNBC) olarak 3 gruba siiflandirilmistir. Hormon duyarlh
alt tip, Ostrojen reseptér (ER) veya progesteron reseptdr (PR) ifade eden, bununla
birlikte HER2 ifade durumu negatif ya da pozitif olan meme timorlerini belirtirken,
HER2 alt tipi, hormon reseptorleri ifade etmeyen ve HER2 ifadesi gdsteren meme
kanserleridir. TNBC, 3 biyobelirte¢ protein ifadesi gostermeyen meme kanserlerinin
en agresif alt tipidir (Malhotra ve ark., 2010). Mikrodizin teknolojisi ile yapilan gen
ifade analizleri ile klinik veriler karsilagtirtlip Luminal A, Luminal B, HER2 pozitif,
bazal benzeri (BL), normal meme benzeri, claudin-diisiik ve molekiler apokrin olmak
tizere 7 ¢esit molekiiler alt tip tamimlanmistir (Bastien ve ark., 2012; Perou ve ark.,
2000; Reis-Filho ve Pusztai, 2011; Sgrlie ve ark., 2001).

Alt tipler biyobelirte¢ ve ila¢ hedefi olarak tedavi siiregleri agisindan biiyiik

Onem tasimaktadir. Luminal A, en yaygin alt tip olup yeni teshis edilen meme kanseri



vakalarinin yaklasik yarisini olusturur. Luminal A tip meme kanserleri, diisiik
histolojik dereceli ve tlim alt tipler icerisinde en iyi prognoza sahip alt tiptir. Luminal
A alt tipinin ifade profili immunohistokimyasal olarak, ER pozitif, PR>%20, HER2
negatif ve proliferasyon indeksi olan Ki67<%20 olarak tanimlanmistir. Luminal B alt
tipi, Luminal A’ya gore daha yiiksek histolojik dereceli ve daha kétli prognoza sahiptir.
Luminal B profili, ER+, PR<%20 ve/veya HER2+ ve/veya Ki67>%20 seklinde ifade
gosterir. Luminal alt tipler, tamoksifen gibi secici ER baskilayicilari ya da anastrozol
gibi aromataz inhibitorlerini iceren sistemik hormonal tedavilerden fayda goriirler. EK
olarak, Ki67 ifadesinin daha yiiksek olmasi ile Luminal B alt tipinde kemoterapi de
tedavi segenekleri arasindadir (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
olusturur ve Kklinik olarak agresif bir alt tiptir. ER ve PR ifadesi gostermezken yiiksek
dizeyde HER2 ve Ki67 ifadesi gosterir. Tedavi edilmediginde kotii prognoz ve
metastaz yapabilme egilimi gosteren HER2 pozitif alt tip, HER2 reseptoriinii
hedefleyen transtuzumab, pertuzumab gibi monoklonal antikorlarin ve lapatinib gibi
kicik molekillerin kemoterapi ile kombine kullanimlari sonucunda hastalara
ortalama 5 yillik genel sagkalim avantaji saglamistir (Ferrando-diez ve ark., 2022;

Martinez-Séez ve Prat, 2021).

Normal meme benzeri alt tip, tiim meme karsinomlarinin yaklasik %5-10'unu
olusturur. ER, PR ve HER2 ekspresyonu olmadigi i¢in TNBC olarak da
smiflandirilabilir ancak CK5 ve epidermal biylme faktor reseptorii (EGFR) ifadesi
gostermediginden bazal benzeri kanserler olarak kabul edilmezler (Yersal ve Barutca,
2014). Claudin-disiik alt tip, ER, PR ve HER2 ifadesi gdstermemelerinden dolay1
TNBC alt tiplerinden biri olarak tanimlanir. Bu alt tip, epitelyal mezenkimal gegis
stirecinde ve kok hucrelerde ylksek ifade gosteren claudin 3, 4, 7, okludin ve E-
cadherin dahil olmak Uzere adezyon genlerinin diisiik ifadesi ile karakterize edilirler
(Reis-Filho ve Pusztai, 2011; Yersal ve Barutca, 2014). Molekiiler apokrin, ER negatif,

androjen reseptorii (AR) pozitif ve HER2 proteininin siklikla asir1 ekspresyonu



(~%30) ile karakterize edilen nadir gorulen bir meme kanseri alt tipidir (Vranic ve ark.,
2017). Normal meme benzeri, claudin-diisiikk ve molekiiler apokrin alt tiplere spesifik
Klinikte heniliz onaylanmis bir sistemik tedavi segenegi bulunmamakta, bu nedenle

genel olarak kemoterapi ajanlari ile tedavi edilmeye ¢alisiimaktadir.

Immiinohistokimyasal olarak TNBC &zelliklerine biiyiik dlciide benzeyen bazal
benzeri meme kanseri, epidemiyolojik verilere gore tiim meme kanseri hastalarinin
yaklagik %15-20'sini olusturur (Garrido-Castro ve ark., 2019). Agresif ve koti
prognoz sergileyen BL alt tip, diger alt tipler ile kiyaslandiginda BL hastalarinin
hayatta kalma siireleri daha kisadir ve tanidan sonraki ilk 5 yil iginde 6liim orani
%40't1ir (Gluz ve ark., 2009; Zhang ve ark., 2015). BL tiimérler, ER, PR ve HER2’yi
ifade etmezken, CK5, CK14, CK17 ve laminin gibi ylksek seviyelerde bazal
miyoepitelyal belirtegleri ifade ederler. Ayrica P-kadherin, fasin, caveolin 1 ve 2, alfa-
beta kristalin ve EGFR’yi asir1 ifade ederler (Heitz ve ark., 200h9).

Tim genom sekanslama c¢aligmalar, TNBC hastalarinin timorlerindeki
heterojeniteyi ortaya koymustur. Bu ¢alismalar sonucunda gen ifadesi ve ontolojisi
temelinde TNBC, 6 alt tipe siniflandirilmistir. BL1 ve BL2 alt tipleri, hiicre déngusu,
MET ve EGF genleri agisindan zenginken, immunomodulator (1IM) alt tipte, immin
sistem yolaklar aktiftir. Luminal androjen reseptorii (LAR) alt tipi, artmis androjen
ifadesi ve metabolizmasini temsil eder. Mezenkimal benzeri (ML) ve mezenkimal kok
hiicre benzeri (MSL) alt tipler ise hiicre farklilagsmasi ile iligkili genlerin yiiksek
ifadelerini gosterirler (Lehmann ve ark., 2011). Jézéquel ve ark. (2015) yaptigi bir
calismada, immiin metagen verileri, C1 (LAR), C2 (diisiik immiin yanit ancak yiiksek
M2 benzeri makrofajlara sahip BL) ve C3 (yiliksek immiin yanit ancak diisiik M2
benzeri makrofajlara sahip BL) olmak {izere TNBC’yi 3 alt immin tipte

gruplandirmistir.

Belirlenen TNBC genomik profilleri giinimiizde tam olarak tedavi semalarina
dontisememistir. TNBC, morfolojik, molekiiler ve klinik heterojenligi ve hedefe

yonelik sistemik tedavilerin olmamasi nedeniyle klinik agidan zor bir timér grubudur.



TNBC hastalar, belirteg reseptorlerin eksikligi nedeniyle endokrin veya HER2 hedefli
ilaclardan fayda gormezler. Bu sebeple, TNBC hastalarinin standart sistemik tedavisi,
kemoterapidir. Taksan ve antrasiklinlere en iyi yanit1 veren alt tip olmasina ragmen
hastalarin %30 ’undan daha az1 tam yanit gosterir ve diger alt tiplere gore daha yiiksek
niiks ve 6liim orani sergiler (Garrido-Castro ve ark., 2019). Buna ek olarak, metastatik
TNBC hastalarmin sistemik tedavi rejimlerinde platin bazli kemoterapi ve BRCA1/2
mutasyonlar1 olan hastalarda PARP inhibitorleri de kullanilabilmektedir (Fragomeni
ve ark., 2018; Yam ve ark., 2017). Son olarak, sistemik tedavi se¢enekleri arasina
akciger kanseri ve melanoma hastalarinda 6nemli sagkalim avantaji saglayan immiin
kontrol noktasi inhibitorleri de girmistir. 2019 yilinda IMpassion130 klinik ¢alismasi
sonucunda PD-L1 immiin kontrol noktasi molekiilii ifade eden TNBC hastalari igin
immiin kontrol noktasi1 antikoru (atezolizumab) ile paclitaxel kombinasyonu, hizli
kullanim onay1 almis olsa da IMpassion131 ¢alismasi sonucunda sagkalim avantajt
acisindan fark olmadigi ortaya konmus ve endikasyon geri ¢ekilmistir (Miles ve ark.,
2021; Schmid ve ark., 2018; Simmons ve ark., 2020). Daha sonra KEYNOTE-355
calismasi, PD-L1 pozitif ve kombine pozitif skor (CPS)>103,21 olan metastatik
TNBC'li hastalarda tek basina kemoterapiye kiyasla PD-1 antikoru (pembrolizumab)
ile kombine tedavinin, sagkalim avantajini ortaya koymasi iizerine 2020 yilinda
adjuvan tedavi olarak onay almistir (Cortes ve ark., 2020). TNBC hastalarinda
uygulanan sistemik tedaviler tiim hasta profiline uymamakta ve tedavi alan hastalarin
biiyilk ¢ogunlugu tedavilerden fayda goérmemektedir. Bu sebeple, TNBC’nin
molekiler 6zelliklerinin belirlenip standardize edilmesi, tumorlerin i¢ ve dis
cevrelerindeki spesifik degisikliklerin ortaya konmasi, yeni tedavi yaklagimlarinin

gelistirilmesi acisindan 6nem arz etmektedir.

1.2. immiin (Bagisikhk) Sistem

Immiin sistem, i¢ ve dis patojenlere kars1 organizmay1 koruyan, genis hiicre,
organ ve protein agindan olusan kompleks bir savunma mekanizmasidir. Immiin

sistemi Onemli kilan, organizmanin kendisinden olmayan patojen ve hiicreleri



tantyabilme ve ortadan kaldirabilme 6zelligidir. Immiin sistem mikrobiyal, toksik veya
alerjenik yapilarin taninma mekanizmalarina gére memeli konak¢ida mevcut olmayan,
birgok mikrop ve toksinler tarafindan paylasilan molekiilleri dogustan gelen
mekanizmalar ile taniyan dogal (innate) bagisiklik sistemi ve somatik olarak gen
diizenleme mekanizmalar1 ile 6zgiin yapilar i¢in spesifite saglayan kazanilmis

(adaptif) bagisiklik sistemi olmak iizere iki genel gruba ayrilir (Chaplin, 2010).

1.2.1. Dogal (Innate) immiin Sistem

Bir patojene kars1 ilk tepki dogal immiin sistem tarafindan gerceklesir. Dogal
immiin sistem tarafindan kullanilan tanima molekiilleri, ¢ok sayida hiicrede ifade
edildiginden, bir patojen ya da toksinle karsilasildiktan sonra uyarilir ve boylece ilk
konak tepkisini olusturur. Cilt ve mukoza gibi anatomik bariyerlerden kacan
patojenler, patojen iliskili molekiiler paternler (PAMP) olarak bilinen ortak yapilari ile
dogal bagisiklik sistemi hiicrelerinin patern tanima reseptorleri (PRR) araciligiyla
taninir. Dogal immiinite sistemine en iyi 6rnek, memeli hiicrelerinde bulunmayan
ancak gram negatif bakterilerin hicre duvar yapisinda yer alan lipopolisakkarit
molekdllerinin PRR’lerden biri olan Toll-like reseptor 4 ile taninmasidir (Mazgaeen
ve Gurung, 2020).

Dogal bagisiklik sistemi ¢ok sayida hiicre, sitokin, kemokin ve kompleman
sistemi tarafindan diizenlenir. Bunlar makrofajlar, notrofiller, dendritik hiicreler, mast
hiicreleri, bazofiller, eozinofiller, dogal 6ldiiriici (NK) hiicreler ve dogal lenfoid
hlcrelerdir. Makrofajlar ve noétrofiller fagositler olarak gorev alir. Bu hicreler,
patojenleri yutma (fagositoz) ve ¢esitli yollarla 61diirme islevine sahiplerdir. Fagositik
oOzelliklerine ek olarak nétrofiller, patojenlerin ortadan kaldirilmasina yardimer olan
grandller ve enzimler icerir. Kisa omiirlii olan nétrofillerin aksine makrofajlar uzun
Omurlu htcrelerdir ve adaptif immin sistemin uyarilma sirecinde T lenfositlere
antijen sunumunda da rol oynarlar (Silva ve Correia-Neves, 2012). Dendritik hticreler

antijen sunan hiicreler (APC) olarak islev gormeleri sebebiyle dogal ve kazanilmis



immiin sistem arasindaki haberciler olarak gorev alir. Bu islevleri ile kazanilmis
immiin yanit1 baglatirlar (L. Song ve ark., 2018). Mast hucreleri ve bazofiller alerji ve
astim gibi akut inflamatuvar yanitlarin baslatilmasinda etkilidir. Mast hiicreleri
genellikle kan damarlarin1 ¢evreleyen bag dokuda ve mukozal yiizeylerde yaygin
olarak bulunurken, bazofiller dolasimda bulunur. Eozinofiller, fagositik ¢zelliklere
sahip olan ve genellikle fagosite edilemeyecek kadar buyik olan parazitlerin yok
edilmesinde énemli rol oynayan grandilositlerdir (Stone ve ark., 2010). NK hicreleri,
timor hiicreleri ve viris ile enfekte olmus hiicrelerin yok edilmesinde biiyiik rol oynar.
Hedef hicrelerde apoptozu uyaran perforin ve granzim sitotoksik mekanizmasi ile
enfekte veya timor hiicrelerini 6liime gotiiriir. Ayrica efektif immiin yanit i¢in 6nemli
bir sitokin olan interferon-gamma (IFN-y) salgilayarak APC’leri ve makrofajlari
aktive eder (Paul ve Lal, 2017). Dogal lenfoid hiicreler, adaptif immdin sistem hticreleri
T ve B lenfositler ile ayni ortak progenitdr hiicreden meydana gelirler ancak T veya B
hlicre reseptorleri eksprese etmezler. Daha ¢ok dokularda ve mukozal bélgelerde
yerlesiklerdir. Salgiladiklar1 sitokin profiline gére 3 gruba ayrilirlar. Tip 1 dogal
lenfoid hiicreler, tip 1 bagisiklik tepkisinde yer alan imza sitokin IFN-y ve ana
transkripsiyon faktori T-bet ekspresyonu ile tanimlanir. Tip 2, tip 2 bagisiklik
tepkisine katilan imza sitokin IL-5/IL-13'Un ve ana transkripsiyon faktori GATA3
ifadesi ile karakterize edilir. Tip 3, RORyt eksprese eden hiicrelerdir ve bagirsak
homeostazini siirdiirmek igin IL-22 ve IL-17 Uretebilirler (Zheng ve Zhu, 2022).

1.2.2. Kazamlmis (Adaptif) immiin Sistem

Dogal bagisiklik sistemi enfeksiyonel ajanlar1 ve tiimor hiicrelerini ortadan
kaldirmada her zaman basarili olamayabilir. Bu gibi durumlarda antijen sunan hiicreler
tarafindan T lenfosit aracilt hiicresel bagisiklik ve B lenfosit aracili humoral bagigiklik
uyarilarak adaptif immdin sistem devreye girer. Adaptif immdan sistemin esas islevleri,
kendi olmayan (non-self) spesifik antijenleri tanimak, bu antijenlere 6zgi spesifik

efektdr immiin yanit olusturmak, immiin yanit esnasinda kendi hiicrelerine (self) zarar



vermemek ve de antijene spesifik immiinolojik hafiza gelistirmek seklinde

siralanabilir (Bonilla ve Oettgen, 2010).

1.2.2.1 Humoral immiinite

Humoral bagisikligin esas aktorleri B lenfositler ve bu hicrelerin uyarilmasi
sonucu olusan plazma hiicreleri tarafindan iretilen antijenlere spesifik
immunoglobulin yapidaki antikorlardir. B lenfositlerin gelisimi, primer lenfoid organ
olan kemik iligindeki hematopoietik kok hicrelerden baslar ve dalakta son
olgunlasamaya kadar devam eder. B hiicre reseptoriiniin (BCR) olusturulmasi, ifadesi
ve sinyalizasyonuna yol agan bir dizi gelisimsel ilerleme meydana gelir. Kemik
iliginde pro-B ve pre-B evrelerinde agir (H) ve hafif (L) zincir immiinogloblin genleri
yeniden dizenlenir ve ylzey IgM eksprese edilir. Ayrica merkezi tolerans adi verilen
stirec ile kemik iliginde kendinden olan hiicrelere giiclii bir sekilde baglanma gosteren
olgunlasmamis B hiicreleri apoptoz ile ortadan kaldirilir. Saf (naive) B hicreleri,
sekonder lenfoid organ olan dalakta pozitif ve negatif secim ile kendi hicrelerine
reaktif olmayan, immiin yeterliligi olan bir repertuvarini olusturmak ig¢in ileri
gelisimsel ve olgunlagma siireglerine tabi tutulur. B hiicrelerin toleransi i¢in apoptoz,
fonksiyonel inaktivasyon (anerji) ve immiinoglobulin degisken (V) bdlgelerinin
yeniden diizenlenmesiyle antijen 6zgiilliigliniin degistirilmesi gibi birgok mekanizma
vardir. Olgunlasmamis B hiicreleri dalakta son olarak IgD ve IgM'yi birlikte eksprese
eden olgun B hicreleri haline gelir (Edry ve Melamed, 2004; Monroe, 2006; Pelanda
ve Torres, 2012; Rolink ve ark., 2001).

B hiicreleri, T hiicrelerden farkli olarak APC’ler iizerinde bir major
histocompatibility complex (MHC) molekiilii tarafindan antijenlerin sunumuna
ihtiya¢c duymadan ¢Ozunur (soluble) antijenleri, membran immunoglobulinleri olan
BCR ile yakalayarak cevap olusturabilirler. Antijen baglanmasi ve aktivasyonunun
ardindan proliferasyona ugrayan B lenfositler ya diisiik afiniteli antikorlar1 hizl1 bir

sekilde salgilayan ekstrafolikiiler plazmablast haline gelir ya da sekonder lenfoid



organlarda bulunan germinal merkeze girer. Antijenlerin konsantre edildigi
germinal merkeze giren B hicresi, somatik hipermutasyon ve afinite
olgunlagmasindan geger. Afinite ile olgunlasan B hiicreleri plazmablastlara ya da
hafiza hiicrelerine doniisebilir. Erken yanitta yer alan ekstrafolikiiler plazmablastin
aksine, bu plazmablastlar yiiksek afiniteli antikorlar salgilar (Heesters ve ark.,
2016; Yuseff ve ark., 2013). Ek olarak, B lenfositler BCR ile yakaladiklari
antijenleri hiicre i¢ine alarak, simif II HLA proteinlerinde hiicre yiizeylerinde
sunulmak tizere isleyebilirler. Antijen alimi, simif II HLA, CD80 ve CD86
ifadelerini indikler. Hicre yuzeyindeki bu kostimulator molekiller ve antijen
tagtyan smif II HLA kompleksi ile B lenfositler, antijen sunan hiicreler gibi

davranarak T lenfositlerin aktive edilmesine katki saglarlar (Popi ve ark., 2016).

1.2.2.2 Hiicresel immiinite

Hiicresel bagisiklik yaniti, homeostazin ve immiinolojik hafizanin olusturulmasi
ve surdirilmesinde rol oynayan T lenfositler tarafindan yonetilir. T lenfositler, B
lenfositler gibi kemik iligindeki hematopoietik kok hiicrelerden farklilagan lenfoid
progenitor hiicrelerden koken alir. T lenfositler, patojenlerden, timor hucrelerinden ve
gevreden cesitli antijenleri tanima potansiyeli bulunan kendilerine 6zgi T hiicre
reseptorleri (TCR) ifade ederler ve TCR ifadesinin kontroli, CD4+ ve CD8+ alt tiplere
farklilasmasi ve kendi hiicrelerine tolerans gostermesi igin egitildigi yer, primer
lenfoid organ olan timustar (Miller, 1961). T hucrelerin timustaki gelisimi, Sekil
1.1.’de goriilebilecegi gibi lenfoid progenitor hicrelerin timusa girisi, timiis korteks
bolgesinde CD4+ CD8+ cift pozitif (DP) timositlerin Gretilmesi, DP timositlerin
medulla epitel hiicreleri (mTEC) ile etkilesimi sonucunda olgun CD4+ ve CD8+ tek
pozitif (SP) T lenfositlerin olusumu ile sekonder lenfoid organlara gocii seklinde

dinamik ve ¢ok basamakli bir stirectir (Famili ve ark., 2017).
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Sekil 1.1. T lenfositlerin gelisimsel siirecleri

T lenfositlerin gelisimsel siiregleri oldukca calisilmis olup her asamadaki

hicrelerin yizey belirte¢ molekulleri Sekil 1.2.’de gosterildigi gibi detayli bir sekilde

tanimlanmistir. Gelisimsel siirecler ve immiin fenotipler, insan ve fare arasinda

oldukca benzerdir (Halkias ve ark., 2014)

10



imm mat
CD4*CD8*
SP SP
CD4-CD8CD3 pre-sel post-sel () () oo«
DP DP = CEe
FARE ISP
DN1 DN2 DN3 DN4 O O B . co&
O CD3®  CD3+ ~/  cos*
. TCRaf® TCRap"
O QO O O CD8*  cpes: cCDeg* CD3*  CD3
cp117+ CD117+ CD117° cD117-  CD4 TCRaf" TCRop"
CD44+ CD44+ CD44- CD4as- _CD3° CD69*  CDege
CD25° CD25* CD25*+ ©D25 TCRap HSAN HSA®
TCRp* Qa2 Qa2+
5
selection positive
INSAN FrroosSsssesansessss selection
0 98 O ¢ 4 e
CD34* CD34* CD34* ? @ @ 2
CD38- CD38* CD38* coze O O o = CD8"
CD1as CDi1a TCRp*© +
CDia* CD4 CD3»  CD3*
CD8  TCRaf® TCRaf¥ ~.  CD4
CD34  cpes- CDE9* <’  cosr
TCRB*  cpta*  CcD27¢
CD1a* CD1a+ CD3* CD3*
TCRapM TCRofM
CD69*  CD69
CD27+  CD27%"
CD1a* CD1a
CD45RA" CD45RA*

Sekil 1.2. T lenfositlerin gelisimsel siiregleri boyunca sergiledikleri yilizey belirtecleri (Halkias ve ark.,
2014)

Olgun ve saf T lenfositler, antijenlerle karsilagsmak iizere lenf nodlar1 ve dalakta
konumlanmistir. Sekonder lenfoid organlar, antijen yiiklii olgun dendritik hiicrelerin
toplandig1 bolgelerdir. T lenfositler, lenf nodlarimin parakorteks bdlgesinde
bulunurken, dalakta beyaz pulpa (white pulp) bolgesinde bulunan T hiicre zonunda yer

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

T hiicrelerin bir antijene kars1 efektdr fonksiyon gosterebilmesi i¢in dncelikle
APC’ler tarafindan antijenin bu hiicrelere tanitilmasi gerekmektedir. Dogal immiinite
tarafindan PAMP’lar1 taniyan patern tanima reseptorleri (PRR) dendritik hucreler
uzerinde de bulunur. PAMP ve PRR yapilarinin birlegsmesi, dendritik hiicrelerin
olgunlagmasin tetikler ve kostimulator molekiilerin ifadesinin artmasina yol agar
(Kabelitz ve Medzhitov, 2007). MHC molekdlleri (zerinde antijenlerin sunumu,
antijenlerin hiicre icerisine alinarak islendigi bir dizi siireci igerir. Hiicre i¢ine alinan

antijenler, MHC I ile sunum igin proteazomlar tarafindan 8 - 10, MHC 11 ile sunum
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icin lizozomlar tarafindan 13 - 18 amino asit uzunluga indirgenir. Endoplazmik
retikulumda, antijenik peptit yapisi, MHC | molekilunde bulunan spesifik antijen
oluklarima yerlestirilir. Bu siireg, MHC II molekiilleri i¢in endozomlarda gerceklesir.
Lenf nodunda antijen-MHC | veya Il kompleksi tasiyan olgun dendritik hicreler,
antijen sunan htcreler olarak sirasiyla CD8+ ve CD4+ T lenfositlerin TCR/CD3
komplekslerine baglanir ve sinyalizasyonu baslatir (Jones ve ark., 2006; Vyas ve ark.,
2008).

APC’ler tizerinde antijenik peptit-MHC kompleksi ile T hicrelerin TCR/CD3
kompleksinin birlesimi, TCR sinyalini tetikler ancak tam bir aktivasyonun
gerceklesebilmesi i¢in T hiicreler iizerindeki ko-stimiilator reseptorler ile APC’ler
tizerindeki ligandlarina baglanmasi gerekmektedir. Sekil 1.3.’de goriilebilecegi gibi T
hiicrelerin proliferasyon, efektoér fonksiyonlar1 ve sagkalimlarini uyaran birgok ko-
stimiilator molekiil tammlanmistir. Ozellikle CD28 ve B7-1 (CD80) veya B7-2
(CD86) baglantisinin etkin T hiicre aktivasyonu i¢in esas oldugu bilinmektedir (June
ve ark., 1987). CD28 reseptor sinyalizasyonu yoluyla IL-2 salgilanmas1 ve BCL-XL
gibi anti-apoptotik proteinlerin ifadesinin artmasi ile T hiicre proliferasyon ve
sagkalimi desteklenir (Boise ve ark., 1995; Watts, 2010). APC ve T hiicreler arasindaki
bu reseptér ve ligand baglantilar1 immiinolojik sinapslarin olusmasina sebep olur.
Immiinolojik sinapslarin olusmasinda LFA-1, LFA-3, ICAM-1, ICAM-2 gibi hiicreler
arast adezyon molekiilleri de rol oynar. immiinolojik sinaps yapisinin, antijen tanima
ve T hicre gocuni koordine ettigi disiiniilmektedir (Dustin, 2010; Lee ve ark., 2002;
Tseng ve ark., 2008).

T hicreleri aktive edildikten sonra T hiicre fonksiyonlarini baskilayan ko-
inhibitor reseptorlerin ifadeleri artar. T hiicre aracili immiin yanitin baskilanmasinda
gerekli olan Kko-inhibitor molekiiller, fizyolojik siirecin bir pargasidir ve T hiicre
fonksiyonlarmin 6nemli regiilatorleridir. CTLA-4, PD-1, TIM-3, TIGIT ve LAG-3

dahil olmak Uzere birgok inhibitor reseptor tanimlanmustir (Sekil 1.3.).
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Sekil 1.3. T lenfositler ve antijen sunan hiicreler arasindaki ko-stimilator ve ko-inhibitér molekl
interaksiyonlar1 (Wykes ve Lewin, 2017)

Kanser alaninda ilk kullanim onay1 alan CTLA-4 molekild, immin sistemin
onemli bir baskilayicisidir (Fellne, 2012). T hiicrelerin yiizeyinde bulunan CTLA-4,
APC’lerin yiizeyinde bulunan CD80/86 molekuliine CD28 molekiliinden daha yiiksek
afinite ile baglanarak, T hiicrelerin aktivasyonu sonucu uyarilan PI3K/AKT yolagini
baskilar. Boylece T hiicre proliferasyonu ve sagkalimi bloke edilirken, pro-apoptotik
faktorler uyarilarak T hiicrelerin ortadan kaldirilmasi saglanir (Van Coillie ve ark.,
2020). Bir diger dnemli ko-inhibitor reseptor ise PD-1/PD-L1 baglantisidir. Aktive NK
hicreleri, B lenfositler, makrofajlar, dendritik hicreler ve monositler Gizerinde ifade
olabilen PD-1 reseptoru, Ozellikle timdore spesifik T hucrelerin (zerinde yuksek
diizeyde ifade edilir (Ahmadzadeh ve ark., 2009). PD-L1 molekull ise makrofajlar,
bazi aktive T ve B hiicreler, dendritik hiicreler ve bazi1 epitelyal hiicrelerin yiizeyinde
ifade edilir (Sharpe ve ark., 2007). PD-1 ve PD-L1 baglanti ile PTEN aracili
PI3K/AKT yolag: inhibe edilerek efektor T hiicre cevabi baskilar ve T hicrelerin

apoptozunu indlkler (Boussiotis, 2016). Regiilatér T hiicrelerin immiin baskilayici
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islevleri, CTLA-4 ve PD-1 gibi ko-inhibitor reseptorler ile gergeklesir (Schnell ve ark.,
2020; Wing ve ark., 2008).

Antijen tanitimi sonrasi aktive olan CD4+ T lenfositler, farkli efektor alt tiplere
farklilasarak spesifik sitokinlerin salgilanmasi yoluyla bagisiklik tepkisinde 6nemli rol
oynarlar. Son ¢alismalar 1s5181nda, T-yardimei 1 (Th1), T-yardimci 2 (Th2), T-yardimct
9 (Th9), T-yardime1 17 (Th17), folikiiler yardimc1 T lenfosit (Tth), indiiklenmis T-
duzenleyici lenfosit (iTreg), dizenleyici tip 1 lenfosit (Trl) ve CD4+ sitotoksik T
lenfositler (CTL) olarak 8 ¢esit CD4+ T lenfosit hiicre tipi tanimlanmustir. Alt tiplerin
farklilagsmasi, spesifik sitokin ve transkripsiton faktorii sinyalizasyonlarini iceren
karmasik aglara baghdir. Efektor CD4+ T lenfositlerin alt tipleri, sitokin profilleri ve
fonksiyonlar1 Cizelge 1.1.’de belirtilmistir (Couture ve ark., 2019; Luckheeram ve
ark., 2012; Y. Song ve ark., 2021).

Cizelge 1.1. CD4+ T lenfosit alt tipleri ve ana 6zellikleri

Hucre
CDAa4 T Farkhlasmasinda | Transkripsiyon Efektor .
Lenfosit P . Fonksiyonu
" Rol Alan Faktorleri Sitokinler
Hicre Grubu oo
Sitokinler
Hicre ici patojenlere
} i i i | (virsler, bakteriler)
Thi IFN-y, IL-12 T-bet IFN-3, TNF-a. | o ™) oisiklik, kanser
immin gbzetimi
IL-4 IL-5 Parazitlere kars1
Th2 IL4 GATA3 ' ' bagisiklik, B hiicreleri
IL-13 e
tarafindan IgE iiretimi
Parazitlere kars1
Tho TGF-B, IL-4 PU.1, Foxol IL-9 bagisiklik, mukus
salgisi, kanser immiin
gbzetimi
Inflamasyon, hiicre dis1
IL-17A, IL- | patojenlere kars1
Thl7 IL6, IL 23, TGF-p RORyt 17F, IL-21, bagisiklik, doku
IL-22 homeostazi, kanser
immun gdzetimi
CD4+ CTL IL-2, IL-15 Eomes Granzim B, | Sitotoksisite, - kanser
Perforin immun gozetimi
Tfh IL6, IL21 Bcl6 IL-21 B hiicrelere yardim
. Immiin toleransi, immiin
iTreg TGF-B, IL-2 Foxp3 TGF-p, IL-10 sistemin baskilanmast
Tr1 IL27, 1L10 c-Maf, AhR IL-10 Immiin tolerans1, immiin
sistemin baskilanmasi
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CD8+ T lenfositler, efektor fonksiyonlarini sitotoksik T lenfositler (CTL) olarak
gosterir. Bir inflamatuvar ya da tumaor bolgesi iginde, antijen spesifik bir CTL, TCR
aracihigiyla spesifik antijenini tasiyan hedef hiicre ile yiiksek afinite ile baglanir.
Antijen spesifik bir CTL'min TCR'sinin uyarilmasi, CTL ile hedef hiicre arasindaki
adezyon molekiilii ¢iftlerinin baglanma afinitesini hizla artirarak iki hiicreli bir
konjugat olusturur. CTL'ler tarafindan hedef hiicrenin ortadan kaldirilmasi, grandl
ekzositoz, Fas velveya TNF (tumor nekroz faktori) gibi sitotoksik sitokinlerin
salinmasi yoluyla meydana gelir. Graniil ekzositoz, CTL'ler tarafindan hedef hiicre
6liminin ¢ogundan sorumludur. Granll ekzositoz yolagi, CTL'nin sitotoksik
graniillerinin igeriginin salinmasini ifade eder. Konjugat olusumundan kisa bir siire
sonra, CTL'nin hicre iskeleti, sitotoksik granillerinin CTL-hedef hiicre temasi
bolgesine getirilmesi i¢in yeniden diizenlenir. Graniiller, CTL membrani ile kaynasir
ve granullerin sitotoksik igerikleri, hedef hiicre membranina dogru yonlii olarak
ekzositozlanir. Bu graniil igerikleri arasinda perforin ve granzimler bulunmaktadir.
Perforin gozenek olusturucu bir proteindir ve granzimler bir serin proteaz ailesidir.
Hedef hiicreye endositoz ile girisi takiben, perforin, endolizozomal vezikdllerde porlar
acarak granzimlerin hedef hiicrenin sitoplazmasina salinmasini kolaylastirir. Granzim
A kaspazdan bagimsiz bir DNA hasar1 yolu baslatirken, granzim B klasik kaspaz
aracili apoptozu tetikler. DNA'sinin ve diger 6nemli hiicre i¢i substratlarinin bozulmasi
tizerine hedef hiicre 6liir. Bu 6liim sekli, perforin/granzim aracili sitotoksisite olarak
adlandinhir (Basu ve ark., 2016; Gordy ve He, 2012). Fas proteini, memeli
hiicrelerinde yaygin olarak ifade edilen bir transmembran 6lim reseptoridur. Saf
CDB8+ T lenfositler Fas ligandi ifade etmezken, antijenle karsilagarak aktive edildikten
sonra Fas ligand1 sentezlenir ve farklilasan CTL'lerde 6zel tasima vezikiillerinde
depolanir. Konjugat olusumu {izerine, Fas ligandi iceren tasima vezikilleri, CTL
plazma membrani ile birlesir. Fas ligandi, hedef hiicrede Fas reseptorine baglanir ve
hedef hiicrede kaspazlar1 ve endoniikleazlart aktive ederek apoptozu indukler (Fu ve
ark., 2016). CTL'ler, TNF ve lenfotoksin (LT) gibi sitotoksik sitokinler treterek hedef
hlcreleri 6ldurebilir. Hedef hiicrenin apoptozu, CTL tarafindan tiretilen TNF'nin hedef
hiicre yiizeyindeki TNF reseptorii 1'e (TNFRI1) baglanmasiyla indiiklenebilir.
TNFR1'e de baglanan LT'nin de benzer bir etkisi vardir. CTL'ler ayn1 zamanda IFNy

salgilayarak B hucrelerini, antikor bagimli hiicresel sitotoksisite veya kompleman
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aktivasyonu yoluyla 6ldiirmeyi kolaylastiran antikorlar {iretmesi i¢in uyarir (Ye ve
ark., 2018).

Antijenle uyarilan CD8+ efektdr T hiicrelerinin populasyonu fenotipik ve
islevsel olarak heterojendir. Efektér CD8+ T hiicreleri immiin yanit sirasinda ¢ogalip
farklilastik¢a, cogu hiicre terminal olarak daha kisa 6mre sahip olan ve enfeksiyonel
ajanin ortadan kaldirilmasindan sonra apoptoz yolu ile 6len son asama efektorlerine
farklilasirken, yaklasik %5-10"luk kiiglik bir hiicre grubu, hafiza hiicresi énctllerine
farklilasir (Kaech ve Wherry, 2007; Williams ve Bevan, 2007). Kisa omiirlii efektor
hicreler (SLEC) veya efektor hafiza hiicresi (Tem) olarak tanimlanan alt grup, IL-12,
IFN-y ve IL-2 gibi yiksek seviyelerde pro-inflamatuar sitokinlere maruz kalma, T-bet
ve Bilmp-1'in ifade artis1 yani sira aktive CD8+ T hiicrelerinde mTOR aktivitesinin
artmasina neden olur ve efektor fenotipi destekler. Bu hiicreler daha sonra Bim’e bagh
apoptoz yoluyla terminal stirece girer ve 6lir (Joshi ve ark., 2007; Mescher ve ark.,
2006). Buna karsilik, hafiza oncii efektor hiicreler (MPEC) veya merkezi hafiza
hicresi (Tcm) olarak tanimlanan bir grup aktive CD8+ T hiicresi, BCL-6, Bmi-1, Tcf7
ve Eomes'u yiiksek diizeyde ifade eder. Ayrica, bitylime faktoriiniin azalmasini takiben
mTOR aracili anabolik durumdan AMPK/FAO aracili katabolik duruma gegebilirler
ve Bcl-2 ve Mcl-1 gibi anti-apoptoz faktorlerini duzenleyerek efektrden hafizaya
dogru gegiste hayatta kalabilirler (Cui ve Kaech, 2010; Parish ve Kaech, 2009).

1.2.3. Meme Kanserinde immiin Sistemin Yeri

Immiin sistem tarafindan tiimorlesmeye giden hiicrelerin ortadan Kaldirilmast,
immiin gozetim olarak adlandirilan siire¢ ile ifade edilir. Bu siirecin eliminasyon,
denge ve kagis olarak {i¢ asamasi tanimlanmustir (Swann ve Smyth, 2007). Makrofajlar
ve NK hicreleri gibi dogal immiinite elemanlar1 ve 6zellikle CD8+ T lenfositler gibi
adaptif immdanite hicreleri araciligiyla tiimor hiicrelerinin ortadan kaldirildig:
eliminasyon asamasinda, normal hiicrelerde var olmayan (neoantijenler) ya da var olan
ancak fazla ifade gdsteren molekiller, immiin sistem tarafindan yakalanip yok edilir
ve kanser olusumu engellenir. Ancak tiimorlesmeye giden hiicrelerde genetik

instabilite sonucu olusan heterojen yapi nedeniyle, immiin sistem bazi tiimor
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hiicrelerini yok ederken bazilarimi azalmis immiinojenitesinden dolayr gdzden
kagirarak bir denge fazi da ortaya c¢ikarabilir. Denge fazinda immiin sistem
hiicrelerinin gézetiminden kagan tiimér hiicreleri ise ¢ogalarak kansere sebep olabilir.
Tum bu mekanizma kanserin immin diizenlemesi olarak adlandirilir (Dunn ve ark.,
2004; Vinay ve ark., 2015). Kanserin immin dizenlemesi, tumori destekleyen
inflamasyon ve immiin sistem cevabindan kagis olarak kanserin ayirt edici 6zellikleri
arasinda tamimlanmistir (Hanahan, 2022; Hanahan ve Weinberg, 2011). Kanser
hiicreleri, immiin sistem baskisindan kurtulmak i¢in taninmay1 veya kendisine karsi
olusan immiin yaniti engelleyen ¢esitli mekanizmalar gelistirir. Timor hiicreleri denge
ve kacis fazlarinda immiin sistem tarafindan taninmayir Onlemek i¢in, MHC
molekiillerinin ifadesini azaltma, immiin baskilamada rol alan regiilatér T hiicre,
myeloid kokenli baskilayici hiicre, M2 makrofaj gibi hiicreleri ortama ¢ekme, immiin
sistemi baskilayan IL-10, TGF- gibi sitokinleri salgilama veya mikrogevredeki diger
hiicrelere salgilatma ve PD-L1 gibi immiin kontrol noktasi molekiilleri araciligiyla
tiimore karsit olugsmus immiin cevabi baskilama gibi mekanizmalari kullanir (Barriga

ve ark., 2019).

Meme kanseri son yillara kadar immunolojik olarak sesiz bir tumor tipi olarak
tanimlanmustir. Cesitli tiimorlerin somatik mutasyon yiiklerinin analiz edildigi bir
calismada (Sekil 1.4.), meme kanserinin immdin sistemi uyaracak yeni antijenler ortaya
koyma noktasinda melanom ve akciger kanseri kadar etkin olmadigi gosterilmistir

(Alexandrov ve ark., 2013).
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Bu sebeple tiimoér immiinolojisi ¢alismalari ¢ogunlukla melanom ve akciger
kanserine odaklanmig, meme kanserinde calismalar son birka¢ yila kadar kisith
kalmistir. Ancak meme tiimdrlerinin mikrocevresinde T lenfositlerin yer aldigi ve
hiicre profili bazinda iyi prognoz ile iliskili oldugunu gdsteren ¢alismalar
bulunmaktadir. Normal ve meme kanserli hastalarin kiyaslandig1 bir ¢alismada, timor
mikrocevresinde bulunan CD4+ T hucrelerin, hastalarin sonuglari {izerinde olumsuz
prognostik etkileri olabilecegi, buna karsilik CD8+ T hicrelerin, daha iyi Klinik
sonucglara yol acan anti-timor bagisikliga aracilik eden anahtar efektoér hiicre
popiilasyonu oldugu goézlemlenmistir (Huang ve ark., 2015). Erken evre TNBC
hastalarinda CD4+ yardimct T hiicrelerin yiiksek olmasinin ise sagkalim avantaji
sagladig1r bildirilmistir (Schmidt ve ark., 2018). Baska bir c¢alismada ise CD8+
sitotoksik T htcrelerin ve timor infiltre lenfositlerin (TIL), TNBC hastalarinda
prognostik degeri oldugu vurgulanmistir (Vihervuori ve ark., 2019). Meme kanserli
hasta verilerinden yapilan bir meta-analiz ¢alismasi sonucunda ise intraepitelyal ve
stromal TIL’lerin iyi prognoz indikatorl olabilecegi ancak, PD-1+ TIL ve FoxP3+
TIL ler gibi alt gruplarin kotii prognozla iliski gosterdigi belirtilmistir (Yu ve ark.,
2016). TNBC hasta parafin bloklar1 ile yapilan ayri bir ¢alismada ise CD8+ PD1+
immiin hiicre grubunun prognostik degeri olduguna dikkat ¢ekilmistir (Yeong ve ark.,
2019).

The Cancer Genome Atlas veri tabani kullanilarak yapilan bir ¢aligmada, 10000
ornek ile 33 farkli tiimoér, makrofaj ve lenfosit imzalarindaki farkliliklar, Th1:Th2
hiicre orani, neoantijen yiikii gibi faktorler agisindan analiz edilmis ve yara iyilesmesi,
IFN-y baskin, inflamatuvar, lenfosit tiikkenmis, immiinolojik olarak sessiz ve TGF-3
baskin olmak zere 6 farkli immiin alt tip tanimlanmustir (Thorsson ve ark., 2018).
Meme kanseri 6zelinde incelendiginde Sekil 1.5°te de goriilebilecegi gibi meme
kanserinin immiinolojik olarak sessiz bir kanser tipi olarak ifade edilemeyecegi ve

hatta meme timorlerinin alt tipler bazinda immiinolojik oldugu ortaya konmustur.
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Sekil 1.5. Meme kanseri alt tiplerinin immiinolojik siniflandirmasi (Gatti-Mays ve ark., 2019)

Meme kanseri immiinojenitesi ve kacis mekanizmalarinin arastirildigr bir
calismada, hastalarin CD8+ T lenfositleri mikrodizin ve sekans teknolojisi ile
incelenmis ve TNBC alt tipinde, timor infiltre T lenfosit skorunun, TCR ¢esitliliginin,
neoantijen ve T lenfosit klonal ¢ogalma skorunun, antijen isleme ve sunum siirecinin,
ko-stimiilator reseptor ve ligandlarin ve ayni zamanda ko-inhibitor reseptorlerin diger
alt tiplere gore fazla oldugu ortaya konmustur. Tim bu veriler 1s18inda TNBC
hastalarinda, T hiicre cevabinin ortaya c¢iktigi ancak cesitli mekanizmalar ile
baskilandig1 vurgulanmaktadir. Ek olarak, meme kanserinde alt tip spesifik
kombinasyonel immiin tedavilerin daha etkili olacagi belirtilmistir (Hammerl ve ark.,
2020).

Meme kanserine immiino-onkolojik tedaviler agisindan bakildiginda immin
kontrol noktas1 blokaji, adaptif hiicresel tedavi ve kanser asilar1 seklinde kategorize
edilebilir. Immiin kontrol noktasi blokajinda temel hedef, tiimér mikrogevresinde
bulunan timor hiicrelerine spesifik lenfositlere karsi olan baskinin ortadan
kaldirilmasidir. immiin kontrol noktas1 PD-L1 ifadesi 6zellikle TNBC hastalarinda
yuksektir ve kotii prognoz ile iliskilidir (Mittendorf ve ark., 2014). Bu sebeple, PD-
1/PD-L1 tedavileri ile ilgili yapilan ¢ogu pre-klinik ve klinik ¢alisma TNBC alt tipine
odaklanilmistir. TNBC grubunda kemoterapi veya radyoterapi kombinasyonlarinin

PD-L1 ifadesini arttirmasi ile calismalar 6zellikle kombine tedavilere yonelmistir
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(Morisada ve ark., 2017; Peng ve ark., 2015). Hatta klinikte, PD-L1 ifadesi gosteren
ileri evre TNBC hastalart igin PD-1 antikoru pembrolizumab ve kemoterapi
kombinasyonu standart tedavi semalarinda yerini almistir (Cortes ve ark., 2020).
Meme kanseri alt tiplerinde en yiksek CTLA-4 ifadesi gosteren alt tip, TNBC’dir
(Peng ve ark., 2020). Fare modelinde yapilan bir ¢aligmada, musin 1 (MUC1) mRNA
asist ve CTLA-4 antikorunun kombine kullaniminin, CTLA-4 antikoru ile
monoterapiye gore timor mikrogevresinde CD8+ T hiicrelerin sayisimi arttirdigi ve
timor hiicrelerinin apoptozunu indiikledigi rapor edilmistir (Lin ve ark., 2022). TNBC
hastalarinda heniiz onayli bir CTLA-4 antikoru olmamakla beraber, pre-klinik ve
klinik calismalar devam etmektedir. TNBC hastalarimin tiimoérlerinde T hiicre
infiltrasyonu iyi prognoz ile iliskili oldugundan adaptif hiicre tedavileri (ACT), TNBC
icin yeni bir tedavi opsiyonu sunar. Bu alanda 6zellikle T hiicrelerin TCR’larinin
genetik olarak mofidiye edilmesi ile olusturulan kimerik antijen reseptdrleri tagiyan T
hicre (CAR-T) tedavilerinde, tiimor hiicreleri yiizeyinde asir1 ifade edilen proteinlerin
antijenik hedef olarak T hiicrelere yiiklenmesi esas amact olusturur. TNBC 6zelinde
yapilan ¢alismalarda, EGFR, AXL, MUCI, c-Met, ROR1, TROP2 gibi molekdiller,
antijenik hedefler olarak kullanilmaktadir (Dees ve ark., 2020). CAR-T tedavi
yaklagimlar1 klinik ¢aligmalara girmis olmakla beraber heniliz onay alan bir ilag
bulunmamaktadir (ClinicalTrials.gov, Erisim Tarihi: 29.11.2022). Meme kanserinde
as1 caligmalar ile kanser hiicrelerinin antijenik yapilar1 hedeflenerek CTL ve NK
hiicreleri araciligiyla tiimore 6zgii immiin yanitin arttirilmasi amaglanir. Bu amagla
peptitler, karbonhidratlar, DNA ve RNA molekilleri ve dendtritik hiicreler asi
caligmalarinda kullanilmaktadir (Burke ve ark., 2019). DNA ve peptit kanser asilarinin
kombine olarak kullanildig1 bir in vivo ¢alismada, fare meme tiimdriine kars1 hiimoral
ve hiicresel immiin yanitin aktive edildigi ve tiimor bilylimesini biiyiik 6l¢tide 6nledigi
belirtilmistir (Safavi ve ark., 2020). Yapilan kisitli caligmalar umut vaat etse de ast
tedavileri i¢in uygulama zamani, sikligi ve kombinasyon tedavi stratejileri gibi

¢ozulmesi gereken sorunlar bulunmaktadir.
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1.3. mikroRNA (miRNA)

Kodlanmayan kisa RNA molekiilleri olan miRNA’lar, 19-24 nikleotid
uzunlugunda protein kodlamayan regulatér molekdllerdir ve regulator rollerini post-
transkripsiyonel duzeyde hedef mRNA degredasyonu veya translasyonun

baskilanmasi seklinde gosterirler (Rani ve Sengar, 2022).

1.3.1. miRNA Biyogenezi

miRNA’lar, genomun protein kodlayan gen bolgeleri icerisindeki intronlar ve
translasyona ugramayan bolgelerinden (UTR) ya da kendi gen bolgelerinden
transkribe edilirler (Olena ve Patton, 2010).

miRNA sentezinin ilk asamasi genomik DNA’dan RNA polimeraz II tarafindan
transkribe edilen pri-miRNA olarak adlandirilan kok dongi (stem-loop) yapilarina
sahip uzun transkriptlerin olusturulmasidir (Sekil 1.6.). Daha sonra pri-miRNA,
cekirdekte endontikleaz Drosha ve kofaktér DGCRS8 tarafindan yaklasik 70 niikleotid
uzunluklugunda 6ncti miRNA'ya (pre-miRNA) islenir. DGCRS8, pri-miRNA’da N6-
metiladenilat GGAC dizisini tanirken, Drosha, pri-miRNA’nin karakteristik sag tokasi
(hairpin) yapisinin tabanindaki pri-miRNA dupleksini ayirir. Olusan pre-miRNA,
exportin 5 ve Ran-GTPase kompleksi tarafindan ¢ekirdekten sitoplazmaya tasinir.
Sitoplazmada baska bir niikleaz olan Dicer tarafindan sa¢ tokasi yapisinin
uzaklastirilmasi ile 19-24 nikleotid uzunlugunda ¢ift zincirli miRNA yapis1 meydana
gelir. Bu islem ayni zamanda RNA tarafindan uyarilan susturma kompleksinin (RNA-
induced silencing compleks; RISC) olusumunu da tetikler. Cift zincir miRNA
yapisindan sadece bir zincirin RISC yapisina katilmasii saglayan kompleks
icerisindeki Argonaute 2 (Ago2) RNaz enzimidir (Ha ve Kim, 2014). Hangi dizinin
RISC yapisina katilacagi, dubleksin piirin ve pirimidin bilesenlerinden kaynakli
termodinamik 6zelliklerine baghidir (S. Miller ve ark., 2008). Ago2 tarafindan iKki
miRNA zincirinden biri, RISC yapisina segilerek rehber iplik (miR) olarak islev goriir.
Yolcu iplik (passanger) ya da miR* olarak adlandirilan diger iplik ise RISC yapisi
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tarafindan degrede edilir (Meijer ve ark., 2014). Rehber iplik, pre-miRNA sag tokasini
5-ucundan kaynaklaniyorsa miRNA-5p, 3'-ucundan kaynaklaniyorsa miRNA-3p
olarak adlandirilir ve bu iki olgun miRNA zinciri farkli dizileri hedefler (Annese ve
ark., 2020).

RNA Pol I1 Q
miRNA Geni N\ ANW/AN
VAN VAN

Pri-miRNA
(~ 400 nt)

W - .
| ?“'OW
\ - L EXPORTIN 5 /

jﬁ Dicer Sitoplazma

Pre-miRNA
(~ 70 nt)

Olgun W ” IKP RISC
miRNA AGO 1 Kompleksi

RISC
Hedef mRNA 3’ UTR R0l Kompleksi

Degredasyon veya Translasyonun Baskilanmasi

AAA

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

mMIiRNAlarin esas sentez yolu, Drosha/DGCRS8 ve Dicer proteinlerinin yer aldigi
kanonik yolak olsa Drosha/DGCR8-bagimsiz ve Dicer-bagimsiz olarak kanonik
olmayan yolaklar da tanimlanmigtir. Drosha/DGCR8-bagimsiz yolakta, mMRNA
kirpilmasi sirasinda intronlardan tiretilen mirtronlar ve 7-metilguanozin (m7G) baslikli
pre-miRNA’lar, Drosha aktivitesine gerek duymadan direkt Dicer substratlari olarak
islev gortrler (Ruby ve ark., 2007; Xie ve ark., 2013). Dicer-bagimsiz yolakta ise,
Drosha/DGCRS tarafindan endojen kisa sa¢ tokast RNA (shRNA) transkriptlerinden
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uretilirler. Bu pre-miRNA'lar, Dicer substratlart olmak i¢in yeterli uzunlukta
olmadiklarindan sitoplazma iginde olgunlagsmalarini tamamlamak igin AGO2

tarafindan olgun miRNA formatina getirilirler (Cheloufi ve ark., 2010).

1.3.2. miRNA’larin Etki Mekanizmalari

Cogu calisma miRNA’larin negatif regiilatorler olarak islev gosterdiklerini
ortaya koymustur. miRNA’lar, hedef mRNA’nin 3' UTR’sinde bulunan hedef dizisine
baglanarak translasyonel baskilamayr veya mMRNA’y1 degredasyondan koruyan
poliadenil kuyrugunun ve 5' basligin uzaklastirilmasini indiikleyerek islev gosterirler
(Ipsaro ve Joshua-Tor, 2015). Ayn1 zamanda, hedef mRNA’nin 5" UTR ve kodlama
dizisi dahil olmak iizere diger bdlgelerinde ve promotor bolgelerin iginde de miRNA

baglanma dizileri oldugu tespit edilmistir (Xu ve ark., 2014).

Rehber iplik ve AGO’dan olusan miRISC kompleksi, hedef mMRNA (zerindeki
miRNA yanit elemanlar1 (MRE) araciligiyla hedef 6zgiinliiglinii saglar. MRE ve
mIRNA dizisinin tamamlayicilik derecesi, hedef mRNA’nin AGO2 aracili
degredasyonu veya miRISC aracili translasyonel baskilama olup olmayacagini
belirler. miRNA ve MRE dizisi tamamen baglanmasi, AGO2 endoniikleaz aktivitesini
indikler ve hedef mMRNA degrede edilir (Chi ve ark., 2009; Jo ve ark., 2015). Hayvan
hiicrelerinde miRNA:MRE baglantis1 ¢ogu zaman tam olarak tamamlayict degildir.
RISC kompleksinde bulunan miRNA dizisinin 5' bulunan 2-8 niikleotid uzunlugunda
kok bolgesinin (seed region) hedef mRNA dizisine baglanmasi, mMRNA (zerindeki
ribozomlarin uzaklagmasina ve protein sentezinin aksamasina neden olarak

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

1.3.3. Meme Kanserinde miRNA’larin Rolii

miRNA’lar, gen regulasyonunda 6nemli bir rol oynayan ve hemen hemen tim
onemli hucresel fizyolojik sturegte yer alan regilator molekullerdir. Bu hucresel

stireclerde meydana gelen patolojik gen ifade degisimleri kanserin baslica sebeplerini
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olusturur. Protein kodlayan genlerdeki ifade degisimleri, kodlanmayan RNA
molekiillerinin de ifade diizeylerinde degisimler olabilecegine ve hatta gen ifade
degisimlerinin miRNA’lardan da kaynakli olabilecegini diisiindiirmiistiir. Sonugta
bir¢ok ¢alisma ile neredeyse bitiin kanser tiplerinde onkogen ve tiimor baskilayici gen
olarak davranan miRNA smiflar1 oldugu gosterilmistir (Menon ve ark., 2022).
miRNA’larin ¢aligma prensiplerine gore (onkomiR veya timor baskilayict miRNA),
kanserin teshisi ve prognozu igin biyobelirte¢ ve hatta ila¢ hedefi olarak kullanilma

potansiyelleri, kanser alaninda ¢ok ¢alisilan bir alan olmasina sebep olmustur.

Meme kanserinde, miRNA’larin énemi sadece hastaligin ilerlemesinde degil,
ayn1 zamanda hastalig1 klinik ve molekiiler olarak tanimlayan spesifik meme alt
tiplerinde de belirtilmistir. Luminal A alt tipte, 67 miRNA’nin, Luminal B alt tipte ise
657 miRNA ’nin regiilasyonunun bozuldugu gésterilmistir. Ozellikle onkogenik miR-
1290, Ki67 diisiik Luminal A alt tipte anlamli derecede azalma bulunmustur (Endo ve
ark., 2013). 29 erken evre meme kanseri hastalarinda yapilan bir miRNA ¢aligsmasinda
ise HER2+ alt tipinin, miR-302c, miR-520d, miR-181c, miR-376b ve miR-30e gibi
bir dizi miRNA ile iliskili oldugunu ortaya konmustur (Lowery ve ark., 2009). Baska
bir c¢alismada, miR-4728-3p’nin, HER2 geni igerisinde bulunan bir introndan
kodlandig1 ve ifadesinin HER2+ meme kanserleri ile iliskisi oldugu belirtilmistir
(Persson ve ark., 2011). TNBC alt tipinde de profilleme ¢alismalar1 yapilmis olup, bir
meta-analiz ¢alismasinda, miR-155 ve miR-21 ifadesinin azalmasinin sagkalimi kotii
yonde etkiledigi vurgulanmistir (L0 ve ark., 2017). Baska bir ¢alismada, miR-155,
miR-493, miR-30e, miR-27a ifade diizeylerinin TNBC alt tiplerinde teshis araglari
olarak kullanilabilecegi belirtilmistir (Gasparini ve ark., 2014).

Yapilan c¢aligmalar, spesifik miRNA veya miRNA kimelerinin, prediktif
belirteclerden ve potansiyel tedavi hedeflerinden yoksun Gcli negatif meme
kanserinin, klinik fayda saglayabilecegini gostermistir. Bir ¢alismada, miR-205’in bir
timor baskilayict miRNA oldugu ve TNBC’de ifadesinin azaldigi bulunmustur. miR-
205’in ifade disiikliigii hedefi olan integrin a5 ifadesinin artmasina neden olarak
kanserin kok hiicre 6zelligi ve metastazina katki saglamaktadir (Xiao ve ark, 2018).

miR-200c/miR-141, TNBC’de metilasyon yoluyla baskilanir ve ifade disiikligii,
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epitelyal mezenkimal gegiste (EMT) rol oynayan E-kadherini baskilayan ZEB1 ifadesi
ile iliskilendirilmistir ve ZEBI1 ifadesindeki artis TNBC’de kotii prognoz ile
baglantilidir (Damiano ve ark., 2017). Baska bir ¢alismada, miR-31’in TNBC’de
hipermetile oldugu ve hedefleri RhoA ve WAVE3’ilin ifade artis1 ile invazyon ve
metastaz slireglerine katki sagladigi belirtilmistir (Luo ve ark., 2016). Bir bagka
calismada, MiR-210-3p’nin TNBC’de HIF1a ve P53 gibi aerobik glikoliz siirecinde
rol alan genleri regile ederek Warburg etkisine katkida bulundugu ortaya konmustur
(Du ve ark., 2020). miR-210 ifadesi ile ilgili baska bir ¢alismada, TNBC hasta
orneklerinde tumor mikrogevresinde bulunan immdinoglobulin Greten plazma
hicrelerinde, miR-210 ifadesinin artis gosterdigi bulunmustur (Bar ve ark., 2020). In
vitro bir ¢alismada ise MiR-770-5p’nin DNMT3A’y1 hedefleyerek TNBC hiicrelerinde
EMT ve invazyonu regiile ettigi gosterilmistir (Noyan ve ark., 2021). Kemoterapiye
direng, TNBC hastalarinda terapotik basarisizligin ana nedenlerinden biridir. miR-
105/93-3p’nin SFRP1'i hedefleyerek Wnt/B-katenin yolaginin bir aktivatori oldugu ve
TNBC hucrelerinde kemoterapi direncinin artmasina yol agtigi gosterilmistir (Li ve
ark., 2017). Yiksek miR-449 ifadesinin, TNBC hiicrelerini doksorubisine duyarl hale
getirdigi ve kemoterapi alan TNBC'li hastalarda iyi prognoz ile iligkili oldugu
belirtilmistir (Tormo ve ark., 2019). TNBC ve miRNA c¢aligmalar1, genel olarak kanser
hlcrelerinin proliferasyon, apoptoz, invazyon, metastaz ve ilag direnci gibi
stireglerinde arastirilmis olup, immin sistem hiicreleri agisindan c¢alismalar oldukga
kisithdir.

Klinik agidan bakildiginda meme kanserinde onayli bir biyobelirte¢ veya ilag
hedefi miRNA bulunmamakla beraber klinik ¢alismalarin hepsi, miRNA’lar1 tedavi
cevabi ve ilag direncinde, 6zellikle sivi biyopsi orneklerinde biyobelirte¢ olarak
incelemektedir (ClinicalTrials.gov Erigsim Tarihi: 30.11.2022). Bununla birlikte
miRNA’lar, tedavi ajanlar1 olarak da islev gosterebilirler. Ozellikle kemoterapi,
radyoterapi ve imminoterapi ile kombine kullanimlart hem tedavi etkinliginin
arttirtlmasinda hem de ila¢ direncinin Onlenmesinde fayda saglayabilir. Artan
caligmalar ve gelisen ilag tasima sistemleri ile yakin bir tarihte miRNA’larin terapotik

ajanlar olarak klinikte yerini almasi beklenmektedir.
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1.3.4. Adaptif Immiin Sistemde miRNA’larin Rolii

Immiin sistemin her asamasinda rol alan miRNA’lar, dogal ve adaptif immiin
sistemin gelisimi ve islevini kontrol eden bir¢ok sinyal yolagini genis dl¢iide etkileme

potansiyeline sahiptirler.

mMiRNA aracili gen regiilasyonunun T hiicre bagisikliginda 6nemi, ilk olarak
olgun miRNA'larin olusumu igin gerekli olan Dicer molekulinin, T hucrelerde segici
olarak silindigi c¢alismalarla ortaya konmustur. Timusta T hicre progenitorlerinde
Dicer ablasyonu sonucunda Treg hiicre farklilagsmasinin azaldigi bulunmustur (Cobb
ve ark., 2006). Dicer yoklugunda, timis T hucre progenitorlerinde konvansiyonel T
hiicrelerin gelisiminin 6nemli bir degisiklige sebep olmadigir ancak periferde Dicer
eksikligi olan konvansiyonel T hicrelerinin, yardimer T hiicre soylarina
farklilasamadig: ve anormal efektor fonksiyonlar sergiledigi rapor edilmistir (Cobb ve
ark., 2005; Muljo ve ark., 2005). T hiicre gelisim siire¢lerinin ilk asamasinda, pro-
apoptotik faktorleri hedefleyen miR-17-92’nin yliksek ekspresyona sahip oldugu,
ancak olgunlasma sirasinda ifadesinin azaldigi ve bdylece T hiicre gelisimi sirasinda
hucrelerin hayatta kalma siireclerini regiile ettigi belirtilmistir (O’Connell ve ark.,
2010). Baska bir ¢alismada, T lenfositlerin timiista gelisim streclerinde miR-181a’nin
cift pozitif (CD4+, CD8+) hiicre antijen duyarliligini arttirdigi, Bel-2, CD69 ifadesini
baskiladig1 ve boylece T hiicrelerin pozitif klon se¢iminde etkin oldugu bildirilmistir
(Neilson ve ark., 2007). miR-150 ise T hiicre progenitorlerinde diisiik ifade olurken,
farklilasmig T hiicrelerde ifadesi artar (Baltimore ve ark., 2008). CD8+ tek pozitif
hiicre farklilagsmasinda herhangi bir miRNA’nin fonksiyonu heniiz ortaya
konmamigken, CD4+ tek pozitif klon segiminde miR-126’nin siiregte etkin oldugu
bildirilmistir (Hu ve ark., 2018). Ayrica, miR-146a, miR-223 ve miR-205’in de T
hiicre gelisiminde rol aldig1 ¢alismalar ile ortaya konmustur (Emamgolizadeh-Gurt-
Tapeh ve ark., 2020).

Olgun ve saf T hiicrelerin aktivasyonu, proliferasyon, efektor fonksiyon, immdan
hafiza olusumu ve hiicre 6lumu ile sonuglanan bir dizi hiicre igi sinyal yolagini baglatir.

Bu sinyal yolag: siireclerinde degisen gen ifade profilleri, sadece transkripsiyonel
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olarak degil ayn1 zamanda miRNA’larin da rol aldig1 post-transkripsiyonel
regllasyonlar olarak da meydana geldigi ¢alismalar ile ortaya konmustur. CD3+ T
lenfositlerin CD3 antikorlari ile in vitro olarak stimule edildigi bir ¢alismada miR-155,
miR-21, miR-146a, miR-17, miR-590-5p, miR-210, miR-106b ve miR-301a
miRNA’larmin ifadelerinin arttigi belirtilmistir (Sousa ve ark., 2017). Ayrica TCR
stimiilasyonu sonucunda, aktivasyonun erken asamalarinda MEK1 ve ERKI’i
hedefleyen miR-15a/16 ifadesinin diiserek T hiicre proliferasyonuna katki sagladigi

bulunmustur (Urena ve ark., 2022).

Spesifik olarak CD4+ T hicrelerde Dicer ifadesi bloklanan farelerde, azalmig
proliferasyon ve yiiksek apoptoz seviyeleri tespit edilmistir (Muljo ve ark., 2005).
Insan primer CD4+ T hiicre kiiltiiriinde yeni nesil dizileme ile yapilan bir calismada,
aktivasyondan sonra miRNA repertuvarinin degistigi rapor edilmistir (Rodriguez-
Galan ve ark., 2021). TCR ve CD28 ko-stimulator aracili T hiicre aktivasyonu
sonucunda miR-214’in ifadesi biiyiik 6l¢lide arttigi ve hedefi olan PTEN ifadesini
baskilayarak T hiicrelerin proliferasyonlarini destekledigi bilinmektedir (Jindra ve
ark., 2010). Aktive CD4+ yardimci T hiicrelerde miR-182 ifadesi yiksektir ve Foxol
hedef genini inhibe ederek protein sentezini baskilar ve CD4+ T hiicrelerin
proliferasyonlarii arttirir (Stittrich ve ark., 2010). Aktive CD4+ T hicrelerde, miR-
155 ve miR-221’in yiiksek ifadesinin ise PIK3R 1’1 hedefleyerek ifadesi baskiladigi ve
hiicre proliferasyonu ve sitokin iiretimini inhibe ettigi bildirilmistir (Grigoryev ve ark.,
2011). miR-126’nin PI3K/AKT yolag: ile CD4+ Foxp3+ regiilator T hucrelerinin

indiiksiyonu ve fonksiyonunu regiile ettigi ortaya konmustur (Qin ve ark., 2013).

CD8+ T hiicre aktivasyonunda miRNA'nin rolii, CD4+ T hiicrelerine gore daha
az karakterize edilmis olup viral ajan ile aktive edilmis CD8+ T hiicrelerde yapilan bir
caliymada miRNA biyogenezinde 6nemli olan Dicer molekiliinun, aktivasyonun
erken asamalarinda gerekli olmadig1 ancak hiicrelerin hayatta kalmasinda ve efektor
yamtta gerekli oldugu bildirilmistir (Zhang ve Bevan, 2010). Bir ¢alismada, negatif
feedback olarak immiin baskilayici rol oynayan miR-146a eksikliginin, aktive CD8+
T hicrelerde proliferasyonu, CD25 ve CD69 aktivasyon belirtecleri ve 1L-2, IFN-y
gibi efektor sitokinlerin ifadesini arttirdigi gosterilmistir (Yang ve ark., 2012). Erken
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ve ge¢ T hiicre aktivasyon ¢alismasinda, CD8+ T hiicrelere kiyasla CD4+ T hiicrelerde
miR-18a ve miR-21’nin ifadesi aktivasyon ile artig gdstermis, miR-223 ve miR-451
ifadeleri ise diisiis gostermistir. Bu calisma sonucunda CD4 ve CD8 T lenfositler
arasinda antijen tanimma slireglerinde farkliliklar olabilecegi vurgulanmistir
(Teteloshvili ve ark., 2015). Antijene spesifik CD8+ T lenfositlerin saf, efektor ve
merkezi hafiza alt tiplerinde miRNA profillerinin incelendigi bir ¢alismada, saf
hiicrelere kiyasla efektdr T hiicrelerde miR-16, miR-142-3p, miR-142-5p, miR-150,
miR-15b ve let-7fnin ifadesinin disik oldugu ve hafiza T hiicrelerde bu
miRNA’lariin ifadelerinin tekrar artis gosterdigi bulunmustur (Wu ve ark., 2007).
Bagka bir ¢alismada, let-7, CDS8 T hiicrelerin farklilagsma ve fonksiyonlari i¢in 6nemli
bir negatif regiilator olarak tanimlanmigtir. TCR aracili aktive CD8+ T huicrelerde let-
7°nin mimic ile arttirilan ekspresyonu, Myc ve Eomes’i hedefleyerek efektor sitotoksik
T lenfositlerin Klonal genislemesinde ve farklilagmasinda bozulmaya neden olarak
anti-viral ve anti-timor immiin yanitlarinda azalmaya yol agmistir (Wells ve ark.,
2017). Efektor sitokin IFN-y’y1 dogrudan hedefleyen miR-29’un, bakteriyel
enfeksiyon ajani ile aktivasyonu sonrasinda CD4+ ve CD8+ T hiicrelerde ifadesi azalir
(Ma ve ark., 2011). Periferde bulunan olgun CD8+ T hiicrelerin farklilasmasinda
PTEN’i hedefleyen miR-17-92 kimesi, miR-155 ve PDCD4’ii hedefleyen miR-21"in
etkin rol oynadig1 bildirilmistir (Liang ve ark., 2015). CD8+ T hucrelerin enfeksiyon
yanitinda miR-155, sitotoksisite ve efektor sitokin iiretim siireglerine katki saglar
(Gracias ve ark., 2013; Lind ve ark., 2013). T hiicre aktivasyonu sirasinda kalsiyum-
NFAT yolagi ile indiiklenen miR-31’in, CD8+ T hiicre yanitinda negatif regulator
olarak T hiicrelerinin tip I interferonlara duyarliligini arttirdigir ve PD-1 gibi birgok
inhibe edici molekiiliin ifadesini artirarak kronik enfeksiyon sirasinda T hiicresi

tikenmesini tesvik ettigi gosterilmistir (Moffett ve ark., 2017).

1.3.5. Kanserde Adaptif immiin Sistem Aracih miRNA’larin Rolii

Hematolojik malignitelerde T ve B hiicrelerdeki bozukluklarmin bir sebebinin
de miRNA’lardan kaynakli olabilecegi ¢caligmalarla gosterilmistir (Han ve ark., 2020).
Meme kanserinin de iginde bulundugu solid tumorlerde, immun sistem hicrelerinde

miRNA’larin fonksiyonlari, genel olarak tiimoér mikrocevresinde bulunan immiin
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sistem bilesenlerinde incelenmistir. Hepatit B viriisiit (HBV) kaynakli hepatoseliiler
karsinomada artan TGF-f sinyalinin, miR-34a ifadesini baskilayarak hedefi olan
kemokin CCL22’nin ifadesinin artmasina ve Treg hiicreleri lizerinde bulunan
reseptorii CCR4’e baglanarak mikrogevreye Treg hiicrelerinin toplanmasina ve immiin
baskilayici bir ortam olusturmasina katki sagladigi bulunmustur (Yang ve ark., 2012).
Bagka bir ¢alismada, insan melanom hiicrelerinde yiiksek miR-30b/30d ifadesinin,
hedefi GALNT?7 ifadesini azaltarak immunosupresif IL-10 sitokininin artan tretimine
yol agtig1 gosterilmistir (Gaziel-Sovran ve ark., 2011). Kolorektal kanserde yapilan bir
aragtirmada, calreticulin’i hedefleyen miR-27a’nin MHC-I aracili antijen tanitim
siirecini bozarak timor infiltre CD8+ T hicrelerin aktivasyon ve sitotoksik
aktivitelerini engelledigi ve bdylece tiimor ilerlemesini destekledigi belirtilmistir
(Colangelo ve ark., 2016). Kolon kanserinde T hucrelerin inhibisyonundan sorumlu
IDO1 genini hedefleyen miR-448’in baskilanmasi ile CD8+ T hiicre yanitinin arttigi
gosterilmistir (Lou ve ark., 2019). Melanom hicresi kdkenli eksozomlarda bulunan
miR-181a/b, miR-498 ve miR-3187 gibi miRNA’larin TNF ve CD45 molekullerini
hedefleyerek CD8+ T hiicre aktivasyonlarini kisitladigi bulunmustur (Vignard ve ark.,
2020). miRNA’lar, immiin kontrol noktas1 molekiillerini hedefleyerek kansere karsi
immiin yanitin arttirilmasina katki saglayabilir. Glioblastoma fare modelinde yapilan
bir calismada, CTLA-4’1i hedefleyen miR-138’in sistemik olarak verilmesinin timor
gerilemesine neden oldugu rapor edilmistir (Wei ve ark., 2016). Ayrica yasst hiicreli
oral karsinomda, miR-138’in CD8&+ T hiicrelerde ifade artisinin anti-timor etkisi
bildirilmistir (Li ve ark., 2019). Melanom fare modelinde ¢aligmasinda, miR-28’in,
PD1, TIM3 ve BTLA gibi immiin kontrol noktas1 molekiilleri hedefleyerek T hiicre
tiikenme profilini diizenledigi ve tiikenmis T hiicreleri tarafindan IL-2 ve TNF-a
sitokinlerinin bozulmus sekresyonunu yeniden kazandirdig: bildirilmistir (Li ve ark.,
2016). Uclii negatif meme kanseri fare modelinde miR-149-3p’nin, direkt olarak PD-
1’1 hedefleyerek CD8+ T hiicre aktivasyonunu regiile ettigi bulunmustur (Zhang ve
ark., 2019). Biyoinformatik olarak yapilan bir ¢alismada, PD-L1’i hedefleyen miR-
195/miR-497 ifade artisinin, TNBC hastalarinda timor progresyonu ve immiin
tolerans igin biyobelirte¢ olarak kullanilabilecegi belirtilmistir (Yang ve ark., 2018).
Erken ve metastatik meme kanseri hastalarin plazma Orneklerinden yapilan bir

calismada, miR-10b, miR-19a, miR-20a, miR-126 ve miR-155’in erken meme kanseri
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hastalarina gore metastatik hastalarda ifade profillerinin degistigi ve prognostik degeri
oldugu rapor edilmistir (Thomopoulou ve ark., 2021). Fare modeli c¢alismasinda,
SOCST1’1 hedefleyen miR-155’in meme kanseri hiicrelerinde asir1 ifadesinin, CXCL9-
10-11 {retimini uyararak, tiimor bolgesine T hiicre girisini arttirdigl, timor
biiylimesini inhibe ettigi ve immiin kontrol noktasi tedavisine duyarl hale getirdigi

gosterilmistir (Wang ve ark., 2022).

Bu doktora tez ¢alismasi ile meme kanseri alt tipleri icerisinde en agresif ve koti
prognoz sergileyen ve kisith tedavi se¢enegi bulunan Uclli negatif meme kanseri fare
modelinde, timor gelisim, remisyon ve relaps siireglerinde adaptif immdain sistemin
tiimore karst en etkin hiicre grubu olan CD8+ T lenfositlerdeki miRNom profillerinin
belirlenmesi amaclanmistir. Timor gelisiminin farkli evrelerindeki CD8+ T hiicre
aracili immiin yanitta rol oynayan miRNA’larin ortaya konmasi ve meme kanseri

immdunolojisinde yeni prognostik biyobelirteclerin agiga ¢ikarilmasi amaglanmustir.
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2. GEREC ve YONTEM

2.1. Gerecler

2.1.1. Calismada Kullamlan Materyaller

4T1 Fare TNBC Hiicre Hatti

6-8 Haftalik Yabani Tip Balb/c Fare
70 um Cell Strainer

40 um Cell Strainer

LS Kolon

ATCC, CRL-2539

Ankara Universitesi

Corning, 431751

Corning, 431750

MACS Miltenyi Biotec, 130-042-401

2.1.2. Cahsmada Kullamlan Reaktifler ve Kimyasallar

RPMI-1640 Besiyeri
Fetal Bovine Serum
Penicillin/Streptomycin
L-Glutamin

Tripsin

1X PBS

DMSO

Matrigel Basement Membrane Matrix
Formaldehit
Hematoxylin

Eosin

EDTA

Bovine Serum Albumin
Trizol

Chloroform
Isopropanol

Ethanol

Hyclone, SH30027.01
Hyclone, SH30071.03
Hyclone, SV30010
Biowest, X0550-100
Hyclone, SH30042.01
Hyclone, SH30256.01
Serva, 39757.01
Corning, 354234
Sigma-Aldrich, 104003
Agilent, CS700
Agilent, CS701
Sigma, E9884
Sigma-Aldrich, A2058
Ambion, 15596018
Sigma, C2432

Sigma, 19516

Merck, 1.00983.2511
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Borik Asit

Tris

Agaroz

Red Safe Stain

6X Gel Loading Dye

Gene Ruler 100 bp DNA Ladder
Molecular Biology Grade Water
dNTP Mix

Sodyum Klorir

HEPES

Kalsiyum Klorur

Propidium lodide Solution

Sigma, 0588-1KG

Serva, 37190.02

Lonza, 50004

Intron, 21141

New England Biolabs, B7021S
Thermo Scientific, SM0321
Biological Industries, 01-869-1A
Thermo Scientific, R0192
Merck, 7647-14-5

Millipore, 391340

Merck Millipore, 102378
Biolegend, 421301

2.1.3. Cahismada Kullamlan Antikorlar

Fare CD8a MicroBeads
APC Anti-Mouse CD3
FITC Anti-Mouse CD45
PE Anti-Mouse CD4
PE-Cy5 Anti-Mouse CD8a
FITC Annexin V

2.1.4. Cahsmada Kullanilan Kitler

RNA Labeling Kit
Hybridization Control Kit

Hybridization, Wash, and Stain Kit

GeneChip miRNA 4.0 Array
miScript 11 RT Kit

Transcriptor HF cDNA Synthesis Kit

Tagq DNA Polimeraz

MACS Miltenyi Biotec, 130-117-044

Tonbo Biosciences, 20-0032
Tonbo Biosciences, 35-0451
Tonbo Biosciences, 50-0041
Tonbo Biosciences, 55-0081
Biolegend, 640906

Applied Biosystem, P/N 901910
Applied Biosystem, P/N 900454
Applied Biosystem, P/N 900720
Applied Biosystem, 902412
Qiagen, 218161

Roche, 05081963001

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. Cahismada Kullanilan Cihazlar

CD8+ T hiicreler, manyetik hiicre ayirma platformu (MACS Miltenyi Biotec,
130-042-303) ile Midi Separator (MACS Miltenyi Biotec, 130-042-302) kullanilarak
izole edilmistir. RNA konsantrasyon ve saflik tayinleri Nanodrop (Thermo Scientific,
ND-1000) spektrofotometre cihaz1 ile yapilmistir. Mikrodizin  giplerinin
hibridizasyonu GeneChip® Hybridization Oven 640 (Affymetrix, 800139) firininda
gergeklestirilmistir. Mikrodizin giplerinin yikama ve boyama asamalari GeneChip®
Fluidics Station 450 (Affymetrix, 00-0079) yikama istasyonunda gergeklestirilmistir.
Mikrodizin giplerinin tarama islemi GeneChip® Scanner 3000 (Affymetrix, 00-0073)
ile gerceklestirilmistir. ifade analizleri igin LightCycler 480 Thermocycler (Roche,
05015243001) cihazi kullanilmigtir. CD8+ T hiicre izolasyonunun dogrulamasi ve
apoptoz deneyi NovoCyte 2000R Flow Cytometer System (Agilent, 2010002AA)

cihazi ile gergeklestirilmistir.

33



2.2. Yontem

Hayvan Deneyleri
Primer )
Kontrol Timér Remisyon Relaps
Grubu tHmor Grubu Grubu
Grubu

|

Splenik CD8+ T Lenfosit

Izolasyonu

Flow Sitometri Validasyonu

A

y

Total RNA Izolasyonu

RNA Biitiinliik Kontrolii

A

miRNA Mikrodizin Profillemesi

Y

4

miRNA Mikrodizin Veri Analizi

miRNA’larm Es Zamanh RT-PZR
ile Validasyonu

|

Biyoinformatik Analiz
Hedefve Yolak Analizi

A

Deneysel Analiz
Hedefve Yolak Analizi

* Eszamanh RT-PZR
* Apoptoz Analizi

Sekil 2. 1. Calismanin genel is akis semasi

Calismada izlenen yontemsel stirecler, Sekil 2.1.’de sunulan is akis semasinda

yer almaktadir.
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2.2.1. 4T1 Hicre Kiltdri

4T1 fare Uclu negatif meme kanseri hiicre hatti, 75 cm?’lik T-75 flasklarda %10
FBS ve %1 antibiyotik iceren RPMI-1640 besiyeri icerisinde 37°C ve %5 CO>
kosullarin1 saglayan inkiibatérde kiiltiire edilmistir. Flasklardaki hiicre yogunlugu
%80’e ulagtiginda tripsin enzimi ile hiicreler kaldirilarak pasajlanmis ve hayvan
deneyleri icin gerekli miktarlarda cogaltilmistir. Enjeksiyon ig¢in kullanilan 4T1
hiicrelerin pasaj numaralar1 10 — 12 arasindadir. Stok olarak saklanacak hucreler, %10
DMSO iceren FBS soliisyonunda kriyotlpler igerisinde sivi nitrojen tankinda

muhafaza edilmistir.

2.2.2. In Vivo Deneyler

Uclii negatif meme tiimérii olusum ve gelisim siireclerindeki immiin sistem
degisimlerini incelemek amaciyla 6-8 haftalik disi immun-kompetan BALB/c
farelerde, 4T1 hicreleri ile allograft meme kanser modeli olusturulmustur. BALB/c
farelerde 4T1 hiicrelerinin timor olusum ve gelisim asamalari insan meme kanserini
taklit ederek hayvan modeli saglamaktadir. BALB/c farelerde 4T1 hicreleri ile primer
timor gelisiminin iki fazli oldugu rapor edilmistir (Tao ve ark., 2008). Primer tumor
olusumunun gergeklestigi ilk faz, 2 hafta icerisinde gdzlenmektedir. 3. ve 4. haftalarda
gergeklesen regresyon fazi, nekrozun artisi ve lenfosit infiltrasyonu dolayisiyla dogal
ve adaptif immin cevap ile iligkilendirilmistir. 5. ve 6. haftadan itibaren ikinci biiylime
fazina girilerek primer tiimoriin tekrar biiylime gosterdigi ve hatta akciger, karaciger,
lenf diigiimleri ve beyinde metastatik odaklarin gelistigi belirtilmistir. Bu bilgilerden
yola ¢ikarak meme kanseri immunitesini incelemek amaciyla gelistirdigimiz hayvan
modelinde kontrol (K), primer timor (PT), remisyon (REM) ve relaps (REL) olarak 4
grup bulunmaktadir. Mikrodizin deneylerinde kontrol grubu igin toplam 10, primer
timor, remisyon ve relaps gruplart igin toplam 9 , validasyon calismalari i¢in 13 adet
Balb/c fare kullanilmistir (Sekil 2.2.).
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Tiimér Hiicresi Verilmeyen Tiimér Hiicresi Verilen
Saghkh Kontrol Grubu Meme Kanseri Grubu
| Kontrol Grubu ‘ ‘ Primer Tiimir Grubu ‘ ‘ Remisyon Grubu ‘ ‘ Relaps Grubu

Sekil 2. 2. In vivo deney gruplar1 ve kullanilan hayvan sayisi

Kontrol grubu, sadece PBS/matrijel enjeksiyonu yapilan saglikli grubu temsil
ederken, 4T1 enjekte edilmis ve 2 hafta icerisinde tiimor gelistirmis fareler, primer
timor grubunu olusturmaktadir. Remisyon grubu, primer timorii olusan ve 4 hafta
icerisinde primer tumoru kaybolan gruptur. Meme kanseri hicrelerinin farelere
enjeksiyonundan sonra 2 hafta igerisinde primer timori olusmus, takip eden 2 hafta
igerisinde kaybolmus ve 1. aydan sonra tekrar primer tiimoriin ortaya ¢iktigi fareler,
relaps grubunu olusturmaktadir. TUmor hicresi verilecek fare gruplar;, 1x10°
hicre/fare olacak sekilde 50 pL PBS igerisinde 1:1 oraninda matrigel ile karigtirilarak
sag abdominal meme bezinin inguinal ugundan subkutan olarak 26 G uclu enjektor ile
enjekte edilmistir (Sekil 2.3.). Bu yontemin invazif yontem olan ortotopik enjeksiyona
kiyasla ameliyat kaynakli yan etkileri ortadan kaldirarak ayni oranda tiimor gelistirme
basarisi sagladigi bildirilmistir (Tavera-Mendoza ve Brown, 2017). Ayrica sadece PBS
ile enjeksiyona gore tiimor hiicrelerine mikrogevre saglayan matrijel ile enjeksiyonun,

daha yiiksek etki gosterdigi rapor edilmistir (Katsuta ve ark., 2016).

lgekslvul Bﬁlgesmde Olugan

PTner Tamor

Sekil 2. 3. Sag abdominal meme bezi inguinal ugtan 4T1 TNBC hiicrelerinin subkutan enjeksiyonu
sonucu olugan primer timor tagiyan fare gorseli
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Fareler enjeksiyondan sonra sakrifiye edilene kadar kilo kayb1 gibi genel saglik
kontrolleri icin haftada en az iki kere kontrol edilmis ve agirliklart 6lgtilmiistiir. TUmor
gelistiren farelerin timor boyutlar1 dijital kumbas ile haftada en az iki kere olgiilerek
timor hacimleri V = (L.(W)"2) / 2 formlu ile hesaplanmistir. Calismaya minimum
100 mm? primer tiimér olusturan fareler dahil edilmistir. Her grup icin Sekil 2.4.’te
belirtilen strelerde CO. inhalasyonu ile fareler sakrifiye edilerek sitotoksik T
lenfositlerdeki degisimleri miRNA seviyesinde incelemek amaci ile sekonder lenfoid
organ olan dalaklar1 alinmis ve direkt CD8+ T hiicre izolasyonu yapilmistir. Ayni
zamanda histopatolojik inceleme igin timor tagiyan farelerden tiimor 6rnekleri %10
formaldehit soliisyonu igerisine alinarak oda sicakliginda (25°C) muhafaza edilmistir.

Hayvan ¢alismalarina ait etik kurul belgesi Ek-1"de yer almaktadir.

Kontrol

PBS/Matrijel
4T1

! | | }
———————————————————]

Giin: 0 15 27 70

Primer Tiimér Remisyon Relaps

Tiimér Boyutu ve Viicut Agirhgi Olgiimii

Sekil 2. 4. Deney gruplarinin sonlandirilma stireleri

2.2.3. Tiim6r Dokularimin Histopatolojik incelemesi

Tiimoér dokularinin patolojik incelemeleri Baskent Universitesi Patoloji
Anabilim Dali tarafindan gergeklestirilmistir. %10 formaldehit icerisinde muhafaza
edilen PT ve REL gruplarindan alinan timér dokular1 ve REM grubundan primer
timoriin - gelisim gosterdigi ve kayboldugu bdlgeye ait dokular, Oncelikle
formaldehitten uzaklastirilmak i¢in Whatman kagidina alinmigtir. TUmOr dokular
doku takip sistemi ile fiksasyon, dehidrasyon, seffaflastirma ve parafin infiltrasyonu
islemlerine tabi tutulmustur. Bu islemlerden sonra timor dokular1 parafin bloklara
gomiilmistiir. Parafin bloklardan mikrotom araciligiyla 5 mikronluk kesitler alinarak

lam Gzerinde kurutulmustur. Kesitte bulunan parafin, ksilen ile uzaklastirildiktan sonra
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hematoksilen-eozin boyamasi yapilmis ve 151k mikroskobu altinda histopatolojik tani

icin incelenmistir.

2.2.4. Dalak Orneklerinden CD8+ T Lenfosit izolasyonu

CD8+ T lenfosit izolasyonu, manyetik hiicre ayrim sistemi ile pozitif se¢cim
antikoru fare CD8a microbead kullanilarak Kit protokoliine gore uygulanmistir. Her
fare grubundan 1 mL soguk PBS igerisine alinan fare dalaklari, 6ncelikle 3 mL soguk
PBS igeren bir petri kabinda enjektor pistonu ile parcalanarak 70 ve daha sonra 40 pm
hiicre filtresinden (cell strainer) gegirilmis ve hiicre siispansiyonu haline getirilmistir.
Hicre stspansiyonu, 400 g’de +4°C’de 10 dakika santrifiij edilmistir. Supernatantin
uzaklastirilmasini takiben hicre peleti, her grup icin belirlenen hiicre sayis1 gore her
107 total hiicre icin 90 puL PBS Buffer (%0.5 BSA ve 2 mM EDTA igeren PBS) ile
suispanse edilmistir. Restispanse edilen hiicrelere her 107 total hiicre i¢in 10 uL CD8a
microbeads antikoru eklenerek karistirilmis ve +4°C’de 10 dakika inkiibe edilmistir.
Manyetik platforma yerlestirilen LS kolon Oncelikle 3 mL PBS Buffer ile aktive
edildikten sonra hicre stispansiyonu LS kolona aktarilmistir. Kolonda akis gosteren
hiicreler, baglanma gostermeyen CD8- hiicreler olup atilmistir. Manyetik boncuklarla
isaretli olan hicreler manyetik alan varliginda kolona bagh kalmistir. Spesifik
olmayan baglanmalar1 uzaklastirmak amaciyla LS kolon 3 mL PBS Buffer ile
yikanmigtir. Daha sonra LS kolon manyetik alandan c¢ikarilarak 15 mL tlpe
yerlestirilmistir. LS Kkolon icerisine 5 mL PBS Buffer eklendikten sonra kolonun
enjektord ile hizli bir gekilde basing uygulanarak CD8+ T hiicreler toplanmistir. Elde
edilen CD8+ T huicre siispansiyonu, 400 g’de +4°C’de 10 dakika santrifiij edilmistir
ve supernatant uzaklastirilmistir. CD8+ T hucre pelet drnekleri sonraki deneyler igin -
80°C’de muhafaza edilmistir.

2.2.5. CD8+ T Lenfosit izolasyonunun Flow Sitometri ile Dogrulanmasi

Izole edilen CD8+ T hiicrelerin safligim belirlemek ve izolasyon asamasinin

kontrollinli yapmak amaciyla 2.2.4’de bahsedildigi sekilde elde edilen kontrol ve
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primer timor gruplart dalak 6rneklerinden elde edilen izolasyon Oncesi total hucre
peleti ve izolasyon sonrasi CD8+ T hiicre peleti, anti-CD45, anti-CD3, anti-CD4 ve
anti-CDS8 antikorlarini igeren antikor kokteyli (anti-CD3, anit-CD4 ve anti-CD8 i¢in
0,2 mg/mL, anti-CD45 icin 0,5 mg/mL igeren PBS Buffer) ile +4°C’de yarim saat
inklbe edildikten sonra flow sitometri ile populasyon analizleri gergeklestirilmistir.
Deney (g biyolojik tekrar ile gergeklestirilip izolasyon Oncesi ve izolasyon sonrasi

CD8+ T hiicre populasyonu belirlenmistir.

2.2.6. CD8+ T Lenfositlerden Total RNA izolasyonu

Total RNA izolasyonu Trizol yontemi ile gergeklestirilmistir. -80°C’de pelet
halinde saklanan CD8+ T hiicreler ¢cozdurllerek 500 uL Trizol eklenmis ve hiicrelerin
patlatilmasi icin ince u¢lu enjektoérden gegirilerek 1,5 mL tiiplere aktarilmistir. Trizol
icerisindeki phenolii uzaklastirmak amaciyla, baglangicta konulan Trizol hacminin 1/5
oraninda kloroform eklenmis ve tiipler iyice galkalandiktan sonra oda sicakliginda 2
dakika inkube edilmistir. Tipler 13.300 x RPM’de +4°C’de 15 dakika santrifiij
edilmistir. Santrifiij sonrasi total RNA’y1 i¢eren Ustteki berrak faz, yeni bir 1,5 mL
tlpe aktarilarak suyu uzaklastirmak i¢in Trizol miktarinin yaris1 kadar izopropanol
eklenmistir. Oda sicakliginda 10 dakika inkiibe edildikten sonra tupler 13.300 x
RPM’de +4°C’de 15 dakika santrifiij edilmis ve supernatantlart uzaklastirilmistir.
Trizol kaynakli tuzlari uzaklastirmak ve yikama islemi igin pelet tizerine Trizol miktari
kadar, taze hazirlanmis %70’lik ethanol eklenmis ve 10.000 x RPM’de +4°C’de 5
dakika santrifuj edilerek supertanant aspire edilmistir. Yikama islemi ayn1 sekilde bir
kez daha tekrarlanmistir. Pelet Uzerine 20 pL nikleaz igermeyen su eklendikten sonra
buz tizerine alinmistir. Saflik ve konsantrasyon olgumlerini takiben ornekler %1°lik
agaroz jel elektroforezinde yurutilmiis ve goriintiilleme sonrast RNA bultinligi
acisindan degerlendirilmistir.  RNA 0Ornekleri -80°C’de muhafaza edilmistir.

Calismada kullanilan 6rneklere ait RNA jel gorunttleri Ek-2’de yer almaktadir.
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2.2.7. miRNA Mikrodizin Deneyi

Mikrodizin deneyleri her 6rnek i¢in 500 ng total RNA 6rnegi ile K, PT, REM ve

REL gruplar i¢in her gruptan 3 biyolojik tekrar olacak sekilde gerceklestirilmistir.

Mikrodizin deney sireci Sekil 2.5.”te belirtilen kit protokollerine gore uygulanmstir.

Poly(A)
Kuyruklama

Ligasyon

g 3
miRNA Molekiilii
Poly(A)
Polimeraz Poly(A) Kuyruk
L — 3 .
Biotin-Isaretlenmis
Poly(A) Kuyruklu 3DNA
miRNA
FlashTag HSR I e ® ® /
Ligaz ‘
O
(@}
n J/ e
TTTT NNNN
Biotin Isaretli miRNA
l Streptavidin-PE ile Biotin
Tayini
&}
O .. o ® ® /
& @ o
o °®
GeneChip 4.0 miRNA
/ Mikrodizin

Sekil 2. 5. Mikrodizin deneyinin genel sematik 6zeti (https://www.thermofisher.com)

2.2.7.1. Hedef miRNA Hazirhg:

Her RNA 6rnegi i¢in son hacim 8 puL olacak sekilde 500 ng total RNA 6rnekleri

hazirlanmistir. Daha sonra 6rnek tiplerine 2 ul RNA Spike Control Oligos
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eklenmistir. MIRNA molekillerinin PolyA kuyrugunun uzatilmasi amaciyla RNA
ornekleri, Cizelge 2.1.”e gore hazirlanan 5 pL PolyA Tailing Master Mix ile muamale
edilmis ve 37°C’de 15 dakika inkiibe edilmistir. Daha sonra RNA drneklerini Biotin
ile etiketlemek icin 4 uL FlashTag Biotin HSR Ligation Mix ve 2 uL. T4 DNA Ligase
ile muamale ederek oda sicakliginda 30 dakika inkiibe edilmistir. Inkiibasyondan sonra
her 6rnek tliptne 2,5 pL HSR Stop Solution eklenerek reaksiyon durdurulmus ve buz

Uzerine alinmustir.

Cizelge 2. 1. Poly(A) kuyruk karigimi1

Reaktifler Hacimler

ATP Karigimi

luL
(1:500 1 mM Tris ile dilue edilmis)
PAP Enzimi 1L
10X Reaksiyon Buffer 1,5puL
25 mM MnCl, 1,5puL
Toplam Hacim 5puL

2.2.7.2. Hibridizasyon Asamasi

Oncelikle 20X Eukaryotic Hybridization Controls, her érnek igin 6,6 pL olacak
sekilde 65°C’de 5 dakika inkiibe edilmistir. Daha sonra Biotin ile etiketlenmis 23,5 puL
RNA ornekleri, miRNA problari igeren mikrodizinlerle hybridizasyon igin Cizelge
2.2.’de belirtilen hacimlerde hazirlanan hibridizasyon karisimi ile muamale edilmistir.
Hibridizasyon kokteyli, 99°C’de 5 dakika ve 45°C’de 5 dakika inkiibe edilmistir. Her
ornegin hibridizasyon kokteylinden 130 pL cekilerek ¢ip zerinde bulunan septa
deliklerinden birine her ornek bir cipe olacak sekilde yiiklenmistir. Ornek
yuklemesinden sonra septalar kapatilarak ¢ipler hibridizasyon firinina yerlestirilmistir.

Hibridizasyon firininda 48°C’de 60 RPM’de 17 saat inkiibe edilmistir.
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Cizelge 2. 2. Hybridizasyon karisim komponentleri

Reaktifler Hacimler
2X Hybridization Mix 66 uL
%27,5 Formamide 19,2 uL
DMSO 12,8 pL
20X Hybridization Controls 6,6 UL
Control Oligo B2, 3nM 2,2 uL
Niikleaz Icermeyen Su 3,7 UL
Toplam Hacim 110,5 puL

2.2.7.3. Mikrodizinlerin Yikama, Boyama ve Tarama Asamalari

Inkiibasyondan sonra ¢ipler hibridizasyon firinindan almarak hibridizasyon
kokteyli, septa araciligiyla cipten c¢ekilmigtir. mMiIRNA 4.0 mikrodizinlerine uygun
protokol ile yikama ve boyama islemleri yikama istasyonunda gergeklestirilmistir.
Daha sonra ciplerin tarayici ile gorintileri alinmistir. Tarama sonucu olusan .DAT
uzantili dosya, analiz igin .CEL wuzantili sayisal degerleri igeren formata
donustiirilmiistiir.  Hibridizasyon asamasinda ¢iplerde problem olup olmadig,
hibridizasyon asamasinda karigima eklenen kontroller ile tespit edilmistir. Kontrol
asamasi, AGCC 4.0 (Affymetrix® GeneChip Command & Console Software) yazilimi
ile tarama sonucu olusan .DAT uzantili dosyalar lizerinden yapilmistir. Sekil 2.6.’da
goriilebilecegi gibi gridli goriintii ve ¢ip isminin goriintlide bulunuyor olmasi
hibridizasyon, yikama, boyama ve tarama prosedirlerinin basarili oldugunu

gostermektedir.
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Sekil 2. 6. REL gruptan bir 6rnek icin miRNA 4.0. ¢ipinin .DAT uzantili dosya goriintiisii

Kontrol asamalarindan bir digeri .CEL uzantili sayisal verileri iceren dosyadan
hibridizasyon yuzdelerinin (%P) incelenmesidir. Affymetrix® Expression Console
(v1.4.0) programina yiiklenen .CEL dosyalarindan alinan bu degerlerin, %18 ve
tizerinde olmasi hibridizasyonun basarilt oldugunu belirtmektedir. Tum cipler %P

degeri agisindan kontrol edilmistir. Mikrodizin %P degerleri Ek-3’te yer almaktadir.

2.2.8. miRNA Mikrodizin Veri Analizi

Mikrodizin veri analizinde ilk asama olan normalizasyon, Affymetrix®
Expression Console (v1.4.0) programi ile .CEL wuzantili dosyalar {izerinden
gerceklestirilmistir. Teknik hatalardan kaynaklanan farkliliklar1 elimine etmek igin

arka plan diizeltmesi, quantile normalizasyon ve verinin logaritma 2 tabanina
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doniistiiriilmesini saglayan RMA (Robust Multiarray Average) ve DABG (Detection
Above BackGround) metotlar1 ile mikrodizin miRNA ifade verisi normalize
edilmistir. Normalize edilmis veriler, Expression Console programindan .TXT
formatinda alinmistir ve gruplar arasi ifade farkliliklar1 ve istatistiksel analizler i¢in
Microsoft Excel eklentisi olan BRB-Array Tools (V.4.6.1) programina yiiklenmistir
(Simon ve ark., 2007). Istatistiksel analizlere gegmeden dnce MiRNA 4.0 giplerinde
bulunan 203 organizmaya ait problardan sadece fareye (mmu) ait problar
filtrelenmistir. BRB-Array Tools programi ile 3’er 6rnekten olusan K, PT, REM ve
REL olarak 4 grubu igeren totalde 12 mikrodizin verisi, gruplar aras1 ifade farklilig:
gosteren miRNA’lar1 belirlemek igin sinif karsilastirmasi (Class Comparison) ile
kiyaslanarak 1,25 kat ve Uzeri degisim gosteren ve istatistiksel olarak anlamli olan (t-
test; p<0,05) miRNA’lar belirlenmistir. Belirlenen miRNA’lar icin Average linkage
metotu ile kiimeleme analizi BRB-Array Tools programi icerisindeki Cluster 3.0 ile
gerceklestirilmistir. Gruplar arasi ortak miRNA’larin Kkesistirilmesi, Venny 2.1
araciligiyla yapilmistir (Oliveros, 2007-2015).

2.2.9. Mikrodizin Analizi Sonucunda ifade Farkhhig Gosteren

miRNA’larin Dogrulanmasi

Mikrodizin veri analizi sonucunda gruplar arasinda anlamli ifade degisimi
gosteren miRNA’larin bagimsiz bir yontem olan es zamanli PZR ile validasyonu
gergeklestirilmistir.  Mikrodizin ~ deneylerinin  gergeklestirildigi  total RNA
orneklerinden 6ncelikle miRNA’lar i¢in tamamlayict DNA (cDNA) sentezi yapilmis
sonrasinda sentezlenen cDNA’ler kullanilarak es zamanli PZR ile ifade degisimleri

saptanmistir.

2.2.9.1. miRNA cDNA Sentezi
miRNA’lar i¢in ¢cDNA sentezi, miScript Il RT Kit ile kit protokoliine gore
gerceklestirilmistir. 1lk asama, 3' uglarinda poly(A) kuyrugu bulunmayan olgun

miRNA’lara, sentez igin primer dizisi saglayan universal tag’i iceren kuyrugun
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eklenmesidir. Daha sonra iireticinin sagladigi universal tag’e spesifik primer ile CDNA
sentezi, Cizelge 2.3.’te belirtilen hacimlerle gergeklestirilmistir. Hazirlanan 6rnekler
37°C’de 60 dakika ve 95°C’de 5 dakika inkiibe edildikten sonra es zamanli PZR
deneyi icin her 6rnek 5 ng/uL olacak sekilde sulandirilmis ve -20°C’de muhafaza

edilmistir.

Cizelge 2. 3. miRNA cDNA Sentez Komponentleri

Reaktifler Hacimler
5X miScript HiSpec Buffer 4 uL
10X miScript Nucleics Mix 2 UL
miScript Reverse Transcriptase Mix 2 UL
Total RNA (250 ng) degisken
Niikleaz icermeyen Su degisken
Toplam Hacim 20 pL

2.2.9.2. miRNA’lara Spesifik leri Primer Tasarimi

Es zamanli PZR reaksiyonu igin gerekli geri primer, es zamanli PZR kiti
icerisinden universal tag’e spesifik olarak ¢ikarken, miRNA’lara 6zgii ileri primerlerin
tasarim1 miRNA’larin kisa uzunluklart nedeniyle klasik mRNA primer tasarimindan
farkli stratejileri gerektirmektedir. miRNA’lar i¢in ileri primer tasarimi, (Timotijevi¢
ve ark., 2015) tarafindan belirtilen yonteme gore “miRNA Primer Design Tool”
kullanilarak dizayn edilmistir (Maulik ve Piyush, 2017). Bu yontemde, miRNA
dizisinin 3' ucundan 6 niikleotid ¢ikararak, 5 ucuna erime sicakligi ve primer
uzunlugunu ayarlamak igin rastgele 3-5 nukleotid dizisi eklemektedir. Bu yonteme
gore dizayn edilen miRNA ileri primer dizileri Cizelge 2.4.’te belirtilmektedir.
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Cizelge 2. 4. Calismada kullanilan miRNA ileri primer listesi

miRNA Ad1 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’larin Es Zamanh PZR ile ifade Analizi

Es zamanli PZR deneyleri miScript SYBR Green PCR Kit ile kit protokoliine
uygun sekilde Cizelge 2.5.te belirtilen reaktifler ve reaksiyon kosuluna gore
gerceklestirilmistir. Ifade analizinde referans gen yerine analizi yapilacak tiim
miRNA’larin Ct degerlerinin geometrik ortalamasi alinarak ortalama degerler ile
normalizasyonlart yapilmistir (Mestdagh ve ark., 2009). Es zamanli PZR analiz
yontemi olarak 2("22¢T) yaklasim metodu kullamilmustir (Livak ve Schmittgen, 2001).

Es zamanli PZR deneyi ii¢ biyolojik ve iki teknik tekrar ile gerceklestirilmis olup iki
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grup arasindaki istatistiksel anlamlilik diizeyi Student’s t-test ile belirlenmistir ve

p<0,05 olan degerler istatistiksel olarak anlamli kabul edilmistir.

Cizelge 2. 5. miRNA es zamanli PZR komponentleri ve reaksiyon kosullart

Reaktifler Hacimler Reaksiyon
2X SYBR Green PCR Mix 5puL Basl
Aj‘(@ti?/gf“f)nu 95°C 15 dakika | 1 dongi
10X miScript Universal Primer 1uL y

100 UM miRNA-Spesifik lleri 1uL Denatiirasyon 94°C 15 saniye

Primer
cDNA (5 ng/pL) 1puL Baglanma 55°C 30 saniye 40 dong
Niikleaz Icermeyen Su 2 UL
Uzama 70°C 30 saniye
Toplam Hacim 10 L

2.2.10. miIRNA Hedef Genlerinin Biyoinformatik Olarak Belirlenmesi

miRNA hedef genlerinin biyoinformatik olarak belirlenmesinde miRWalk 3.0
(Sticht ve ark., 2018) veritabani kullanilarak 3°UTR pozisyonunda baglanma gdsteren
hedefler listelenmistir. Hedef gen listelerinde 6zellikle CDS8 T hiicre ile iligkili genleri
zenginlestirmek i¢in NCBI Gene (Brown ve ark., 2015) veritabani araciligiyla Mus
musculus organizmasinda CD8 T hicre ile iligkilendirilmis genler indirilerek miRNA
hedef gen listeleri ile kesistirilip ortak olan genler belirlenmistir. Ortak hedef genlerin

tespiti Venny 2.1 ile yapilmustir.

2.2.11. miRNA Hedef Genlerinin Yer Aldig1 Yolaklarin Biyoinformatik

Olarak Belirlenmesi

Yolak zenginlestirme analizi, WebGestalt (WEB-based GEne SeT AnaLysis
Toolkit) (Liao ve ark.,, 2019) arayiizii araciligityla KEGG Pathway (Kyoto
Encyclopedia of Genes and Genomes) (Kanehisa ve Goto, 2000) veritabaninda

miRNA hedef gen listeleri lizerinden gerceklestirilmistir.
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2.2.12. Biyoinformatik Analiz Sonucunda Belirlenen Hedef Genlerin

Dogrulanmasi

Hedef gen ve yolak analizleri sonucunda immiin sistem ile iliskili yolaklar ve
arastirtlan MiRNA’larin hedefi olarak belirlenen genlerin es zamanli PZR ile
dogrulamalart  yapilmistir. Mikrodizin  deneylerinde kullanilan total RNA
orneklerinden oncelikle mRNA molekdlleri igin cDNA sentezlenmis ve ifade
degisimlerini saptamak amaciyla sentezlenen cDNA’ler kullanilarak es zamanli PZR

ile analizleri gergeklestirilmistir.

2.2.12.1. mRNA cDNA Sentezi

Total RNA ornekleri ile gergeklestirilen cDNA sentezi i¢in Transcriptor HF
cDNA Synthesis Kit kullanilmis olup, kit protokolii uygulanmistir. Sentez i¢in Cizelge
2.6.’da belirtilen bilesenler kullanilarak Oncelikle 250 ng total RNA o&rnegi ile
Anchored-oligo(dT) primer 65°C’de 10 dakika denatiire edilmistir. Daha sonra diger
komponentler eklenerek 55°C’de 30 dakika ve 85°C’de 5 dakika inkilibasyon ile sentez
islemi gerceklestirilmistir. Her 6rnek es zamanli PZR deneyi i¢in 10 ng/uL olacak

sekilde sulandirilmis ve -20°C’de muhafaza edilmistir.

Cizelge 2. 6. mMRNA cDNA sentez komponentleri

Reaktifler Hacimler
5X Reaksiyon Buffer 4 uL
RNase Inhibitor (40 U/mL) 0,5 puL
dNTP Karisimi (10 mM) 2 uL
DTT 1pL
Reverse Transcriptase 1,1puL
Anchored-oligo(dT)1s Primer (50 pmol/mL) 1L
Total RNA (250 ng) degisken
Niikleaz Icermeyen Su degisken
Toplam Hacim 20 pL

48



2.2.12.2. Hedef mRNA Spesifik Primer Tasarimi

Hedef genler ve referans genler icin uygun primerler, Primer-Blast programu ile
tasarlanmistir (Ye ve ark., 2012). Primer tasariminda spesifikligin yani sira gen
dizisinin izin verdigi Ol¢tide Ozellikle ileri ve geri primerlerin erime sicakliklari
arasinda maksimum 1°C fark olmasina, en az 1000 bp uzunlugunda intron dizisi
icermesine ve ekson-ekson baglantisinda olmasia dikkat edilmistir. Calismada

kullanilan ileri ve geri primerler Cizelge 2.7.’de listelenmistir.

Cizelge 2. 7. Calismada kullanilan referans ve miRNA hedef gen primer listesi

Primer Adi Primer Dizisi (5' 2 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 Es Zamanh PZR ile ifade Analizi

Hedef genlerin ifade analizi i¢in es zamanli PZR deneyi FastStart DNA Green
Master Kit ile Cizelge 2.8.°de belirtilen reaktifler ve reaksiyon kosuluna gore
gerceklestirilmistir. Referans gen olarak GAPDH ve B2M genleri kullanilmis ve her

iki referans genin Ct degerlerinin geometrik ortalamas: alinarak 2("22T) metodu ile

49



hedef genlerin ifadeleri analiz edilmistir. Ornekler %2’lik agaroz jel elektroforezinde
yuruttlerek kontrolleri yapilmistir. Es zamanli PZR deneyi {i¢ biyolojik ve iki teknik
tekrar ile gercgeklestirilmis olup iki grup arasindaki istatistiksel anlamlilik diizeyi
Student’s t-test ile belirlenmistir. Istatistiksel olarak anlamlilik derecesi p<0,05 kabul

edilmistir.

Cizelge 2. 8. Hedef gen es zamanli PZR komponentleri ve reaksiyon kosullart

Reaktifler Hacimler Reaksiyon
SYBR Green Master Mix 5uL
On Inkiibasyon | 95°C 10 dakika | 1 déngii
10 uM fleri Primer 0,4 puL
10 uM Geri Primer 0,4 L Denattrasyon 95°C 10 saniye
56°C - 60°C
cDNA (10 ng/pL) 1pL Baglanma )
10 saniye 40 déngl
Niikleaz Icermeyen Su 3,2 uL
Uzama 72°C 10 saniye
Toplam Hacim 10 uL

2.2.13. Apoptoz Deneyi

CD8+ T hcrelerin K, PT ve REM gruplarindaki hicre 6lim streclerini
incelemek igin 2.2.4.’te bahsedildigi sekilde elde edilen fare dalaklarindan izole
edilmis CD8+ T hiicre peleti, 1x10° hiicre/mL olacak sekilde 1X Annexin-V Binding
Buffer (10 mM Hepes/NaOH; pH: 7,4; 140 mM NacCl, 2,5 mM CacCl,) ile suspanse
edilmistir. Suspanse edilen drneklerden 100 pL alinarak Gzerine 5 pL FITC-Annexin-
V ve 5 pyL PE-Propidyum lyodiir (PI) eklenmis ve 15 dakika oda sicakliginda ve
karanlikta inkiibe edilmistir. Okuma 6ncesi 6rneklere 400 ul 1X Annexin-V Binding
Buffer eklenerek analizleri flow sitometri cihazi ile gergeklestirilmistir. Apoptoz
deneyi en az iki biyolojik tekrar ile gerceklestirilmistir. Student’s t-test ile istatistiksel

anlamlilik seviyesi belirlenmis ve p<0,05 olarak kabul edilmistir.
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3. BULGULAR

3.1. Hayvan Modeli Gruplarmma Ait Bulgular

4T1 hacreleri ile immin-kompetan disi Balb/c farclerde PR, REM ve REL
gruplarinin olusturulmasi tiimdr boyutlar1 dlgiilerek timoriin olusumu, gerilemesi ve
tekrar ortaya ¢ikmasi ile belirlenmistir. Sekil 3.1.’de belirtilen grafiklerde
goriilebilecegi gibi PT grup, 2 hafta icerisinde tiimor gelistirmistir. REM grubunda 2
hafta igerisinde gelisen primer timor 4. haftanin sonunda kaybolmustur. REL
grubunda ise 2 hafta igerisinde gelisen primer tiimoér 3. — 4. haftada kaybolmus ve 5.

haftadan itibaren primer tumor tekrar bliyume géstererek niiks etmistir.

600 600

2
S

500

&
=3

400

w
=
=

300

2
=]
=3

200

Tiimér Hacmi (mm®)
Tiimér Hacmi (mm?)

"
5
=

=
e

0 1 2 0 1 2 3 4
Enjeksiyon Sonrasi Siire (Hafta) Enjeksiyon Sonrasi Siire (Hafta)
e PT-| T} =—PT-3 e REM.1 @====REM.2 ====REM.3
1600
1400
= 1200
=)
= 1000
£ 800
=
£ 600
2 400
200
0
0 1 2 3 4 s 6 7 8 o 10

Enjeksivon Sonrasi Siire (Hafta)

o REL -] w—REL 2 w——REL 3

Sekil 3. 1. PT, REM ve REL gruplarinmn timor buyime grafikleri

TUm deney gruplarindan Sekil 2.4’te belirtilen sonlandirilma siirelerine gore
aliman dalak Orneklerinin boyutlari, timdr tasiyan ve tasimayan gruplar arasinda

farklilik gostermistir (Sekil 3.2.).
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Kontrol Grubu Primer Tiimér Grubu Remisyon Grubu Relaps Grubu
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Sekil 3. 2. Deney gruplarma ait dalak érneklerinin boyutlarin belirten gorseller

Sekil 3.3.°te goriilebilecegi gibi dalak agirliklart K grubuna gére PT ve REL

gruplarinda anlamli artig gosterirken, REM grubunda anlamli fark gézlemlenmemistir.
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Sekil 3. 3. Deney gruplarinin dalak agirhik verileri ile olusturulmus siitun grafigi (t-test, *p<0,05)

Tiimdr tasiyan gruplardan aliman dalak orneklerinin, kontrol grubuna kiyasla
hacimlerinde artis saptanmis olup, REM grubunda kontrol grubuna gore degisim

gbzlenmemistir (Sekil 3.4.).
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Sekil 3. 4. Deney gruplarmin dalak 6rneklerinin uzunluk, genislik ve yiikseklik degerleri ile
olusturulmus siitun grafigi (t-test, *p<0,05)

3.2. Tiimor Dokularin Histopatolojik Incelemesi

PT grubundan alinan tiimor dokularinin patoloji incelemeleri sonucunda bazal
benzeri meme kanseri tanis1 konulmus olup tiimor dokusunda nektorik bolgeler tespit

edilmistir (Sekil 3.5.).
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Sekil 3. 5. Primer timor grubuna ait timor dokularinin histopatolojik mikroskop goruntileri

Tiim6r dokusunun kayboldugu remisyon grubunda primer tiimdriin gelistigi
bolgeden alinan dokular patolojik agidan incelenmistir. Patoloji tanisinda az sayida
bazal benzeri meme kanseri hiicresi varligi ve cogunlukla kas hiicresi varligi
saptanmigtir  (Sekil 3.6.). REM grubunda tiimor dokularmin kayboldugu

dogrulanmustir.
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Sekil 3. 6. Remisyon grubuna ait dokularin histopatolojik mikroskop gérlntuleri

REL grubundan alinan timér dokularinin patoloji tanisi, bazal benzeri meme
kanseri olarak saptanmigtir. Timor hiicreleri yani sira doku igerisinde nekrotik
alanlarn varlhigi tespit edilmistir. Ayn1 zamanda ozellikle tUmor dokusunun dis

bolgesinde inflamatuvar hicrelerin varligi belirlenmistir (Sekil 3.7.).
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Sekil 3. 7. Relaps grubuna ait tiimér dokularimin histopatolojik mikroskop goriintiileri

3.3. CD8+ T Hiicre izolasyonunun Dogrulanmasi

Manyetik ayrim yontemi ile CD8+ T hiicre izolasyonunun basarili bir sekilde
uygulandigini dogrulamak i¢in U¢ biyolojik tekrar ile izolasyon dncesi ve sonrasi hiicre
stispansiyon drnekleri, T hiicre soyunu temsil eden CD45+ (l6kosit belirteci), CD3+
(T hiicre belirteci), CD8+ (sitotoksik T hiicre belirteci) ve CD4+ (yardimer T hiicre
belirteci) ifadeleri agisindan flow sitometri ile analiz edilmistir (Sekil 3.8.).
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Sekil 3. 8. MACS yontemi ile CDS pozitif seleksiyon 6ncesi ve sonrast CD8+ T hiicrelerin safliklarini

gosteren sacilim grafikleri
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CDA45+ CD3+ total hiicre populasyonunda CD8+ hiicre orani, izolasyon dncesi

orneklerde yaklasik %30’ken, izolasyon sonrasinda %96,5 olarak saptanmistir (Sekil

3.9.). Izolasyon 6ncesine gore izolasyon sonrasinda artan CD8+ T hiicrelerin yiizdesi,

izolasyon basarisini ve elde edilen CD8+ T hiicrelerin safligin1 belirtmektedir.
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Sekil 3. 9. MACS ydéntemi ile CD8 pozitif seleksiyon 6ncesi ve sonrast CD8+ T hiicrelerin safliklarin

gosteren siitun grafigi

3.4. RNA izolasyonuna Ait Bulgular

K, PT, REM ve REL gruplarina ait CD8+ T hiicrelerden izole edilen total RNA

orneklerine ait konsantrasyon ve saflik degerleri Cizelge 3.1.°de yer almaktadir.

Calismada kullanilan tim RNA 6rneklerinin 260/280 oran1 1.8 - 2.1 arasindadir.
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Cizelge 3. 1. Mikrodizin ve validasyon deneylerinde kullanilan total RN A 6rneklerine ait konsantrasyon
ve saflik degerleri

Ornek Adi Konsantrasyon (ng/pL) Az60/Azg0
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 Arasinda Anlamh Farkhihk Gosteren miRNA’lar

K, PT, REM ve REL gruplar1 arasinda 1,25 ve iizeri anlamli (p<0,05) kat
degisimi gosteren miRNA’larin belirlenmesi, BRB-Array Tools programi ile smif
karsilastirmas1  (Class ~ Comparison, paired t-test) analizi  uygulanarak
gergeklestirilmistir. Primer timor olusumu boyunca rol oynayan miRNA’lari
belirlemek i¢in karsilagtirilan PT ve K gruplar1 arasinda 41 miRNA’nin anlaml ifade
degisimi gosterdigi bulunmustur (Cizelge 3.2.). Bu miRNA’lardan 39’unda ifade artis1

saptanirken, sadece 2 miRNA nin ifadesi azalmistir.
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Cizelge 3. 2. Saglikli kontrol ve primer tiimor gruplari arasinda 1,25 kat ve {izeri anlamli ifade degisimi
gosteren miRNA’lar

miRNA Kat Degisim (PT/K) | p-degeri miRNA Kat Degisim p-degeri

(PT/K)
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 51 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

Olusan primer tiimdriin gerilemesinde rol oynayan miRNA’lar1 saptamak igin
PT ve REM gruplart arasinda ifade farkliligi gosteren miRNA’lar kiyaslanmis ve 75
miRNA’nin 1,25 kat ve tizeri anlaml1 ifade degisimi gosterdigi bulunmustur (Cizelge
3.3.). BumiRNA’lardan 18’1, PT grubuna gére REM grubunda ifade artis1 gosterirken

cogunlugunun ifadesinin azaldig1 gozlemlenmistir.
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Cizelge 3. 3. Primer timor ve remisyon gruplari arasinda 1,25 kat ve fizeri anlamli ifade degisimi

gosteren miRNA’lar

. Kat Degisim s . Kat Degisim s
mMiRNA (REM/PT) p-degeri mMiRNA (REM/PT) p-degeri
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

Timor gerilemesi sonrast primer timorin niks etmesinde rol oynayan

miRNA’larin belirlenmesi icin REM ve REL gruplar1 arasinda ifade farklilig1 gésteren

miRNA’lar kiyaslanmig ve 78 miRNA’nin 1,25 kat ve iizeri anlaml ifade degisimi

61



gosterdigi bulunmustur (Cizelge 3.4.). 30 miRNA, REL grubunda REM grubuna gore

ifade diisiisti gosterirken, 48 miRNAnin ifadesi artmistir.

Cizelge 3. 4. Relaps ve remisyon gruplart arasinda 1,25 kat ve {izeri anlaml ifade degisimi gdsteren
miRNA’lar

MiRNA z;aégfg% p-degeri MIiRNA z;aéll_)/‘ég\;l‘; p-degeri
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-7¢c-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 42 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 Arasinda Anlamh Farklilik Gosteren Ortak miRNA’lar

3.5.2.1. K, PT, REM ve REL Gruplar1 Arasindaki Ortak miRNA’lar

TNBC olusum, gerileme ve niiks asamalarinda CD8+ T hiicre aracili immin
sistem yanitinda ortak olan miRNA’lar1 belirlemek i¢in K/PT, PT/REM ve
REM/REL grup kiyaslamalarinda ¢ikan miRNA listeleri kesistirilerek mmu-miR-
15a-5p, mmu-miR-93-3p ve mmu-miR-3470b miRNA’larinin ortak oldugu tespit
edilmistir (Sekil 3.10.).

PT/K REM/PT

mmu-miR-15a-Sp
mmu-miR-93-3p
mmu-miR-3470b
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REL/REM

Sekil 3. 10. K, PT, REM ve REL gruplarinda ifade degisimi gdsteren ortak miRNA’lar

Ug ortak miRNA i¢in BRB-Array Tools programu ile yapilan kiimeleme analizi
(Cluster) sonucunda tiimér tasiyan (K ve REM) ve tiimor tasimayan (PT ve REL)
deney gruplar1 2 grup olarak ayrilmistir (Sekil 3.11.). PT ve REL gruplarinda 3
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miRNA’nin ifadesinin yliksek, K ve REM gruplarinda ise ifadesinin diisiik oldugu
gorulmektedir.

Tiimér Tasimayan Tiamor Tasiyan
Gruplar: K ve REM Gruplar: PT ve REL
| |
200 { 1 1
2.00
1.00 [ I T -
o, I R R
-2.00 =V - - R S
-3.00

mmu-miR-15a-5p

mmu-miR-93-3p

mmu-miR-3470b

Sekil 3. 11. Ortak 3 miRNA’nin hiyerarsik kiimeleme analizi sonucu olusturulan heatmap gorseli

Mikrodizin analiz verileri incelendiginde ortak 3 miRNA’nin ayni modelde ifade
artis ve azalig gosterdigi bulunmustur. Bu miRNA’lar, saglikli kontrol grubunda diisiik
ifade gosterirken, primer timor varliginda ifade artisi gostermekte olup tlimoriin
kaybolmasi sonucunda neredeyse saglikli kontrol grup kadar ifadeleri diismekte ve

primer tiimdriin tekrar ortaya ¢ikisiyla ifadeleri artmaktadir (Sekil 3.12.).
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Sekil 3. 12. K, PT, REM ve REL gruplarinda ifade degisimi gosteren ortak 3 miRNA’nin mikrodizin
analizi sonucunda kat degisimlerini belirten siitun grafigi (siitunlar iizerinde belirtilen sayilar kat
degisimlerini ifade etmektedir)

3.5.2.2. K, PT ve REM Gruplar1 Arasindaki Ortak miRNA’lar

Primer tiimor olusumu ve gerileme slreclerinde rol oynayan ortak miRNA’lar1
belirlemek igin PT/K ve REM/PT grup kiyaslamalarindan elde edilen istatistiksel
olarak anlamli (p<0,05), 1,25 ve Uzeri kat degisimi gosteren MIRNA listeleri
kesistirildiginde ortak 27 miRNA tespit edilmistir. 27 miIRNA listesini daraltmak ve
istatistiksel anlamlilik seviyesini arttirmak adma liste, p<0,001 olacak sekilde
filtrelendiginde mmu-miR-30b-3p isimli sadece tek bir ortak miRNA bulunmustur
(Sekil 3.13.).
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PT/K REM/PT

Filtreleme
p<0,001

|

mmu-miR-30b-3p

Sekil 3. 13. K, PT ve REM gruplarinda ifade degisimi gosteren ortak miRNA

Mikrodizin analizi sonucunda mmu-miR-30b-3p, diger ortak 3 miRNA ile ayn1
modeli (paterni) sergileyerek kontrol grubunda diisiik ifade gostermis, primer timor

grubunda ifadesi artmis ve remisyon grubunda tekrar ifadesi diismiistiir (Sekil 3.14.).
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Sekil 3. 14. K, PT ve REM gruplarinda ifade degisimi gosteren ortak miRNA’nin mikrodizin analizi
sonucunda kat degisimlerini belirten siitun grafigi (siitunlar iizerinde belirtilen sayilar kat degisimlerini
ifade etmektedir)
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3.5.2.3. Ortak miRNA’larin Es Zamanh PZR ile Dogrulanmasi

Mikrodizin analizi sonucunda K, PT, REM ve REL gruplar: arasi anlamli ifade
degisimi gosteren 3 ortak miRNA (mmu-miR-15a-5p, mmu-miR-93-3p, mmu-miR-
3470b) ve K, PT ve REM gruplar1 arasinda anlamli ifade degisimi gosteren mmu-miR-
30b-3p’nin es zamanli PZR deneyi ile ifade analizleri gergeklestirilmistir. mmu-miR-
15a-5p mikrodizin veri analizi sonucunda gézlemlenen ifade degisimi, es zamanli PZR
ile saptanamamustir. Bu nedenle, miR-15a-5p ile ileri analizlere devam edilmemistir.
mmu-miR-93-3p es zamanli PZR analizinde K ve PT gruplar1 arasinda anlamli fark
gbozlenmezken, REM grubunda PT grubuna goére anlamli ifade azalmasi ve REL
grubunda REM grubuna gore anlamli ifade artist dogrulanmistir. mmu-miR-3470b
ifadesinde, mikrodizin veri analizi ile uyumlu olarak PT grubunda K grubuna gore ve
REL grubunda REM grubuna gore anlaml artis gézlemlenmistir. Ancak PT ve REM
gruplar arasinda ifade, anlaml olarak degisim gostermemistir. mmu-miR-30-3p es
zamanli PZR analizi sonucunda mikrodizin veri analizi ile uyumlu olarak PT grubunda
K grubuna gore anlamli ifade artis1 ve REM grubunda PT grubuna gére anlamli ifade

diisiisii ile dogrulanmistir (Sekil 3.15.).
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Sekil 3. 15. Ortak miRNA’larin es zamanli PZR sonucunu belirten siitun grafigi (t-test, *p<0,05)
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Mikrodizin veri analizi sonucunda gruplar arasinda anlamli ve ylksek ifade
degisimi gdsteren 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 sonuglar1 Ek-4’te yer almaktadir.

3.6. Dogrulanan Ortak miRNA’larmn  Tahmini Hedef Genlerinin

Belirlenmesi

Es zamanli PZR ile dogrulamasi1 gergeklestirilen mmu-miR-93-3p, mmu-miR-
3470b ve mmu-miR-30b-3p’nin biyoinformatik olarak tahmini hedef gen listeleri
miRWalk veritabanindan elde edilmistir. Hedef gen listeleri ile NCBI Gene
veritabanindan indirilen CD8 T hiicre iliskili gen listesinden ortak olan genler

belirlenmistir (Cizelge 3.5.).

Cizelge 3. 5. miRWalk ve NCBI veritabanindan belirlenen miRNA hedef gen sayilari

A Al miRWalk 3.0. ’UTR NCBI Veritaban ile Ortak Tahmini
Tahmini Hedef Gen Sayisi Hedef Gen Sayisi
mmu-miR-93-3p 2460 93
mmu-miR-3470b 6554 231
mmu-miR-30b-3p 5521 202

3.7. miRNA Hedef Genlerinin Zenginlestigi Yolaklarin Belirlenmesi

Gruplar arasinda anlamli ifade degisimi gosteren mmu-miR-93-3p, mmu-miR-
3470b ve mmu-miR-30b-3p miRNA’larinin hedef gen listeleri ile bu genlerin
fonksiyon gosterdikleri yolaklar belirlenmistir. 3 miRNA’nin hedef genlerinin
Ozellikle T hicre aktivasyonu, hiicre 6ltimd, hareketi ve gen diizenlemesinden sorumlu

yolaklarda zenginlestigi tespit edilmistir (Cizelge 3.6., Cizelge 3.7., Cizelge 3.8.).
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Cizelge 3. 6. mmu-miR-93-3p tahmini hedef genlerinin zenginlestigi yolaklarin listesi

Yolak ismi Hedef Gen Sayist FDR
Otofaji 10 3.42E-05
NF-kappa B sinyal yolagi 9 3.42E-05
Sitokin-sitokin reseptor interaksiyonu 13 1.45E-04
Apoptoz 9 1.64E-04
Nekroptoz 10 1.71E-04
Dogal dldiiriicii hiicre aracili sitotoksisite 7 0.0018
FoxO sinyal yolagi 7 0.0025
T hiicre reseptor sinyal yolagi 6 0.0032
Hicre adezyon molekiilleri 7 0.0079
Notch sinyal yolagi 4 0.0087
Fokal Adezyon 7 0.0175
TNF sinyal yolag1 5 0.0227
Adipositokin sinyal yolagi 4 0.0253
JAK-STAT sinyal yolagi 6 0.0253
Insiilin sinyal yolag1 5 0.0486

Cizelge 3. 7. mmu-miR-3470b tahmini hedef genlerinin zenginlestigi yolaklarin listesi

Yolak Ismi Hedef Gen Sayisi FDR

JAK-STAT sinyal yolagi 27 1.78E-14
Apoptoz 23 5.70E-13
PI3K-Akt sinyal yolag1 34 7.09E-12
T hiicre reseptor sinyal yolagi 19 1.02E-11
Dogal dldiiriicii hiicre aracili sitotoksisite 20 1.76E-11
Hucre adezyon molekdilleri 23 3.03E-11
FoxO sinyal yolagi 20 1.18E-10
TNF sinyal yolag1 18 3.09E-10
Sitokin sitokin reseptor interaksiyonu 28 5.99E-10
ErbB sinyal yolagi 15 2.89E-09
MAPK sinyal yolagi 26 8.71E-09
Fokal adezyon 21 1.57E-08
Insiilin sinyal yolag1 17 6.32E-08
Kemokin sinyal yolagi 20 7.37E-08
Otofaji 16 1.36E-07
Nekroptoz 17 1.46E-06
NF-kappa B sinyal yolagi 12 1.13E-05
VEGF sinyal yolag1 9 1.73E-05
Aktin hiicre iskeletinin diizenlenmesi 17 1.96E-05
Adipositokin sinyal yolag1 9 8.15E-05
mTOR sinyal yolagi 13 1.06E-04
Ras sinyal yolag1 16 1.69E-04
Antijen isleme ve sunum 9 5.16E-04
Mitofaji 7 0.0013

Hippo sinyal yolag1 10 0.0058

TGF-beta sinyal yolagi 7 0.0065

Wnt sinyal yolagi 8 0.0400
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Cizelge 3. 8. mmu-miR-30b-3p tahmini hedef genlerinin zenginlestigi yolaklarin listesi

Yolak ismi Hedef Gen Sayisi FDR
JAK-STAT sinyal yolagi 26 <2.2e-16
Sitokin sitokin reseptor interaksiyonu 32 7.13E-14
T hiicre reseptdr sinyal yolagi 18 1.61E-11
Dogal 6ldiiriicii hiicre aracili sitotoksisite 18 1.80E-10
P13K-Akt sinyal yolag1 28 2.50E-09
Hicre adezyon molekiilleri 17 2.96E-07
Kemokin sinyal yolagi 18 5.12E-07
NF-kappa B sinyal yolag1 13 9.02E-07
TNF sinyal yolag1 13 1.58E-06
Apoptoz 14 2.63E-06
Otofaji 11 2.53E-04
Antijen isleme ve sunum 8 0.0018
Adipositokin sinyal yolagi 7 0.0020
FoxO sinyal yolagi 9 0.0044
ErbB sinyal yolag1 7 0.0050
Insiilin sinyal yolag 9 0.0063
Nekroptoz 10 0.0089
Fokal adezyon 10 0.0183
Mitofaji 5 0.0244
Ras sinyal yolagi 10 0.0406

PT ve REL gruplarinda mmu-miR-93-3p, mmu-miR-3470b ve PT grubunda
mmu-miR-30b-3p ifadesinin genel olarak yiiksek olmasi ve apoptoz siirecinde 3
miRNA’nin anti-apoptotik protein BCL-2 genini ve mmu-miR-30b-3p’nin ayrica anti-
apoptotik BCL-XL genini hedefliyor olmast CD8+ T hiicrelerinin sagkalimlarini
etkiliyor olabileceginden T hiicrelerin ortadan kaldirilmasinda etkin olan apoptoz

yolagina odaklanmilmistir (Sekil 3.16.).
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Sekil 3. 16. Apoptoz yolagindaki miRNA hedefleri

3.8. miRNA Hedef Gen ifadelerinin Es Zamam PZR ile Dogrulanmasi

Apoptoz siirecinde miRNA hedef gen dogrulamasi igin 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 i¢in es zamanli PZR yontemi sonucunda
analizler gergeklestirilmistir. Apoptoz yolagiin akigini anlamak agisinda miRNA
hedefi olmayan ancak apoptoz sirecinde etkin rol oynayan pro-apoptotik BAX ve
BAK genleri igin de gruplar arasi ifade profilleri belirlenmistir. 3 miRNA’nin da
hedefi olan anti-apoptotik BCL-2 geninde K grubuna goére PT, REM ve REL
gruplarinda anlamli ifade azalis1 gézlemlenmistir. PT grubuna gére REM grubunda ve
REM grubuna gore REL grubunda ifade artis1 belirlenmistir (Sekil 3.17.).
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Sekil 3. 17. K, PT, REM ve REL gruplar1 arasinda mmu-miR-93-3p, mmu-miR-3470b ve mmu-miR-
30b-3p hedefi olan BCL-2 geninin e zamanli PZR analizini gosteren siitun grafigi (t-test, *p<0,05)

mmu-miR-30b-3p hedefi olan anti-apoptotik BCL-XL ifadesi, K ve PT gruplari
arasinda azalma gdstermistir. REM grubunda PT grubuna gore anlamli olarak ifadesi
artarken, REL grubunda REM grubuna gore ifade diislisii gozlemlenmistir (Sekil
3.19.). miRNA hedef genleri BCL-2 ve BCL-XL’in PT grubunda ifadelerinin
azalmasi, meme timoru olusmus farelerde CD8+ T hiicrelerin apoptozunu uyarirken,

REM grubunda artan ifadeleri ile sagkalimi desteklemektedir.
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Sekil 3. 18. K, PT, REM ve REL gruplar1 arasinda mmu-miR-30b-3p hedefi olan BCL-XL geninin es
zamanlh PZR analizini gosteren siitun grafigi (t-test, *p<0,05)
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Apoptozun mitokondriyal yolaginda gorev alan, BCL-2 ve BCL-XL ile direkt
etkilesimi bulunan pro-apoptotik BAX geninin ifadesinde K grubuna gore diger
gruplarda anlamli ifade azalis1 gézlemlenmistir. PT grubuna gére REM grubunda

ifade artis1 olurken, REL grubunda REM grubuna gore anlamli ifade azalisi

saptanmustir (Sekil 3.19.).
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Sekil 3. 19. K, PT, REM ve REL gruplar1 arasinda BAX geninin es zamanli PZR analizini gdsteren
stitun grafigi (t-test, *p<0,05)

Pro-apoptotik BAK geni ifadesi, K grubuna gore PT ve REL gruplarinda
anlamli olarak azalmigtir. PT grubuna gére REM grubunda BAK ifadesi anlaml
olarak artarken, REL grubunda REM grubuna gore ifadesi anlamli olarak azalig

gostermistir (Sekil 3.20.).
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Sekil 3. 20. K, PT, REM ve REL gruplari arasinda Bak geninin es zamanli PZR analizini gdsteren siitun
grafigi (t-test, *p<0,05)
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Es zamanli PZR analizleri sonucunda anti-apoptotik BCL-2 ve BCL-XL genleri
ile pro-apoptotik BAX ve BAK genleri, gruplar arasinda ayni1 yonde ifade degisimi
gostermistir. Es zamanli PZR analizi sonucu elde edilen kat degisim degerleri ile
BAX/BCL-2 oranina bakilarak apoptozun yonii anlasilmaya ¢alisilmistir (Azimian ve
ark., 2018). BAX/BCL-2 orani, PT grubunda K grubuna gére 2,52, REM grubunda PT
grubuna gore 1,03, REL grubunda REM grubuna gore ise 0,54 olarak saptanmuistir.
MRNA dizeyinde elde edilen bu degerler, PT grubunda K grubuna gére apoptoz
artisini, REM grubunda ise PT grubuna gore degisim olmadigin1 ve REL grubunda

REM grubuna gore ise apoptozun azaldigini1 gostermektedir.

3.9. Flow Sitometri ile Apoptoz Analizi

miRNA’larin apoptoz yolaginda anti-apoptotik genleri hedeflemesi ve es
zamanli PZR yontemi ile K grubundan PT grubuna gegiste apoptozun azalmasi ve PT
grubundan REM grubuna gegiste apoptoz artis1 sonucunda ileri validasyon icin flow
sitometri analizi gergeklestirilmistir. Analiz sonucunda, PT grubunda K grubuna gore
anlamli apoptoz artis1 ve REM grubunda PT grubuna gére anlamli apoptoz azalisi ile
mmu-miR-93-3p, mmu-miR-3470b ve mmu-miR-30b-3p miRNA’larinin tiglii negatif
meme kanseri olusum Ve gerileme sireclerinde CD8+ T hiicrelerin sagkalimini regiile

ettigi dogrulanmugtir (Sekil 3.21.).
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Sekil 3. 21. mmu-miR-93-3p, mmu-miR-3470b ve mmu-miR-30b-3p’nin K, PT ve REM gruplarmdaki
apoptotik etkisini gosteren sagilim grafikleri ve siitun grafigi (t-test, *p<0,05)
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4. TARTISMA

Kadinlarda en sik goriilen kanser tlrii olan meme kanserinin yaklagik %15’ini
olusturan tiglii negatif meme kanseri (TNBC) alt tipi, diger alt tiplere gére daha kotii
prognoz sergilemektedir (Dent ve ark., 2007). K&t prognozu, hizli boliinme 6zelligi
sayesinde kazandigi heterojenik yapi ile ¢ogunlukla daha invazif ve uzak organ
metastazi yapabilme kapasitesi ile baglantilidir. Erken evrelerde sagkalim oranlarsi,
TNBC olmayan (non-TNBC) alt tipler ile benzerlik gosterirken (TNBC: %94,74; non-
TNBC: %96,50), 6zellikle metastatik yayilimin oldugu 4. evrede bu oranlar arasindaki
fark (TNBC: %10,81; non-TNBC: %33,44) ciddi 6l¢iide artmaktadir (Hsu ve ark.,
2022). Erken evreden metastatik siirece gegiste birgok faktor olmakla birlikte, kanser
hiicrelerinin ay1rt edici 6zelliklerinden biri olan immin duzenleme (immune-editing)
ile immiin sistem baskisindan ka¢is mekanizmalar1 da 6nemli rol oynamaktadir. Meme
kanseri son yillara kadar geleneksel olarak immdinojenik bir kanser seklinde kabul
edilmemekle birlikte, erken evre TNBC’ler, yuksek seviyelerde immun infiltrasyon
gostermektedir. Ancak niiks gosteren TNBC’lerde, immun aktive edici gen ekspresyon
imzalar1 ve TIL'lerin 6nemli Olglide azaldigi ortaya ¢ikarilmistir (Hutchinson ve ark.,
2020; Szekely ve ark., 2018). Bu bilgiler, meme kanserinde alt tip bazinda 6zellikle
erken evrede, kanser hiicrelerine kargt bir immiin yanitin oldugu ancak daha agresif
forma gegiste immin sistemin ¢esitli mekanizmalar ile baskilandigin1 gostermektedir.
Bu doktora tez ¢alismasinda, TNBC olusum ve gelisim siire¢lerinde immiin sistem
yanitin1 arastirmak i¢in oncelikle, fare {iglii negatif meme kanseri hiicre hatt1 4T1 ile
allograft in vivo fare modeli olusturulmustur. BALB/c farelerde 4T1 hicreleri ile
olusturulan kanser modelinin, insandaki TNBC sirecini taklit ederek timorin
olusumu, gelisimi ve spontan bir sekilde metastaz olusumu asamalarini igeren bir pre-
klinik model oldugu belirtilmistir (Pulaski ve Ostrand-Rosenberg, 2000). Tao ve ark.
(2008) yaptig1 calismada ise BALB/c farelerde 4T1 hucreleri ile primer tumor
gelisiminin iki fazli oldugunu bildirmistir. Primer tiimoriin ilk olusumu, enjeksiyondan
sonra iki hafta icerisinde gergeklesir. TUmOrin olusum gosterdigi bu asama,
caligmamizda erken evre TNBC sirecini incelemek icin Primer Tumor (PT) grubu

olarak adlandirilmistir. Primer timor gelisimini takiben 3. ve 4. haftalarda gergeklesen
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regresyon fazi, nekrozun artisi ve lenfosit infiltrasyonu ile iliskilendirilmistir. Bu
asamada, primer tumoru kaybolan gruptan aldigimiz 6rnekler, erken evrede primer
timore karsi olusan immiin yaniti incelemek i¢in Remisyon (REM) grubu olarak
adlandirilmistir. 5. ve 6. haftadan itibaren ikinci biiylime fazina girilerek primer
tiimdriin tekrar biiylime gosterdigi ve hatta sponton olarak akciger, karaciger, lenf
diigimleri ve beyinde metastatik odaklarin gelistigi belirtilmistir. Bu asama, evre 1V
insan meme kanseri icin hayvan modeli saglamaktadir. Calismamizda primer timaorin
tekrar ortaya ¢ikisini temsil eden bu gruptan alinan fare 6rnekleri, Relaps (REL)
grubumuzu olusturmustur. Bu ¢alismada, saglikli kontrol grubunu (K) da iceren
toplam 4 grup ile TNBC olusum ve gelisim sirecleri immiin sistem agisindan

incelenmistir.

Birka¢ caligma, TNBC'li hastalarda tiimore sizan mononiikleer immiin
hiicrelerin sayis1 ile niikssiiz sagkalim arasinda dogrusal bir iliski oldugunu
gostermistir (Adams ve ark., 2014; Loi ve ark., 2013). Timor dokusu icerisindeki
mononikleer hicrelerin fenotipi, 6zellikle hastaligin seyrini etkilemektedir. Bu
baglamda, 6zellikle immiin cevabin ana efektor hiicreleri CD8+ T hiicreler basta
olmak tizere, CD4+ yardimc1 T hiicreler, dogal oldiiriicii hiicreler, M1 makrofajlar ve
dendritik hiicrelerin tiimoér dokusunda yer almasi iyi prognoz gostergesi olarak
belirtilirken, regulatér T hicreler, M2 makrofajlar ve olgunlasmamis dendritik
hiicrelerin varlig1 kotii prognoz ile iliskilendirilmistir (Deng ve ark., 2019). Ek olarak,
meme kanserinde CD8+ T hicrelerin timor dokusuna infiltrasyonu ile standart
kemoterapi ve anti-CTLA-4, anti-PD-1 gibi immin kontrol noktas: blokaji
tedavilerine daha iyi yanit verdigi bildirilmistir (Chen ve ark., 2016; Mao ve ark.,
2014; Rashidian ve ark., 2017; Seo ve ark., 2013). Aktive edilmis CD8+ T lenfositlerin
kanser hiicrelerini ¢esitli mekanizmalarla oldiirebildigi bilinmektedir (Martinez-
Lostao ve ark., 2015). Bu nedenle meme kanserinde ozellikle hedefe yonelik
tedavilere, belirte¢ yoksunlugu nedeniyle uygun olmayan TNBC alt tipinde, CD8+ T
hiicrelerin timor dokusundaki fonksiyonu ve bunu diizenleyen mekanizmalari
karakterize etmek onemlidir. Bu tez c¢alismasinda odak noktamiz olan CD8+ T
lenfositler, tumor hiicrelerini direkt 6ldiirme kapasitesine sahip, iyi prognoz gostergesi

olmasi sebebiyle secilmis olup TNBC olusum ve gelisim asamalarinda bu hiicrelerdeki
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molekiiler profillerin ortaya konmasi ile kanser hiicrelerine karsi olusturulan immiin
yanitin anlasilmasma katki saglayacaktir. CD8+ T hicreler ile TNBC iligkisini
inceleyen calismalar, genel olarak standart tedavilere yanitlari agisindan klinik
verilerden gelmekte ve ¢ogunlukla tiimor mikrogevresindeki lokal immiin yanitlara
odaklanmaktadir. Ancak, immiin sistem sistemik bir sekilde koordine edilmektedir.
Dolayisiyla tiimore karst immiin yanit, lokal immin hucrelerin yani sira periferik
immiin sistemin tiim hiicrelerini kapsamaktadir. Bu sebeple calismamizda tUmor
dokusundaki CD8+ T hiicrelerden ziyade sekonder lenfoid organ olan dalaktan izole
edilen CD8+ T hiicreler ile caligmalar yiiriitiilmiis ve TNBC olusum ve gelisiminde

immun sistemin ilk tepkisi aragtirilmaya ¢aligilmistir.

CD8+ T hicrelerde fonksiyon gosteren yolaklarda yer alan protein ve gen
ifadeleri olduk¢a calisilmis olup, aktivasyon, efektor fonksiyon, hafiza hiicrelerine
gecis ve tiikenmis fenotipin olusum sureglerinde rol oynayan molekdllerin profilleri
ortaya ¢ikarilmistir (Fuchs ve ark., 2019; Sousa ve ark., 2019; van der Leun ve ark.,
2020; Wherry ve ark., 2007). Hiicresel bir¢ok yolagi regiile etme kapasitene sahip,
kodlanmayan kisa RNA molekiileri olan miRNA’larin, CD8+ T hiicrelerin
fonksiyonlarmmi nasil regulle ettigi sorusunun cevabini bulmak igin arastirmalar,
genellikle CD3 antikoru veya enfeksiyon ajani ile in vitro olarak uyarimin ardindan
mekanizmay1 aydinlatmaya odaklanmistir (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 timdorlerde CD8+ T hicrelerdeki miRNA
rollerini inceleyen ¢alismalar olmakla beraber , TNBC olusumu ve gelisimi boyunca
CD8+ T hiicrelerdeki molekiiler degisiklikleri miRNA profilleri diizeyinde inceleyen
bir calisma bulunmamaktadir. Tiim bu bilgiler ve eksikliklerden yola c¢ikarak
kurguladigimiz bu doktora tez ¢aligmasinda, in vivo modelde Gclu negatif meme
timorlerinin olusum, gerileme ve rekirans sireclerinde tiimor hiicrelerine karsi olugsan
immin yanitin durumu, CD8+ T lenfositlerdeki miRNA imzalart agisindan

degerlendirilmistir.

Arastirma bulgularinda immin sistemin fonksiyonuna dair ilk veri, timor

tastyan PT ve REL gruplarindaki dalak agirliklar1 ve boyutlarinin, K ve REM
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gruplarina gore artan degerleridir (Sekil 3.3. ve Sekil 3.4.). Splenomegali olarak
adlandirilan bu artig, 4T1 ile olusturulan fare meme kanseri modelinde daha 6nce
gbzlenmis olup dogrudan tiimor biiytimesi ile iliskilendirilmis ve timaor hiicrelerinden
kaynakli beyaz kan hicrelerinin sayilarinin artist olarak belirtilmistir (duPre’ ve
Hunter, 2007; Sterle ve ark., 2018). Tiimore karst olusan dogustan ve adaptif immin
yanit1 sistemik olarak dlzenleyen sekonder lenfoid organ olan dalagin (Bronte ve
Pittet, 2013) sonuglarimizdaki hacimsel artis1 ile TNBC olusumu ve gelisiminde

immun sistemin fonksiyon gosterdigi dogrulanmustir.

Calismamizin devaminda K, PT, REM ve REL gruplarindan izole edilen splenik
CD8+ T hucrelerde mikrodizin yontemi ile miRNA profilleri belirlenmistir. Primer
timoriin olusumuyla erken evre TNBC grubunu temsil eden bireyler ile saglikli
bireyler arasinda, 41 miRNA’nin anlamh sekilde, 1,25 kat ve iizeri ifade degisimi
gosterdigi tespit edilmistir (Cizelge 3.2.). Primer tiimdriin olusumundan gerileme
stirecine geciste hangi miRNA’larin rol aldigini anlamak i¢in PT grubu REM grubu
ile kiyaslanarak 75 miRNA’nin anlamh ifade degisimi gosterdigi bulunmustur
(Cizelge 3.3.). Tiimoriin kayboldugu REM grubu ile niiks gosteren REL gruplari
kiyaslanarak 78 miRNA’nin, ileri TNBC evresine geciste fonksiyon gosterdigi
belirlenmistir (Cizelge 3.4.). Calismayir daha odakli bir sekilde siirdiirebilmek
nedeniyle tim gruplarda biyobelirte¢ olabilecek miRNA’lar1 belirlemek igin 3’li
(K/PT, PT/REM, REM/REL) ve 2’li kiyaslama (K/PT, PT/REM) sonuglarinda ortak
olan miRNA’lara odaklanilmistir (Sekil 3.10. ve 3.13.). Es zamanli PZR ile en az 2
kiyas arasinda dogrulamalari yapilan mmu-miR-93-3p, mmu-miR-3470b ve mmu-
miR-30b-3p’nin (Sekil 3.15.) erken evre PT grubunda ifadelerinin artmasi, daha sonra
timori kaybolan REM grubunda ifadelerinin diismesi ve mmu-miR-93-3p ve mmu-
miR-3470b icin nuks gorilen ileri evre REL grubunda tekrar ifadelerinin artmasi ayni
paterni sergilemeleri agisindan ve Ozellikle timor tasiyan farelerde yiiksek ifade
gostermelerinden dolay1 tlimor hiicrelerine immiin sistemden kagis sagliyor olabilir
diisincesiyle CD8+ T hiicreler ile iliskili hedef genleri belirlenerek zenginlestikleri
yolaklar tespit edilmistir. Sonugta, CD8+ T hiicreler ile baglantili olarak bu 3
miRNA’nin, T hiicre reseptor (TCR) sinyal yolagi ile T hiicre aktivasyonunu (Mgrch
ve ark., 2020), TCR yolag: ile baglantili olarak aktive edilen ve T hicrelerin
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apoptozdan korunmanin yani sira ¢ogalma ve farklilagmalarini destekleyen
sitokinlerin dretiminde rol oynayan NF-xB sinyal yolagini (Hayden ve ark., 2006),
immin regilasyondan sorumlu JAK-STAT sinyal yolagini (Shuai ve Liu, 2003),
immiin cevabin erken dénemlerinde CD8+ T hcrelerin proliferasyonu destekleyen
ancak ileri asamalarda CD8+ T hiicrelerin apoptoz strecinden sorumlu TNF sinyal
yolagini (Ye ve ark., 2018), hiicrelerin sagkalimindan sorumlu otofaji yolagini (Xu ve
ark., 2014) ve hiicrelerin ortadan kaldirilmasinda rol oynayan apoptoz (Zhang ve ark.,

2005) ve nekroptoz (Chen ve ark., 2011) yolaklarini regiile edebilecegi belirlenmistir.

CD8+ T hucrelerde TCR sinyalizasyonu kilit bir rol oynamaktadir. CD8+ T
hicrelerin ylzeyinde bulunan af T hiicre reseptorleri, CD3 ve CD8 molekillerinin
olusturdugu kompleks ile antijen sunan hiicrelerin ylzeyinde bulunan antijen tasiyan
MHC-I molekdillerinin birlesimi ve co-reseptor molekiil CD28-CD80/86 baglantisi ile
efektor aktivasyon gergeklesir ve TCR sinyal yolagi uyarilir. TCR sinyalizasyonu, T
hicrelerin klonal proliferasyonu ve efektor fonksiyonlarini sergileyebilmeleri igin

Sekil 4.1.°de goriilebilecegi gibi bir¢ok yolak ile baglanti halindedir.
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Sekil 4. 1. T hiicrelerde TCR sinyalizasyonu ve iliskili yolaklar (Hwang ve ark., 2020)

mmu-miR-93-3p, mmu-miR-3470b ve mmu-miR-30b-3p’nin hedef genlerinin
TCR yolaginda zenginlesmesi dikkat ¢ekmistir (Sekil 4.2.).
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T Hiicre Reseptor Sinyal Yolag:
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Sekil 4. 2. T hiicre sinyal yolagindaki miRNA hedef genleri

Ozellikle tiimér tastyan gruplarda 3 miRNA nin ifadesinin artmis olmasi, timor
hiicreleri ile savasan CD8+ T hiicrelerin aktivasyon sonucu proliferasyonlarini
baskilayabilir ve sonugta TNBC hiicrelerine karst immiin yanitin olugmasini
engelleyebilir. miRNA’larin TCR yolaginda hedefledigi genlere biyoinformatik olarak
bakildiginda, mmu-miR-93-3p’nin 0Ozellikle aktivasyon ve proliferasyon surecinde
6nemli rol oynayan CD3, CD28, PDPK1, PRKCQ ve RAS genlerini hedefledigi tespit
edilmistir. Aktivasyon icin esas molekdllerden olan CD3 ve CD28’in mmu-miR-93-
3p araciligiyla baskilantyor olmasi, PT ve REL gruplarinda CD8+ T hiicrelerin timor
hiicrelerine karsi uyarilmadigini gosteriyor olabilir. Daha 0nce CD28 ve CD3
genlerinin mmu-miR-93-3p’nin hedefi oldugu biyolojik olarak gosterilmemis olmakla
birlikte, METABRIC veritabaninda, TNBC ve non-TNBC hasta ¢rnekleri ile yapilan
bir ¢alismada, fare (mmu) ile yuksek homoloji (%100) gdsteren hsa-miR-93-3p’nin
hsa-miR-105 ile birlikte ylksek ifadesinin, TNBC hastalarinda istatistiksel olarak
anlaml bir sekilde kotu prognoz ile iliskili oldugu bulunmustur (Li ve ark., 2017).
mmu-miR-93-3p’nin, TCR sinyalizasyonu sonucu proliferasyonu indikleyen PI3K-

Akt yolaginda bir kinaz olan PDPK1, T hicresi aktivasyonu igin énemli olan ve
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transkripsiyon faktorleri NF-kB ve AP-1'in aktivasyonu igin gerekli kinaz PRKCQ ve
Ras-Raf-MAPK yolaginda bir GTPaz olan NRAS genlerini hedeflemesi ile TNBC
hiicrelerine karst CD8+ T hiicre aracili sistemik immiin yanitin baskilanmasinda rol
oynuyor olabilecegini gostermektedir. Daha 6nce literatiirde belirtilmemis olan miR-
93-3p ve PDPK1, PRKCQ ve NRAS iligkilerinin ileri analizleri, meme kanseri
immiinolojisi agisindan nemli olabilir. Bir diger miRNA olan mmu-miR-3470b’nin,
TCR sinyalizasyonunda 6zellikle CD28/ICOS aracili PI3K-AKT yolagi ve Ras-Raf-
MAPK yolagindaki bir¢ok geni hedefliyor olmasi mmu-miR-93-3p ile benzer sekilde
CD8+ T hcrelerin proliferasyon ve immiin cevabinin baskilanmasina yol agiyor
olabilir. miR-3470b ve kanser immiinolojisi agisindan literatiirde heniiz bir baglanti
yayimlanmamigtir ve ¢alismalar daha ¢ok enfeksiyon ve noral hastaliklar {izerinedir.
2012 yilinda Rabies viral enfeksiyonu ile indiiklenen farelerin beyin dokularinda
yapilan bir miRNA c¢alismasinda, mmu-miR-3470b’nin anlamli bir sekilde artis
gosterdigi ve farkli hedef genler ile biyoinformatik olarak MAPK sinyal yolagr iligkisi
ortaya konmustur (Zhao ve ark., 2012). Bu g¢alisma, mmu-miR-3470b’nin immin
sistem siirecinde rol aldigina dair bir iliski teskil etmektedir. Biyoinformatik olarak
elde ettigimiz mmu-miR-3470b ile T hiicre proliferasyonunda etkin rol oynayan PI3K-
Akt ve Ras-Raf-MAPK yolaginda zenginlesen miRNA hedef genlerinin deneysel
strecler ile valide edilmesi gerekmektedir. Gruplar arasi anlamli ifade degisimi
gosteren bir diger ortak miRNA mmu-miR-30b-3p’nin, TCR sinyal yolaginda CD3,
CD28, PTPRC gibi aktivasyondan sorumlu genleri, 6zellikle proliferasyonda pozitif
rol oynayan PIK3R1, RASGRP1, MAPK1 genlerini biyoinformatik olarak hedefledigi
bulunmustur. PT grubunda artan ifadesi ile diger 2 ortak miRNA’ya benzer bir sekilde
CD8+ T hcrelerin aktive edilmesi ve klonal ¢ogalmasini erken donemde regile ediyor
olabilir. 3 ortak miRNA arasinda miR-30b-3p, en ¢ok ¢alisilan miRNA olmakla
birlikte kanser immdinolojisi ve ozellikle CD8+ T hiicrelerdeki fonksiyonlarina dair
calisma bulunmamaktadir. Otoimmiin goz iltihap rahatsizligi bulunan sicanlarda
yapilan bir deneysel g¢alismada, periferik kan lenfositlerindeki miRNA profili
incelenmis ve MiR-30b-3p’nin anlamli bir sekilde saglikli gruba gore ifadesinin
azaldig1 bulunmustur (Guo ve ark., 2015). T hiicrelerin anahtar rol oynadigi otoimman
Uveit patogenezinin incelendigi bu calismada, miR-30b-3p ifadesinin azalmasi,

sonuglarimiz ile baglantili olarak TCR aktivasyonu ve proliferasyonunda aktif rol
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oynayan hedef genlerin ifadelerinin artist sonucu otoimminiteye sebep olan T
lenfositlere katki sagliyor olabilir. Bagka bir ¢alismada, insan ve fare arasinda %100
homoloji bulunan miR-30b’nin insan kokenli antijen sunan hicrelere mimic ile
transfeksiyonu sonucunda kontrol grubuna goére antijen sunumunda %38 azalma
gozlemlenmistir. Ayrica miR-30b-3p mimic ile transfekte edilmis fare kemik iligi
kokenli dendritik hucrelerin CD4+ T hcreler ile co-kulttr edilmesi ile T hucrelerin
proliferasyonu kontrol mimic grubuna gore %27 azalmistir (Naqvi ve ark., 2016).
Immiin hiicrelerde yapilan bu ¢alismalarla benzer bir sekilde, ¢alismamizdan elde
ettigimiz bulgularla mmu-miR-30b-3p’nin 6zellikle immiin-baskilayict sekilde
regiilasyondan sorumlu oldugu diisiiniilebilir. Hepatoseliler karsinoma hicrelerinde
ifadesi arttirilan miR-30b-3p’nin PI3K/Akt yolagini1 baskilayarak kanser hiicrelerinin
cogalmasini engelledigi ve yiksek miR-30b-3p ifadesi goOsteren hepatoseliler
karsinoma hastalarinin, diisiik ifade gosteren bireylere gore uzun yasadigi belirtilmistir
(Gao ve ark., 2019). Bu sonuglardan miR-30b-3p’nin hiicre tipinden bagimsiz olarak
anti-proliferatif regiilasyondan sorumlu oldugu soylenebilir. Sonug 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 iliskili PI3K-Akt ve Ras-Raf-
MAPK yolaklari tizerinden TNBC’ye karsi olusan sistemik CD8+ T hiicre yanitini
baskiliyor olabilir. Bu sonug, mikrodizin deneyleri sonucu biyoinformatik analizler ile

elde edilmis olup biyolojik olarak validasyonu gerekmektedir.

Ortak 3 miRNA’nin biyoinformatik olarak TCR sinyalizasyonu sonucunda
oOzellikle anti-proliferatif etki gostermeleri ve hiicre 6lim mekanizmalarindan apoptoz
yolaginda Ozellikle anti-apoptotik genleri hedefliyor olmalari, timor tasiyan PT ve
REL gruplarinda tiimor hiicreleri ile savasma potansiyeline sahip CD8+ T hiicrelerin
fonksiyon gosteremedigi ve hatta ortadan kaldirilarak bir c¢esit immiin kagis
gerceklestigini diistindiirmiistiir. Apoptoz yolagi, T hiicrelerin gelisimsel siireglerinde,
efektor fonksiyonlarindan sonra homeostazin  korunmasinda ve tiikenmislik
fenotipinde 6nemli bir yolaktir (Murali ve Mehrotra, 2011). PT ve REL gruplarinda
ifadeleri artan mmu-miR-93-3p ve mmu-miR-3470b’nin Ozellikle intrinsik apoptoz
yolaginda anahtar rol oynayan anti-apoptotik BCL-2 genini hedefliyor olmas1 ve de
PT grubunda artig gosteren mmu-miR-30b-3p’nin anti-apoptotik BCL-2 ve BCL-XL
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genlerini hedeflemesi, timor hucrelerine karst olusan CD8+ T hiicre aracili immin
cevapta fonksiyon gosteremeyip ortadan kaldirildiklarini belirtiyor olabilir. Bu sebeple
ileri analizlerde 6zellikle CD8+ T hiicrelerin sagkalim-61tm kaderlerini incelemek igin
apoptoz yolagindaki miRNA hedef genleri ve akisi anlamak agisindan hedef genlerin
iligkili oldugu genler es zamanli PZR ile incelenmistir. Saglikli kontrol grubuna gore
PT grubunda BCL-2 ifadesinin anlamli bir sekilde azaldigi ve REM grubunda
ifadesinin artma trendi gosterdigi dogrulanmistir (Sekil 3.17.). Ortak 3 miRNA ile
gruplar arasinda gosterdigi ters ifade, BCL-2’nin mmu-miR-93-3p, mmu-miR-3470b,
mmu-miR-30b-3p miRNA’lariin hedefi olma ihtimalini gii¢lendirmistir. Benzer bir
sonug, PT grubunda ifadenin azalmasi ve REM grubunda artis1 ile mmu-miR-30b-
3p’nin bir diger anti-apoptotik hedef geni BCL-XL’de de gozlemlenmistir. Anti-
apoptotik gen ifadelerinin timor tasiyan farelerin CD8+ T hiicrelerinde azalmasi, bu
anti-tumor hcrelerin apoptoz araciligiyla ortadan kaldirilmasina katki sagliyor
olabilir. Daha 6nce miR-93-3p ve BCL-2 iliskisi, berrak hucreli renal karsinoma
hicrelerinin anti-miR-93-3p ile transfekte edildigi bir ¢alismada, anti-apoptotik BCL-
2 ifadesinin azaldig1 ve pro-apoptotik BAX ifadesinin arttig1 seklinde gosterilmistir
(L. Wang ve ark., 2017). miR-3470b ile BCL-2 arasindaki iliski daha Once
deginilmemis olup, bu ¢alisma ile bu iliski ilk kez kurulmaktadir. BCL-2’nn miR-30b-
3p’nin direkt hedefi olduguna dair dogrulama ise miR-30b’nin prekirsor (stem-loop)
formu ile luciferaz deneyi sonucunda HEK-293 hiicrelerinde gosterilmistir (Wei ve
ark., 2014). Mitokondriyal apoptoz yolaginda bir diger 6nemli anti-apoptotik gen olan
BCL-XL, PT grubunda artis gosteren mmu-miR-30b-3p’nin biyoinformatik olarak
hedefi bulunmasi tizerine yapilan es zamanli PZR deneyi sonucunda miRNA ile ters
iligki gostererek PT grubunda anlamli bir sekilde azaldigi ve REM grubunda tekrar
artisa gectigi  bulunmustur (Sekil 3.18.). Literatirde miR-30b-3p’nin apoptoz
stirecinde BCL-XL geni Uzerinden regiilasyon yaptigina dair bir kanit yoktur ve bu
calisma ile bu iliski ilk kez ortaya konmustur. Ortak 3 miRNA ve BCL-2, BCL-XL
hedef genlerin direkt iligkisi, ileri analizler ile de dogrulanmalidir. Aktive edilmis T
hicrelerin hayatta kalma programlarinin degistigi bilinmektedir. Bu ¢alisma ile TNBC
erken ve ileri evrelerinde, CD8+ T hiicrelerde mmu-miR-93-3p, mmu-miR-3470b ve
mmu-miR-30b-3p araciligiyla BCL-2 ve BCL-XL anti-apoptotik genler baskilanarak

apoptoz surecinin indiiklendigi dolayli olarak gosterilmistir. Sekil 4.3.’te
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goriilebilecegi gibi apoptozun mitokondriyal yolaginda BCL-2 ve BCL-XL ile direkt
etkilesime giren, aktive edilmeleri sonucunda mitokondriden Sitokrom C salinimi ile
apoptozom olusumuna katkida bulunan pro-apoptotik genler BAX ve BAK’in deney
gruplarindaki ifade durumlar1 es zamanli PZR ile analiz edilerek CD8+ T hicrelerin

sagkalim ve 6lim durumlari incelenmistir.

Extrinsic pathway IL-2 x Death by neglect
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Sekil 4. 3. Apoptoz yolag1 (Rodrigues ve ark., 2014)

BCL-2 ve BCL-XL ile benzer paterne sahip olarak BAX ve BAK genlerinde K
grubuna gore PT grubunda ifade diisiisii ve de PT grubuna gére REM grubunda ifade
artig1 gozlemlenmistir (Sekil 3.19.-20.). Mekanizma olarak, supresér BCL-2 ve BCL-
XL molekdllerinin bu gruplarda azalan ifadesi sonucu BAX ve BAK genlerinde artis
beklenmektedir. Apoptozun ne yonde oldugunu anlamak igin BAX/BCL-2 orani
kullanilarak, PT grubunda K grubuna gore 2,52 kat ile artis, REM grubunda PT
grubuna gore ise 1,02 kat ile degisim gostermedigi ve de REL grubunda REM grubuna
gore 0,54 bulunmustur. Nihai sonug, ge¢ apoptoz belirteci olan Annexin-V ile flow

sitometri analizi sonucunda PT grubunda K grubuna gore anlamli apoptoz artisi ve
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REM grubunda PT grubuna goére anlamli apoptoz azalisi ile splenik CD8+ T hiicrelerin
TNBC olusumunun erken evrelerinde apoptoz yolagi araciligiyla baskilandigini
gostermektedir. Flow sitometri ile timor tasiyan farelerde gozlemlenen CD8+ T
hiicrelerdeki apoptoz artistnin mmu-miR-93-3p, mmu-miR-3470b ve mmu-miR-30b-
3p araciligiyla BCL-2 ve BCL-XL genleri uzerinden regiile ediliyor olabilecegi
diistiniilmektedir. Daha Once klinik veriler ile ortaya konan dolagimdaki veya timor
dokusundaki CD8+ T hiicrelerin varliginin iyi prognoz gostergesi olmasi ve sayilarinin
azalmasi ile hastaligin seyrinin koétii yonde etkilenmesi sonuglarimiz ile uyumludur

(Lin ve ark., 2018; Stanton ve Disis, 2016).

Sonug olarak, TNBC olusumunda apoptoz yolagi ile CD8+ T hiicreler ortadan
kaldirilmaktadir. Bu sirecte artan mmu-miR-93-3p, mmu-miR-3470b, mmu-miR-
30b-3p ifadeleri, BCL-2 ve BCL-XL hedeflerini baskilayarak fonksiyon gosteriyor
olabilir. Uglii negatif meme kanserinde, mmu-miR-93-3p, mmu-miR-3470b ve mmu-
miR-30b-3p tiimore kars1 immun yanitin durumunu belirleyen biyobelirtecler olarak
kullanilabilir. Daha 6nce ortaya konmamis bu mekanizmanin ileri deneyler ile

dogrulanmasi gerekmektedir.
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5. SONUC ve ONERILER

Bu ¢alisma sonucunda,

e Erken evre TNBC olusumunda splenik CD8+ T hicrelerde anlamli
farklilik gosteren miRNA profilleri belirlenmistir.

e TUmOrin gerilemesi sonucunda anlamli degisim gosteren miRNA profili
aydinlatilmistir.

e Niiks siirecine gegiste rol oynayan anlamli miRNA profili belirlenmistir.

e Gruplar arasi anlamli olarak yiiksek degisim gosteren 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’lari, es zamanli PZR ile
dogrulanmustir.

e TNBC olusum ve gelisim sureclerinde ifadesi artan ve anlamli olarak
degisim gosteren ortak miRNA’lar belirlenerek, bu miRNA’lar (mmu-
miR-93-3p, mmu-miR-3470b ve mmu-miR-30b-3p), es zamanli PZR ile
dogrulanmistir.

e QGruplar arasindaki ortak miRNA’larin tahmini hedef genlerinin 6zellikle
TCR sinyal yolag1 ve apoptoz yolaginda rol aldiklar tespit edilmistir.

e TNBC’li farelerde ifadeleri artan ortak miRNA’larin apoptotik siirecte
hedefledikleri BCL-2 ve BCL-XL genlerinin es zamanli PZR ile bu
orneklerde ifadelerinin azaldigi dogrulanmistir.

e TNBC olusum sirecinde CD8+ T hiicrelerin apoptoza ugradiklari
dogrulanmig ve ortak 3 miRNA’nin bu siireci regiile ediyor olabilecegi

gosterilmistir.

TNBC olusum, remisyon ve gelisim siireglerinde splenik CD8+ T hiicrelerde

onerdigimiz mekanizma Sekil 5.1.’de yer almaktadir.
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Sekil 5. 1. Calisma sonucunda TNBC siirecinde 6nerilen mekanizma

3 ortak miRNA’nin, TNBC’li farelerde CD8+ T hiicrelerin apoptoz siirecine
etkileri daha ileri deneyler ile aydinlatilmay1 gerektirmektedir. Bu baglamda, ileride

yapilmasi planlar deneyler su sekildedir;

e CD8+ T hicrelerde apoptoz surecini BCL-2 ve BCL-XL genleri
Uzerinden diizenledigi disiiniilen 3 ortak miRNA’nin lusiferaz deneyi ile

hedef gen iligkileri dogrulanacaktir.

e 3 ortak miRNA’nin CD8+ T hiicrelerdeki apoptoz yolagi iizerine etkileri
mimic ve inhibitor transfeksiyon sonucu mRNA ve protein dizeyinde

gosterilecektir.

e fleri evre TNBC grubunda apoptoz sireci flow sitometri ile

dogrulanacaktir.
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Dogrulamalar sonucunda TNBC hasta drneklerinde 3 ortak miRNA’nin

ifade durumu arastirilacaktir.

Uclii negatif meme tiiméri mikrogevresinde bulunan CD8+ T hiicrelerin

ortak 3 miRNA ve hedef genlerinin ifade durumu analiz edilecektir.
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OZET

Meme Tiimérlerinde Adaptif Immiin Sistemde Meydana Gelen Molekiiler
Degisikliklerin miRNA Diizeyinde Arastirilmasi

Diinya genelinde kadinlarda en sik goriilen kanser tipi olan meme kanseri, kompleks ve
heterojen bir hastaliktir. Uclii negatif meme kanseri alt tipi, meme kanserlerinin yaklasik
%15’ini olusturur ve kemoterapi, PARP inhibitérleri ve immiin kontrol noktasi inhibitorleri
gibi sistemik tedavi se¢enekleri olmasina karsin hala en agresif ve en kotii prognoz gosteren
meme kanseri alt tipidir. Son yillarda meme kanseri ve immiin sistem iliskisi ile ilgili yapilan
calismalar 1s181nda meme kanserinin immiinolojik olarak sessiz bir kanser tipi olmadigi, alt
tipler bazinda immiinolojik olarak tanimlanabilecegi belirtilmistir. Uclii negatif meme kanseri
alt tipinde ise tiimore karsi immiin cevabin ortaya ¢iktigi ancak c¢esitli mekanizmalar ile
baskilandig1 vurgulanmaktadir. Immiin sistem hiicrelerinin regilasyonunda, 19-24 niikleotit
uzunlugunda ¢oklu hedef genlerin diizenlenmesi yoluyla ¢esitli hiicresel yolaklarda
diizenleyici rol oynayan kodlanmayan kisa RNA molekiilleri (mikroRNA ya da miRNA) etkin
rol almaktadir. Meme kanserinin de icinde bulundugu solid tiimorler ve immiin sistem iligkisi
ile ilgili calismalar olmakla birlikte, meme kanseri immiinolojisinde immiin hiicreler agisindan
miRNA calismalar1 olduk¢a kisithdir. Bu doktora tez calismasinda, fare modelinde Gcli
negatif meme kanserinin olusum ve gelisim sureclerinde immiin sistemde meydana gelen
degisimleri incelemek amaciyla, immiin sistem hiicrelerinden tiimor hicreleri ile savasta en
etkin hicre grubu olan CD8+ T lenfositlerin miRNA profilleri mikrodizin yontemi ile
belirlenmistir. TNBC olusum, remisyon ve tekrar ortaya ¢ikis siirecini temsil eden ve de
kontrol drneklerini iceren dort farkli grupta belirlenen miRNA ifade profilleri ile mmu-miR-
93-3p, mmu-miR-3470b ve mmu-miR-30b-3p’nin gruplar arasinda ortak bir sekilde
istatistiksel olarak anlamli ifade degisimi gosterdigi bulunmustur. Belirtilen ortak 3
miRNA’nin es zamanli PZR ile dogrulamalari yapilarak ozellikle timor olusumu ve
gelisiminde ifadelerinin arttigi, kontrol ve remisyon gosteren grupta ise ifadelerinin diigiik
oldugu tespit edilmistir. miRNA hedef genleri ve zenginlestikleri yolaklar incelenerek
Ozellikle BCL-2 ve BCL-XL anti-apoptotik genleri Gzerinden CD8+ T lenfositlerin apoptoz
slirecini regiile ettigi bulunmustur. Es zamanli PZR ve Annexin-V deneyi sonucunda miRNA
hedef genleri BCL-2 ve BCL-XL’nin tiimor olusumunda CD8+ T hiicrelerde ifadelerinin
azaldigr ve erken evre tiimor olusum grubunda CD8+ T hicrelerin apoptoz ile ortadan
kaldirildigr gosterilmistir. Ek olarak, ortak 3 miRNA’nin ifadelerinin azaldigr tUmorin
kayboldugu remisyon grubunda ise hedef genlerin ifadelerinin artarak apoptoz sirecinin
baskilandig1 bulunmustur. Sonug olarak, ¢l negatif meme kanseri olusumunda, mmu-miR-
93-3p, mmu-miR-3470b ve mmu-miR-30b-3p, timaor hiicrelerinin immiin sistem baskisindan
kagisinda tiimor hiicrelerine karsi CD8+ T hiicre cevabini apoptoz lzerinden regiile ederek
imminolojik biyobelirte¢ olma potansiyeline sahiptir.

Anahtar Sozcukler: Uclu negatif meme kanseri, Adaptif immiin 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
gPCR 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.
mMiRNA 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 gPCR 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,
mMiRNA, microarray

92



KAYNAKLAR

ADAMS S, GRAY R J, DEMARIA S, GOLDSTEIN L, PEREZ EA, SHULMAN LN, MARTINO S,
WANG M, JONES VE, SAPHNER TJ, WOLFF AC, WOOD WC, DAVIDSON NE,
SLEDGE GW, SPARANO JA, BADVE SS (2014). Prognostic value of tumor-infiltrating
lymphocytes in triple-negative breast cancers from two Phase 111 randomized adjuvant breast
cancer trials: ECOG 2197 and ECOG 1199. Journal of Clinical Oncology, 32: 2959-2966.

AHMADZADEH M, JOHNSON LA, HEEMSKERK B, WUNDERLICH JR, DUDLEY ME, WHITE
DE, ROSENBERG SA (2009). Tumor antigen-specific CD8 T cells infiltrating the tumor
express high levels of PD-1 and are functionally impaired. Blood, 114: 1537-1544.

ALEXANDROV LB, NIK-ZAINAL S, WEDGE DC, APARICIO SAJR, BEHJATI S, BIANKIN A,
BIGNELL GR, BOLLI N, BORG A, BORRESEN-DALE AL, BOYAULT S, BURKHARDT
B, BUTLER AP, CALDAS C, DAVIES HR, DESMEDT C, EILS R, EYFJORD, JE,
FOEKENS JA, GREAVES M, HOSODA F, HUTTER B, ILICIC T, IMBEAUD S,
IMIELINSK M, JAGER N, JONES DTW, JONAS D, KNAPPSKOG S, KOO M, LAKHANI
SR, LOPEZ-OTIN C, MARTIN S, MUNSHI N C, NAKAMURA H, NORTHCOTT PA,
PAJIC M, PAPAEMMANUIL E, PARADISO A, PEARSON J, PUENTE XS, RAINE K,
RAMAKRISHNA M, RICHARDSON AL, RICHTER J, ROSENSTIEL P, SCHLESNER M,
SCHUMACHER TN, SPAN PN, TEAGUE JW, TOTOKI Y TUTT ANJ, VALDES-MASR,
BUUREN MM, VEER L, VINCENT-SALOMON A, WADDELL N, YATES LR,
ZUCMAN-ROSSI J, ANDREW FUTREAL P, MCDERMOTT U, LICHTER P,
MEYERSON,M, GRIMMOND SM, SIEBERT R, CAMPO E, SHIBATA T, PFISTER SM,
CAMPBELL PJ, STRATTON MR (2013). Signatures of mutational processes in human
cancer. Nature, 500: 415-421.

ANNESE T, TAMMA R, GIORGIS M, RIBATTI D (2020). MicroRNAs biogenesis, functions and role
in tumor angiogenesis. Frontiers in Oncology, 10: 581007.

ARNOLD M, MORGAN E, RUMGAY H, MAFRA A, SINGH D, LAVERSANNE M, VIGNAT J,
GRALOW JR, CARDOSO F, SIESLING S, SOERJOMATARAM 1 (2022). Current and
future burden of breast cancer: global statistics for 2020 and 2040. Breast, 66: 15-23.

AZIMIAN H, DAYYANI M, BAHREYNI TOOSSI MT, MAHMOUDI M (2018). Bax/Bcl-2
expression ratio in prediction of response to breast cancer radiotherapy. Iranian Journal of
Basic Medical Sciences, 21: 325.

BALTIMORE D, BOLDIN MP, O’CONNELL RM, RAO DS, TAGANOYV KD (2008). MicroRNAs:
new regulators of immune cell development and function. Nature Immunology, 9: 839-845.

BAR |, THEATE I, HAUSSY S, BENIUGA G, CARRASCO J, CANON JL, DELREE P, MERHI A
(2020). MiR-210 is overexpressed in tumor-infiltrating plasma cells in triple-negative breast
cancer. Journal of Histochemistry and Cytochemistry, 68: 25-32.

BARRIGA V, KUOL N, NURGALI K, APOSTOLOPOULOS V (2019). The complex interaction
between the tumor micro-environment and immune checkpoints in breast cancer. Cancers,
11: 1205.

93



BASTIE, RR, RODRIGUEZ-LESCURE A, EBBERT MT, PRAT A, MUNARRIZ B, ROWE L,
MILLER P, RUIZ-BORREGO M, ANDERSON D, LYONS B, ALVAREZ |, DOWELL T,
WALL D, SEGUI MA, BARLEY L, BOUCHER KM, ALBA E, PAPPAS L, DAVIS CA,
ARANDA |, FAURON C, STIILEMAN 1J, PALACIOS J, ANTAN A, CARRASCO E,
CABALLERO R, ELLIS MJ, NIELSEN TO, PEROU CM, ASTILL M, BERNARD PS,
MARTIN M (2012). PAM50 breast cancer subtyping by RT-QPCR and concordance with
standard clinical molecular markers. BMC Medical Genomics, 5: 1-12.

BASU R, WHITLOCK BM, HUSSON J, FLOC’H A, JIN W, OYLER-YANIV A, DOTIWALA F,
GIANNONE G, HIVROZ C, BIAIS N, LIEBERMAN J, KAM LC, HUSE M (2016).
Cytotoxic T cells use mechanical force to potentiate target cell killing. Cell, 165: 100-110.

BOISE LH, MINN AJ, NOEL PJ, JUNE CH, ACCAVITTI MA, LINDSTEN T, THOMPSON CB
(1995). CD28 costimulation can promote T cell survival by enhancing the expression of Bcl-
XL. Immunity, 3: 87-98.

BONILLA FA, OETTGEN HC (2010). Adaptive immunity. The Journal of Allergy and Clinical
Immunology, 125: 33-40.

BOUSSIOTIS VA (2016). Molecular and biochemical aspects of the PD-1 checkpoint pathway. The
New England Journal of Medicine, 375: 1767-1778.

BRONTE V, PITTET MJ (2013). The spleen in local and systemic regulation of immunity. Immunity,
39: 806-818.

BROWN GR, HEM V, KATZ KS, OVETSKY M, WALLIN C, ERMOLAEVA O, TOLSTOY |,
TATUSOVAT, PRUITT KD, MAGLOTT DR, MURPHY TD (2015). Gene: a gene-centered
information resource at NCBI. Nucleic Acids Research, 43: 36-42.

BURKE EE, KODUMUD, K, RAMAMOORTHI G, CZERNIECKI BJ (2019). Vaccine therapies for
breast cancer. Surgical Oncology Clinics of North America, 28: 353-367.

CANCER.NET. Erisim Adresi: [https://www.cancer.net/cancer-types/breast-cancer/statistics]. Erisim
Tarihi: 17.11.2022.

CHAPLIN DD (2010). Overview of the immune response. The Journal of Allergy and Clinical
Immunology, 125: S3.

CHARLES JANEWAY J, TRAVERS P, WALPORT M, SHLOMCHIK MJ (2001). T cell-mediated
immunity. Immunobiology: The Immune System in Health and Disease, 5: Boliim 8.

CHELOUFI S, SANTOS CO, CHONG MMW, HANNON GJ (2010). A Dicer-independent miRNA
biogenesis pathway that requires Ago catalysis. Nature, 465: 584-589.

CH’EN IL, TSAU JS, MOLKENTIN JD, KOMATSU M, HEDRICK SM (2011). Mechanisms of
necroptosis in T cells. Journal of Experimental Medicine, 208: 633-641.

CHEN PL, ROH W, REUBEN A, COOPER ZA, SPENCER CN, PRIETO PA, MILLER JP, BASSETT
RL, GOPALAKRISHNAN V, WANI K, MACEDO MP, AUSTIN-BRENEMAN JL, JIANG
H, CHANG Q, REDDY SM, CHEN WS, TETZLAFF MT, BROADDUS RJ, DAVIES MA,
GERSHENWALD JE, HAYDU L, LAZAR AJ, PATEL SP, HWU P, HWU WJ, DIAB A,
GLITZA IC, WOODMAN SE, VENCE LM, WISTUBA Il, AMARIA RN, KWONG LN,
PRIETO V, ERIC DAVIS R, MA W, OVERWIJK WW, SHARPE AH, HU J, ANDREW
FUTREAL P, BLANDO J, SHARMA P, ALLISON JP, CHIN L, WARGO JA (2016).
Analysis of immune signatures in longitudinal tumor samples yields insight into biomarkers
of response and mechanisms of resistance to immune checkpoint blockade. Cancer Discovery,
6: 827-837.

94



CHI SW, ZANG JB, MELE A, DARNELL RB (2009). Argonaute HITS-CLIP decodes microRNA-
mRNA interaction maps. Nature, 460: 479-486.

CLINICALTRIALS.GOV. Erisim Adresi: [https://clinicaltrials.gov/]. Erisim Tarihi: 29-30.11.2022.

COBB BS, HERTWECK A, SMITH J, O’CONNOR E, GRAF D, COOK T, SMALE ST,
SAKAGUCHI S, LIVESEY FJ, FISHER AG, MERKENSCHLAGER M (2006). A role for
Dicer in immune regulation. The Journal of Experimental Medicine, 203: 2519-2527.

COBB BS, NESTEROVA TB, THOMPSON E, HERTWECK A, O’CONNOR E, GODWIN ],
WILSON CB, BROCKDORFF N, FISHER AG, SMALE ST, MERKENSCHLAGER M
(2005). T cell lineage choice and differentiation in the absence of the RNase |11 enzyme Dicer.
The Journal of Experimental Medicine, 201: 1367-1373.

COILLIE S, WIERNICKI B, XU J (2020). Molecular and cellular functions of CTLA-4. Advances in
Experimental Medicine and Biology, 1248: 7-32.

COLANGELO T, POLCARO G, ZICCARDI P, PUCCI B, MUCCILLO L, GALGANI M, FUCCI A,
MILONE MR, BUDILLON A, SANTOPAOLO M, VOTINO C, PANCIONE M, PIEPOLI
A, MAZZOCCOLI G, BINASCHI M, BIGIONI M, MAGGI CA, FASSAN M, LAUDANNA
C, MATARESE G, SABATINO L, COLANTUONI V (2016). Proteomic screening identifies
calreticulin as a miR-27a direct target repressing MHC Class | cell surface exposure in
colorectal cancer. Cell Death & Disease, 7: €2120.

CORTES J, CESCON DW, RUGO HS, NOWECKI Z, IM SA, YUSOF MM, GALLARDO C,
LIPATOV O, BARRIOS CH, HOLGADO E, IWATA H, MASUDA N, OTERO MT,
GOKMEN E, LOI S, GUO Z, ZHAO J, AKTAN G, KARANTZA V, SCHMID P (2020).
Pembrolizumab plus chemotherapy versus placebo plus chemotherapy for previously
untreated locally recurrent inoperable or metastatic triple-negative breast cancer (KEYNOTE-
355): a randomised, placebo-controlled, double-blind, phase 3 clinical trial. Lancet, 396:
1817-1828.

COUTURE A, GARNIER A, DOCAGNE F, BOYER O, VIVIEN D, LE-MAUFF B, LATOUCHE JB,
TOUTIRAIS O (2019). HLA-Class Il artificial antigen presenting cells in CD4+ T cell-based
immunotherapy. Frontiers in Immunology, 10: 1081.

CUI W, KAECH SM (2010). Generation of effector CD8+ T cells and their conversion to memory T
cells. Immunological Reviews, 236: 151-166.

DAMIANO V, BRISOTTO G, BORGNA S, GENNARO A, ARMELLIN M, PERIN T,
GUARDASCIONE M, MAESTRO R, SANTAROSA M (2017). Epigenetic silencing of miR-
200c in breast cancer is associated with aggressiveness and is modulated by ZEB1. Genes,
Chromosomes & Cancer, 56: 147-158.

DEES S, GANESAN R, SINGH S, GREWAL IS (2020). Emerging CAR-T cell therapy for the
treatment of triple-negative breast cancer. Molecular Cancer Therapeutics, 19: 2409-2421.

DENG L, LU D, BAI Y, WANG Y, BU H, ZHENG H (2019). Immune profiles of tumor

microenvironment and clinical prognosis among women with triple-negative breast cancer.
Cancer Epidemiology Biomarkers and Prevention, 28: 1977-1985.

95



DENT R, TRUDEAU M, PRITCHARD KI, HANNA WM, KAHN HK, SAWKA CA, LICKLEY LA,
RAWLINSON E, SUN P, NAROD SA (2007). Triple-negative breast cancer: clinical features
and patterns of recurrence. Clinical Cancer Research, 13: 4429-4434.

DU Y, WEI N, MA R, JIANG S, SONG D (2020). A miR-210-3p regulon that controls the Warburg
Effect by modulating HIF-1a and P53 activity in triple-negative breast cancer. Cell Death &
Disease, 11: 731.

DUNN GP, OLD LJ, SCHREIBER RD (2004). The three es of cancer immunoediting. Annual Review
of Immunology, 22: 329-360.

DUPRE SA, HUNTER KW (2007). Murine mammary carcinoma 4T1 induces a leukemoid reaction
with splenomegaly: association with tumor-derived growth factors. Experimental and
Molecular Pathology, 82: 12-24.

DUSTIN ML (2010). The immunological synapse. Handbook of Cell Signaling, 2: 71-75.

EDRY E, MELAMED D (2004). Receptor editing in positive and negative selection of B
lymphopoiesis. The Journal of Immunology, 173: 4265-4271.

EMAMGOLIZADEH-GURT-TAPEH B, MOSAYYEBI B, SAMEI M, BEYRAMPOUR-BASMENJ
H, MOHAMMADI A, ALIVAND MR, HASSANPOUR P, SOLALI S (2020). MicroRNAs
involved in T-cell development, selection, activation, and hemostasis. Journal of Cellular
Physiology, 235: 8461-8471.

ENDO Y, TOYAMA T, TAKAHASHI S, YOSHIMOTO N, IWASA M, ASANO T, FUJIl Y,
YAMASHITA H (2013). miR-1290 and its potential targets are associated with characteristics
of estrogen receptor a-positive breast cancer. Endocrine-Related Cancer, 20: 91-102.

FAMILI F, WIEKMEIJER AS, STAAL FJ (2017). The development of T cells from stem cells in mice
and humans. Future Science OA., 3.

FELLNE C (2012). Ipilimumab (Yervoy) prolongs survival in advanced melanoma: serious side effects
and a hefty price tag may limit its use. Pharmacy and Therapeutics, 37: 503.

FERRANDO-DIEZ A, FELIP E, POUS A, SIRVEN MB, MARGELI M (2022). Targeted therapeutic
options and future perspectives for HER2-positive breast cancer. Cancers, 14: 3305.

FRAGOMENI SM, SCIALLIS A, JERUSS JS (2018). Molecular subtypes and local-regional control
of breast cancer. Surgical Oncology Clinics of North America, 27: 95-120.

FU Q, FU TM, CRUZ AC, SENGUPTA P, THOMAS SK, WANG S, SIEGEL RM, WU H, CHOU JJ
(2016). Structural basis and functional role of intramembrane trimerization of the Fas/CD95
death receptor. Molecular Cell, 61: 602-613.

FUCHS YF, SHARMA V, EUGSTER A, KRAUS G, MORGENSTERN R, DAHL A, REINHARDT
S, PETZOLD A, LINDNER A, LOBEL D, BONIFACIO E (2019). Gene expression-based
identification of antigen-responsive CD8+ T cells on a single-cell level. Frontiers in
Immunology, 10: 2568.

GAGNON JD, ANSEL KM (2019). MicroRNA regulation of CD8+ T cell responses. Non-Coding RNA
Investigation, 3: 24-24.

96



GAO D, ZHOU Z, HUANG H (2019). miR-30b-3p Inhibits proliferation and invasion of hepatocellular
carcinoma cells via suppressing PI3K/Akt pathway. Frontiers in Genetics, 10: 1274.

GARRIDO-CASTRO AC, LIN NU, POLYAK K (2019). Insights into molecular classifications of
triple-negative breast cancer: improving patient selection for treatment. Cancer Discovery, 9:
176-198.

GASPARINI P, CASCIONE L, FASSAN M, LOVAT F, GULER G, BALCI S, IRKKAN C,
MORRISON C, CROCE CM, SHAPIRO CL, HUEBNER K (2014). MicroRNA expression
profiling identifies a four microRNA signature as a novel diagnostic and prognostic biomarker
in triple negative breast cancers. Oncotarget, 5: 1174-1184.

GATTI-MAYS ME, BALKO JM, GAMEIRO SR, BEAR HD, PRABHAKARAN S, FUKUI J, DISIS
ML, NANDA R, GULLEY JL, KALINSKY K, ABDUL-SATER H, SPARANO JA,
CESCON D, PAGE DB, MCARTHUR H, ADAMS S, MITTENDORF EA (2019). If we build
it they will come: targeting the immune response to breast cancer. NPJ. Breast Cancer, 5: 1-
13.

GAZIEL-SOVRAN A, SEGURA MF, MICCO R, COLLINS MK, HANNIFORD D, VEGA-SAENZ
DE MIERA E, RAKUS JF, DANKERT JF, SHANG S, KERBEL RS, BHARDWAJN, SHAO
Y, DARVISHIAN F, ZAVADIL J, ERLEBACHER A, MAHAL LK, OSMAN I,
HERNANDO E (2011). miR-30b/30d regulation of GalNAc transferases enhances invasion
and immunosuppression during metastasis. Cancer Cell, 20: 104-118.

GLUZ O, LIEDTKE C, GOTTSCHALK N, PUSZTAI L, NITZ U, HARBECK N (2009). Triple-negative
breast cancer--current status and future directions. Annals of Oncology, 20: 1913-1927.

GORDY C, HE YW (2012). Endocytosis by target cells: an essential means for Perforin- and
Granzyme-mediated killing. Cellular & Molecular Immunology, 9: 5-6.

GRACIAS DT, STELEKATI E, HOPE JL, BOESTEANU AC, DOERING TA, NORTON J,
MUELLER YM, FRAIETTA JA, WHERRY EJ, TURNER M, KATSIKIS PD (2013). The
microRNA miR-155 controls CD8+ T cell responses by regulating interferon signaling.
Nature Immunology, 14: 593-602.

GRIGORYEV YA, KURIAN SM, HART T, NAKORCHEVSKY AA, CHEN C, CAMPBELL D,
HEAD SR, JOHN-YATES |, SALOMON-DANIEL R (2011). MicroRNA regulation of
molecular networks mapped by global microRNA, mRNA, and protein expression in activated
T-lymphocytes. Journal of Immunology, 187: 2233.

GUO D, LI J, LIU Z, TANG K, SONG H, Bl H (2015). Characterization of microRNA expression
profiling in peripheral blood lymphocytes in rats with experimental autoimmune uveitis.
Inflammation Research, 64: 683-696.

HA M, KIM VN (2014). Regulation of microRNA biogenesis. Nature Reviews Molecular Cell Biology,
15: 509-524.

HALKIAS J, MELICHAR HJ, TAYLOR KT, ROBEY EA (2014). Tracking migration during human
T cell development. Cellular and Molecular Life Sciences, 71: 3101-3117.

HAMMERL D, MASSINK MPG, SMID M, DEURZEN CHM, MEIERS-HEIJBOER HEJ,
WAISFISZ Q, DEBETS R, MARTENS JWM (2020). Clonality, antigen recognition, and

97



suppression of CD8+ T cells differentially affect prognosis of breast cancer subtypes. Clinical
Cancer Research, 26: 505-517.

HAN Z, ROSEN ST, QUERFELD C (2020). Targeting miRNA in hematologic malignancies. Current
Opinion in Oncology, 32: 535.

HANAHAN D (2022). Hallmarks of cancer: new dimensions. Cancer Discovery, 12: 31-46.
HANAHAN D, WEINBERG RA (2011). Hallmarks of cancer: the next generation. Cell, 144: 646-674.

HASSON SP, MENES T, SONNENBLICK A (2020). Comparison of patient susceptibility genes
across breast cancer: implications for prognosis and therapeutic outcomes.
Pharmacogenomics and Personalized Medicine, 13: 227-238.

HAYDEN MS, WEST AP, GHOSH S (2006). NF-KB and the immune response. Oncogene, 25:
6758-6780.

HEESTERS BA, POEL CE, DAS A, CARROLL MC (2016). Antigen presentation to B cells. Trends
in Immunology, 37: 844-854.

HEITZ F, HARTER P, LUECK HJ, FISSLER-ECKHOFF A, LORENZ-SALEHI F, SCHEIL-
BERTRAM S, TRAUT A, BOIS A (2009). Triple-negative and HER2-overexpressing breast
cancers exhibit an elevated risk and an earlier occurrence of cerebral metastases. European
Journal of Cancer, 45: 2792-2798.

HSU JY, CHANG CJ, CHENG JS (2022). Survival, treatment regimens and medical costs of women
newly diagnosed with metastatic triple-negative breast cancer. Scientific Reports, 12: 1-8.

HU L, XU H, LU J, ZHOU Y, CHU F, ZHENG W, LEI L, ZHAO J, WANG H, GUO M, CHEN C,
XU L (2018). MicroRNA-126 deficiency affects the development of thymus CD4+ single-
positive cells through elevating IRS-1. International Archives of Allergy and Immunology,
177: 207-218.

HUANG Y, MA C, ZHANG Q, YE J, WANG F, ZHANG Y, HUNBORG P, VARVARES MA, HOFT
DF, HSUEH EC, PENG G (2015). CD4+ and CD8+ T cells have opposing roles in breast
cancer progression and outcome. Oncotarget, 6: 17462.

HUTCHINSON KE, YOST SE, CHANG CW, JOHNSON RM, CARR AR, MCADAM PR,
HALLIGAN DL, CHANG CC, SCHMOLZE D, LIANG J, YUAN Y (2020). Comprehensive
profiling of poor-risk paired primary and recurrent triple-negative breast cancers reveals
immune phenotype shifts. Clinical Cancer Research, 26: 657-668.

HWANG JR, BYEON Y, KIM D, PARK SG (2020). Recent insights of T cell receptor-mediated
signaling pathways for T cell activation and development. Experimental & Molecular
Medicine, 52: 750-761.

IPSARO JJ, JOSHUA-TOR L (2015). From guide to target: molecular insights into eukaryotic RNA-
interference machinery. Nature Structural & Molecular Biology, 22: 20-28.

JEZEQUEL P, LOUSSOUARN D, GUERIN-CHARBONNEL C, CAMPION L, VANIER A,
GOURAUD W, LASLA H, GUETTE C, VALO I, VERRIELE V, CAMPONE M (2015).
Gene-expression molecular subtyping of triple-negative breast cancer tumours: importance of
immune response. Breast Cancer Research, 17: 43.

98



JINDRA PT, BAGLEY J, GODWIN JG, IACOMINI J (2010). Costimulation dependent expression of
miR-214 increases the ability of T cells to proliferate by targeting Pten. Journal of
Immunology, 185: 990.

JO MH, SHIN S, JUNG SR, KIM E, SONG JJ, HOHNG S (2015). Human Argonaute 2 has diverse
reaction pathways on target RNAs. Molecular Cell, 59: 117-124.

JONES EY, FUGGER L, STROMINGER JL, SIEBOLD C (2006). MHC Class Il proteins and disease:
a structural perspective. Nature Reviews Immunology, 6: 271-282.

JOSHI NS, CUI W, CHANDELE A, LEE HK, URSO DR, HAGMAN J, GAPIN L, KAECH SM
(2007). Inflammation directs memory precursor and short-lived effector CD8(+) T cell fates
via the graded expression of T-Bet transcription factor. Immunity, 27: 281-295.

JUNE CH, LEDBETTER JA, GILLESPIE MM, LINDSTEN T, THOMPSON CB (1987). T-cell
proliferation involving the CD28 pathway is associated with cyclosporine-resistant interleukin
2 gene expression. Molecular and Cellular Biology, 7: 4472.

KABELITZ D, MEDZHITOV R (2007). Innate immunity cross talk with adaptive immunity through
pattern recognition receptors and cytokines. Current Opinion in Immunology, 19: 1-3.

KAECH SM, WHERRY EJ (2007). Heterogeneity and cell-fate decisions in effector and memory CD8+
T cell differentiation during viral infection. Immunity, 27: 393-405.

KANEHISA M, GOTO S (2000). KEGG: Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes. Nucleic Acids
Research, 28: 27-30.

KATSUTA E, DEMASI SC, TERRACINA KP, SPIEGEL S, PHAN GQ, BEAR HD, TAKABE K
(2016). Modified breast cancer model for preclinical immunotherapy studies. The Journal of
Surgical Research, 204: 467-474.

KUDELA E, SAMEC M, KOKLESOVA L, LISKOVA A, KUBATKA P, KOZUBIK E, ROKOS T,
PRIBULOVA T, GABONOVA E, SMOLAR M, BIRINGER K (2020). miRNA expression
profiles in Luminal A breast cancer—implications in biology, prognosis, and prediction of
response to hormonal treatment. International Journal of Molecular Sciences, 21: 7691.

KUMAR-TYAGI N, DHESY-THIND S (2018). Clinical practice guidelines in breast cancer. Current
Oncology, 25: S151-S160.

LEE KH, HOLDORF AD, DUSTIN ML, CHAN AC, ALLEN PM, SHAW AS (2002). T cell receptor
signaling precedes immunological synapse formation. Science, 295: 1539-1542.

LEHMANN BD, BAUER JA, CHEN X, SANDERS ME, CHAKRAVARTHY AB, SHYR Y,
PIETENPOL JA (2011). Identification of human triple-negative breast cancer subtypes and
preclinical models for selection of targeted therapies. The Journal of Clinical Investigation,
121: 2750-2767.

LEUN AM, THOMMEN DS, SCHUMACHER TN (2020). CD8+ T cell states in human cancer:
insights from single-cell analysis. Nature Reviews Cancer, 20: 218.

LEWIS SM, WILLIAMS A, EISENBARTH SC (2019). Structure-function of the immune system in
the spleen. Science Immunology, 4: 6085.

99



LI HY, LIANG JL, KUO YL, LEE HH, CALKINS MJ, CHANG HT, LIN FC, CHEN YC, HSU TI,
HSIAO M, GER LP, LU PJ (2017a). miR-105/93-3p promotes chemoresistance and
circulating miR-105/93-3p acts as a diagnostic biomarker for triple negative breast cancer.
Breast Cancer Research, 19: 133.

LIL,LUS, LIANG X, CAO B, WANG S, JIANG J, LUO H, HE S, LANG J, ZHU G (2019). I'6TDEs:
An efficient delivery system for miR-138 with anti-tumoral and immunostimulatory roles on
oral squamous cell carcinoma. Molecular therapy. Nucleic Acids, 14: 101-113.

LI Q, JOHNSTON N, ZHENG X, WANG H, ZHANG X, GAO D, MIN W, LI Q, JOHNSTON N,
ZHENG X, WANG H, ZHANG X, GAO D, MIN W (2016). miR-28 modulates exhaustive
differentiation of T cells through silencing programmed cell death-1 and regulating cytokine
secretion. Oncotarget, 7: 53735-53750.

LIANG Y, PAN HF, YE DQ (2015). MicroRNAs function in CD8+T cell biology. Journal of Leukocyte
Biology, 97: 487.

LIAO Y, WANG J, JAEHNIG EJ, SHI Z, ZHANG B (2019). WebGestalt 2019: gene set analysis toolkit
with revamped Uls and APIs. Nucleic Acids Research, 47: W199-W205.

LIN KR, PANG DM, JIN Y, HU Q, PAN YM, CUI JH, CHEN XP, LIN YX, MAO XF, DUAN HB,
LUO W (2018). Circulating CD8+ T-cell repertoires reveal the biological characteristics of
tumors and clinical responses to chemotherapy in breast cancer patients. Cancer Immunology,
Immunotherapy, 67: 1743-1752.

LIN X, CHEN H, XIE Y, ZHOU X, WANG Y, ZHOU J, LONG S, HU Z, ZHANG S, QIU W, ZENG
Z, LIU L (2022). Combination of CTLA-4 blockade with MUC1 mRNA nanovaccine induces
enhanced anti-tumor CTL activity by modulating tumor microenvironment of triple negative
breast cancer. Translational Oncology, 15: 101298.

LIND EF, ELFORD AR, OHASHI PS (2013). Micro-RNA 155 is required for optimal CD8+ T cell
responses to acute viral and intracellular bacterial challenges. The Journal of Immunology,
190: 1210-1216.

LIVAK KJ, SCHMITTGEN TD (2001). Analysis of relative gene expression data using real-time
quantitative PCR and the 2(-Delta Delta C(T)) method. Methods, 25: 402-408.

LOI S, MICHIELS S, SALGADO R, SIRTAINE N, JOSE V, FUMAGALLI D, KELLOKUMPU-
LEHTINEN PL, BONO P, KATAJA V, DESMEDT C, PICCART MJ, LOIBL S, DENKERT
C, SMYTH MJ, JOENSUU H, SOTIRIOU C (2014). Tumor infiltrating lymphocytes are
prognostic in triple negative breast cancer and predictive for Trastuzumab benefit in early
breast cancer: results from the FinHER trial. Annals of Oncology, 25: 1544-1550.

LOI S, SIRTAINE N, PIETTE F, SALGADO R, VIALE G, EENOO F, ROUAS G, FRANCIS P,
CROWN JPA, HITRE E, AZAMBUJA E, QUINAUX E, LEO A, MICHIELS S, PICCART
MJ, SOTIRIOU C (2013). Prognostic and predictive value of tumor-infiltrating lymphocytes
in a phase I11 randomized adjuvant breast cancer trial in node-positive breast cancer comparing
the addition of Docetaxel to Doxorubicin with Doxorubicin-based chemotherapy: BIG 02-98.
Journal of Clinical Oncology, 31: 860-867.

LOU Q, LIU R, YANG X, LI W, HUANG L, WEI L, TAN H, XIANG N, CHA, K, CHEN J, LIU H

(2019b). miR-448 targets IDO1 and regulates CD8+ T cell response in human colon cancer.
Journal for ImmunoTherapy of Cancer, 7: 1-14.

100



LOWERY AJ, MILLER N, DEVANEY A, MCNEILL RE, DAVOREN PA, LEMETRE C, BENES V,
SCHMIDT S, BLAKE J, BALL G, KERIN MJ (2009). MicroRNA signatures predict estrogen
receptor, progesterone receptor and HER2/Neu receptor status in breast cancer. Breast Cancer
Research, 11: R27.

LU L, MAO X, SHI P, HE B, XU K, ZHANG S, WANG J (2017). MicroRNAs in the prognosis of
triple-negative breast cancer: a systematic review and meta-analysis. Medicine, 96: e7085.

LUCKHEERAM RV, ZHOU R, VERMA AD, XIA B (2012). CD4+T cells: differentiation and
functions. Clinical and Developmental Immunology, 2012: 12.

LUO L, YANG F, DING J, YAN D, WANG D, YANG S, DING L, LI J, CHEN D, MA R, WU J,
TANG J (2016). miR-31 inhibits migration and invasion by targeting SATB2 in triple negative
breast cancer. Gene, 594: 47-58.

MA F, XU S, LIU X, ZHANG Q, XU X, LIU M, HUA M, LI N, YAO H, CAO X (2011). The
microRNA miR-29 controls innate and adaptive immune responses to intracellular bacterial
infection by targeting interferon-y. Nature Immunology, 12: 861-869.

MALHOTRA GK, ZHAO X, BAND H, BAND V (2010). Histological, molecular and functional
subtypes of breast cancers. Cancer Biology & Therapy, 10: 955.

MAO Y, QU Q, ZHANG Y, LIU J, CHEN X, SHEN K (2014). The value of tumor infiltrating
lymphocytes (TILs) for predicting response to neoadjuvant chemotherapy in breast cancer: a
systematic review and meta-analysis. PloS One, 9: €115103.

MARTINEZ-LOSTAO L, ANEL A, PARDO J (2015). How do cytotoxic lymphocytes kill cancer cells?
Clinical Cancer Research, 21: 5047-5056.

MARTINEZ-SAEZ O, PRAT A (2021). Current and future management of HER2-positive metastatic
breast cancer. JCO Oncology Practice, 17: 594-604.

MAZGAEEN L, GURUNG P (2020). Recent advances in lipopolysaccharide recognition systems.
International Journal of Molecular Sciences, 21: 379.

MEIJER HA, SMITH EM, BUSHELL M (2014). Regulation of miRNA strand selection: follow the
leader? Biochemical Society Transactions, 42: 1135-1140.

MENON A, ABD-AZIZ N, KHALID K, POH CL, NAIDU R (2022). miRNA: a promising therapeutic
target in cancer. International Journal of Molecular Sciences, 23: 11502.

MESCHER MF, CURTSINGER JM, AGARWAL P, CASEY KA, GERNER M, HAMMERBECK
CD, POPESCU F, XIAO Z (2006). Signals required for programming effector and memory
development by CD8+ T cells. Immunological Reviews, 211: 81-92.

MESTDAGH P, VLIERBERGHE P, WEER A, MUTH D, WESTERMANN F, SPELEMAN F,
VANDESOMPELE J (2009). A novel and universal method for microRNA RT-QPCR data
normalization. Genome Biology, 10: 1-10.

MILES D, GLIGOROV J, ANDRE F, CAMERON D, SCHNEEWEISS A, BARRIOS C, XU B,
WARDLEY A, KAEN D, ANDRADE L, SEMIGLAZOV V, REINISCH M, PATEL S,
PATRE M, MORALES L, PATEL SL, KAUL M, BARATA T, O’'SHAUGHNESSY J
(2021). Primary results from IMpassion131, a double-blind, placebo-controlled, randomised
phase Il trial of first-line Paclitaxel with or without Atezolizumab for unresectable locally
advanced/metastatic triple-negative breast cancer. Annals of Oncology, 32: 994-1004.

MILLER JFAP (1961). Immunological function of the thymus. The Lancet, 278: 748-749.

101



MILLER S, JONES LE, GIOVANNITTI K, PIPER D, SERRA MJ (2008). Thermodynamic analysis
of 5’ and 3’ single- and 3’ double-nucleotide overhangs neighboring Wobble terminal base
pairs. Nucleic Acids Research, 36: 5652-5659.

MITTENDORF EA, PHILIPS A, MERIC-BERNSTAM F, QIAO N, WU Y, HARRINGTON S, SU X,
WANG Y, GONZALEZ-ANGULO AM, AKCAKANAT A, CHAWLA A, CURRAN M,
HWU P, SHARMA P, LITTON JK, MOLLDREM JJ, ALATRASH G (2014). PD-L1
expression in triple-negative breast cancer. Cancer Immunology Research, 2: 361-370.

MOFFETT HF, CARTWRIGHT ANR, KIM HJ, GODEC J, PYRDOL J, AlJO T, MARTINEZ GJ,
RAO A, LU J, GOLUB TR, CANTOR H, SHARPE AH, NOVINA CD, WUCHERPFENNIG
KW (2017). The microRNA miR-31 inhibits CD8+ T cell function in chronic viral infection.
Nature Immunology, 18: 791-799.

MONROE JG (2006). ITAM-mediated tonic signalling through pre-BCR and BCR complexes. Nature
Reviews Immunology, 6: 283-294.

MO@RCH AM, BALINT S, SANTOS AM, DAVIS SJ, DUSTIN ML (2020). Coreceptors and TCR
signaling — the strong and the weak of it. Frontiers in Cell and Developmental Biology, 8:
1147.

MORISADA M, CLAVIJO PE, MOORE E, SUN L, CHAMBERLIN M, WAES C, HODGE JW,
MITCHELL JB, FRIEDMAN J, ALLEN CT (2017). PD-1 blockade reverses adaptive
immune resistance induced by high-dose hypofractionated but not low-dose daily fractionated
radiation. Oncoimmunology, 7: €1395996.

MULJO SA, MARK-ANSEL K, KANELLOPOULOU C, LIVINGSTON DM, RAO A, RAJEWSKY
K (2005a). Aberrant T cell differentiation in the absence of Dicer. The Journal of Experimental
Medicine, 202: 261-269.

MURALI AK, MEHROTRA S (2011). Apoptosis — an ubiquitous T cell immunomodulator. Journal of
Clinical & Cellular Immunology, S3: 2.

NAQVI AR, FORDHAM JB, GANESH B, NARES S (2016). miR-24, miR-30b and miR-142-3p
interfere with antigen processing and presentation by primary macrophages and dendritic
cells. Scientific Reports, 6: 1-12.

NEILSON JR, ZHENG GXY, BURGE CB, SHARP PA (2007). Dynamic regulation of miRNA
expression in ordered stages of cellular development. Genes & Development, 21: 578-589.

NGUYEN MHT, LUO YH, LI AL, TSAI JC, WU KL, CHUNG PJ, MA N (2021). miRNA as a
modulator of immunotherapy and immune response in melanoma. Biomolecules, 11: 1648.

NOYAN S, ANDAC-OZKETEN A, GURDAL H, GUR-DEDEOGLU B (2021). miR-770-5p regulates
EMT and invasion in TNBC cells by targeting DNMT3A. Cellular Signalling, 83: 109996.

O’CONNELL RM, RAO DS, CHAUDHURI AA, BALTIMORE D (2010). Physiological and
pathological roles for microRNAs in the immune system. Nature Reviews Immunology, 10:
111-122.

OLENA AF, PATTON JG (2010). Genomic organization of microRNAs. Journal of Cellular
Physiology, 222: 540-545.

102



OLIVEROS JC (2007-2015) Venny: An interactive tool for comparing lists with Venn's diagrams.
https://bicinfogp.cnb.csic.es/tools/venny/index.html

PARISH IA, KAECH SM (2009). Diversity in CD8(+) T cell differentiation. Current Opinion in
Immunology, 21: 291-297.

PAUL S, LAL G (2017). The molecular mechanism of natural killer cells function and its importance
in cancer immunotherapy. Frontiers in Immunology, 8: 1124,

PELANDA R, TORRES RM (2012). Central B-cell tolerance: where selection begins. Cold Spring
Harbor Perspectives in Biology, 4: a007146.

PENG J, HAMANISHI J, MATSUMURA N, ABIKO K, MURAT K, BABA T, YAMAGUCHI K,
HORIKAWA N, HOSOE Y, MURPHY SK, KONISHI I, MANDAI M (2015). Chemotherapy
induces programmed cell death-ligand 1 overexpression via the nuclear factor-xB to foster an
immunosuppressive tumor microenvironment in ovarian cancer. Cancer Research, 75: 5034-
5045.

PENG Z, SU P, YANG Y, YAO X, ZHANG Y, JIN F, YANG B (2020). Identification of CTLA-4
associated with tumor microenvironment and competing interactions in triple negative breast
cancer by co-expression network analysis. Journal of Cancer, 11: 6365.

PEROU CM, S@RILE T, EISEN MB, RIJN M, JEFFREY SS, RESS CA, POLLACK JR, ROSS DT,
JOHNSEN H, AKSLEN LA, FLUGE @, PERGAMMENSCHLKOQOV A, WILLIAMS C, ZHU
SX, LONNING PE, BARRESEN-DALE AL, BROWN PO, BOTSTEIN D (2000). Molecular
portraits of human breast tumours. Nature, 406: 747-752.

PERSSON H, KVIST A, REGO N, STAAF J, VALLON-CHRISTERSSON J, LUTS L, LOMAN N,
JONSSON G, NAYA H, HOGLUND M, BORG A, ROVIRA C (2011). Identification of hew
microRNAs in paired normal and tumor breast tissue suggests a dual role for the ERBB2/Her2
gene. Cancer Research, 71: 78-86.

PISARELLO MJL, LOARCA L, IVANICS T, MORTON L, LARUSSO N (2015). MicroRNAs in the
cholangiopathies: pathogenesis, diagnosis, and treatment. Journal of Clinical Medicine, 4:
1688-1712.

POPI AF, LONGO-MAUGERI IM, MARIANO M (2016). An overview of B-1 cells as antigen-
presenting cells. Frontiers in Immunology, 7: 138.

PULASKI BA, OSTRAND-ROSENBERG S (2000). Mouse 4T1 breast tumor model. Current
Protocols in Immunology, 39: 20.2.1-20.2.16.

QIN A, WEN Z, ZHOU VY, LI Y, LI Y, LUO J, REN T, XU L (2013). MicroRNA-126 regulates the
induction and function of CD4+ Foxp3+ regulatory T cells through PISK/AKT pathway.
Journal of Cellular and Molecular Medicine, 17: 252.

RACHH M, DESAI P (2017). MicroRNAs specific primer design using miRNA design tool. Int. Res.
J. Biological Sci., 6: 44-46.

RANI V, SENGAR RS (2022). Biogenesis and mechanisms of microRNA-mediated gene regulation.
Biotechnology and Bioengineering, 119: 685-692.

RASHIDIAN M, INGRAM JR, DOUGAN M, DONGRE A, WHANG KA, LEGALL C,
CRAGNOLINI JJ, BIERIE B, GOSTISSA M, GORMAN J, GROTENBREG GM, BHAN A,
WEINBERG RA, PLOEGH HL (2017). Predicting the response to CTLA-4 blockade by
longitudinal noninvasive monitoring of CD8 T cells. The Journal of Experimental Medicine,
214: 2243-2255.

103



REIS-FILHO JS, PUSZTAI L (2011a). Gene expression profiling in breast cancer: classification,
prognostication, and prediction. Lancet, 378: 1812-1823.

RODRIGUES V, CORDEIRO-DA-SILVA A, LAFORGE M, OUAISSI A, AKHARID K,
SILVESTRE R, ESTAQUIER J (2014). Impairment of T cell function in parasitic infections.
PLOS Neglected Tropical Diseases, 8: €2567.

RODRIGUEZ-GALAN A, DOSIL SG, GOMEZ MJ, FERNANDEZ-DELGADO |, FERNANDEZ-
MESSINA L, SANCHEZ-CABO F, SANCHEZ-MADRID F (2021). MiRNA post-
transcriptional modification dynamics in T cell activation. iScience, 24: 102530.

ROLINK AG, SCHANIEL C, ANDERSSON J, MELCHERS F (2001). Selection events operating at
various stages in B cell development. Current Opinion in Immunology, 13: 202-207.

RUBY JG, JAN CH, BARTEL DP (2007. Intronic microRNA precursors that bypass Drosha
processing. Nature, 448: 83-86.

SAFAVI A, KEFAYAT A, MAHDEVAR E, GHAHREMANI F, NEZAFAT N, MODARRESSI MH
(2020). Efficacy of co-immunization with the DNA and peptide vaccines containing SYCP1
and ACRBP epitopes in a murine triple-negative breast cancer model. Human Vaccines &
Immunotherapeutics, 17: 22-34.

SCHMID P, ADAMS S, RUGO HS, SCHNEEWEISS A, BARRIOS CH, IWATA H, DIERAS V,
HEGG R, IM SA, SHAW-WRIGHT G, HENSCHEL V, MOLINERO L, CHUI SY, FUNKE
R, HUSAIN A, WINER EP, LOI S, EMENS LA (2018). Atezolizumab and Nab-Paclitaxel in
advanced triple-negative breast cancer. New England Journal of Medicine, 379: 2108-2121.

SCHMIDT M, WEYER-ELBERICH V, HENGSTLER JG, HEIMES AS, ALMSTEDT K,
GERHOLD-AY A, LEBRECHT A, BATTISTA MJ, HASENBURG A, SAHIN U,
KALOGERAS KT, KELLOKUMPU-LEHTINEN PL, FOUNTZILAS G, WIRTZ RM,
JOENSUU H (2018). Prognostic impact of CD4-positive T cell subsets in early breast cancer:
a study based on the FinHer trial patient population. Breast Cancer Research, 20: 1-10.

SCHNELL A, BOD L, MADI A, KUCHROO VK (2020). The yin and yang of co-inhibitory receptors:
toward anti-tumor immunity without autoimmunity. Cell Research, 30: 285.

SEO AN, LEE HJ, KIM EJ, KIM HJ, JANG MH, LEE HE, KIM YJ, KIM JH, PARK SY (2013).
Tumour-infiltrating CD8+ lymphocytes as an independent predictive factor for pathological
complete response to primary systemic therapy in breast cancer. British Journal of Cancer,
109: 2705-2713.

SHARPE AH, WHERRY EJ, AHMED R, FREEMAN GJ (2007). The function of programmed cell
death 1 and its ligands in regulating autoimmunity and infection. Nature Immunology, 8: 239-
245,

SHUAI K, LIU B (2003). Regulation of JAK-STAT signalling in the immune system. Nature Reviews
Immunology, 3: 900-911.

SILVA MT, CORREIA-NEVES M (2012). Neutrophils and macrophages: The main partners of
phagocyte cell systems. Frontiers in Immunology, 3: 174.

104



SIMMONS CE, BREZDEN-MASLEY C, MCCARTHY J, MCLEOD D, JOY AA (2020). Positive
progress: current and evolving role of immune checkpoint inhibitors in metastatic triple-
negative breast cancer. Therapeutic Advances in Medical Oncology, 12: 1758835920909091.

SIMON R, LAM A, LI MC, NGAN M, MENENZES S, ZHAO Y (2007). Analysis of gene expression
data using BRB-array tools. Cancer Informatics, 3: 11-17.

SONG L, DONG G, GUO L, GRAVES DT (2018). The function of dendritic cells in modulating the
host response. Molecular Oral Microbiology, 33: 13-21.

SONG Y, WANG N, CHEN L, FANG L (2021). Trl cells as a key regulator for maintaining immune
homeostasis in transplantation. Frontiers in Immunology, 12: 671579.

SPRLIE T, PEROU CM, TIBSHIRANI R, AAS T, GEISLER S, JOHNSEN H, HASTIE T, EISEN
MB, RIUN M, JEFFREY SS, THORSEN T, QUIST H, MATESE JC, BROWN PO,
BOTSTEIN D, LANNING PE, BARRESEN-DALE AL (2001). Gene expression patterns of
breast carcinomas distinguish tumor subclasses with clinical implications. Proceedings of the
National Academy of Sciences of the United States of America, 98: 10869-10874.

SOUSA IG, ALMO MM, SIMI KCR, BEZERRA MAG, ANDRADE RV, MARANHAO AQ,
BRIGIDO MM (2017). MicroRNA expression profiles in human CD3+ T cells following
stimulation with anti-human CD3 antibodies. BMC, 10: 124.

SOUSA IG, SIMI KCR, ALMO MM, BEZERRA MAG, DOOSE G, RAIOL T, STADLER PF,
HOFFMANN S, MARANHAO AQ, BRIGIDO MM (2019). Gene expression profile of
human T cells following a single stimulation of peripheral blood mononuclear cells with anti-
CD3 antibodies. BMC Genomics, 20: 1-14.

STANTON SE, DISIS ML (2016). Clinical significance of tumor-infiltrating lymphocytes in breast
cancer. Journal for Immunotherapy of Cancer, 4: 59.

STERLE HA, NICOUD MB, MASSARI NA, TAQUEZ-DELGADO MA, HERRERO-DUCLOUX M,
CREMASCHI GA, MEDINA VA (2018). Immunomodulatory role of histamine H4 receptor
in breast cancer. British Journal of Cancer, 120: 128-138.

STICHT C, LA-TORRE C, PARVEEN A, GRETZ N (2018). MiRWalk: an online resource for
prediction of microRNA binding sites. PloS One, 13: €0206239.

STITTRICH AB, HAFTMANN C, SGOUROUDIS E, KUHL AA, HEGAZY AN, PANSE |, RIEDEL
R, FLOSSDORF M, DONG J, FUHRMANN F, HEINZ GA, FANG Z, LI N, BISSELS U,
HATAM F, JAHN A, HAMMOUD B, MATZ M, SCHULZE FM, BAUMGRASS R, BOSIO
A, MOLLENKOPF HJ, GRUN J, THIEL A, CHEN W, HOFER T, LODDENKEMPER C,
LOHNING M, CHANG HD, RAJEWSKY N, RADBRUCH A, MASHREGHI MF (2010).
The microRNA miR-182 is induced by IL-2 and promotes clonal expansion of activated helper
T lymphocytes. Nature Immunology, 11: 1057-1062.

STONE KD, PRUSSIN C, METCALFE DD (2010). IgE, mast cells, basophils, and eosinophils. The
Journal of Allergy and Clinical Immunology, 125: S73.

SUNG H, FERLAY J, SIEGEL RL, LAVERSANNE M, SOERJOMATARAM [, JEMAL A, BRAY F
(2021). Global cancer statistics 2020: GLOBOCAN estimates of incidence and mortality
worldwide for 36 cancers in 185 countries. A Cancer Journal for Clinicians, 71: 209-249.

105



SWANN JB, SMYTH MJ (2007). Immune surveillance of tumors. The Journal of Clinical
Investigation, 117: 1137-1146.

SZEKELY B, BOSSUYT V, LI X, WALI VB, PATWARDHAN GA, FREDERICK C, SILBER A,
PARK T, HARIGOPAL M, PELEKANOU V, ZHANG M, YAN Q, RIMM DL, BIANCHINI
G, HATZIS C, PUSZTAI L (2018). Immunological differences between primary and
metastatic breast cancer. Annals of Oncology, 29: 2232-2239.

TAO K, FANG M, ALROY J, GARY GG (2008). Imagable 4T1 model for the study of late stage breast
cancer. BMC Cancer, 8: 1-19.

TAVERA-MENDOZA LE, BROWN M (2017). A less invasive method for orthotopic injection of
breast cancer cells into the mouse mammary gland. Laboratory Animals, 51: 85-88.

TETELOSHVILI N, SMIGIELSKA-CZEPIEL K, KROESEN BJ, BROUWER E, KLUIVER J,
BOOTS A, BERG A (2015). T-cell activation induces dynamic changes in miRNA expression
patterns in CD4 and CD8 T-cell subsets. MicroRNA, 4: 117-122.

THOMOPOULOU K, PAPADAKI C, MONASTIRIOTI A, KORONAKIS G, MALA A,
KALAPANIDA D, MAVROUDIS D, AGELAKI S (2021). MicroRNAs regulating tumor
immune response in the prediction of the outcome in patients with breast cancer. Frontiers in
Molecular Biosciences, 8: 549.

THORSSON V, GIBBS DL, BROWN SD, WOLF D, BORTONE DS, OU-YANG TH, PORTA-
PARDO E, GAO GF, PLAISIER CL, EDDY JA, ZIV E, CULHANE AC, PAULL EO,
SIVAKUMAR IKA, GENTLES AJ, MALHOTRA R, FARSHIDFAR F, COLAPRICO A,
PARKER JS, MOSE LE, VO NS, LIU J, LIU Y, RADER J, DHANKANI V, REYNOLDS
SM, BOWLBY R, CALIFANO A, CHERNIACK AD, ANASTASSIOU D, BEDOGNETTI
D, MOKRAB Y, NEWMAN AM, RAO A, CHEN K, KRASNITZ A, HU H, MALTA TM,
NOUSHMEHR H, PEDAMALLU CS, BULLMAN S, OJESINA Al, LAMB A, ZHOU W,
SHEN H, CHOUEIRI TK, WEINSTEIN JN, GUINNEY J, SALTZ J, HOLT RA, RABKIN
CS (2018). The Immune landscape of cancer. Immunity, 48: 812 830.e14.

TIMOTUEVIC GS, MILISAVLIEVIC MD, NIKOLIC DB, MILOVANOVIC BM, NIKOLIC DS,
NIKOLIC M, SAMARDZIC JT (2015). Establishment and in-house validation of stem-loop
RT PCR method for microRNA398 expression analysis. Genetika, 47: 405-416.

TORMO E, BALLESTER S, ADAM-ARTIGUES A, BURGUES O, ALONSO E, BERMEJO B,
MENENDEZ S, ZAZO S, MADOZ-GURPIDE J, ROVIRA A, ALBANELL J, ROJO F,
LLUCH A, EROLES P (2019). The miRNA-449 family mediates Doxorubicin resistance in
triple-negative breast cancer by regulating cell cycle factors. Scientific Reports, 9: 5316.

TSANG JYS, TSE GM (2020). Molecular classification of breast cancer. Advances in Anatomic
Pathology, 27: 27-35.

TSENG SY, WAITE JC, LIU M, VARDHANA S, DUSTIN ML (2008). T cell-dendritic cell
immunological synapses contain TCR-dependent CD28-CD80 clusters that recruit protein
kinase c theta. Journal of Immunology, 181: 4852-4863.

TSUDA H, TSUGAWA K, AKIYAMA F, HORII R, KUROSUMI M, MORIYA T, TAKANO T,
TAKEI H, NAKAYAMA T, MIYAGI Y, YAMAUCHI C, YAMASHITA T, AOGI K,
MUKAI H, SUGIE T, IWATA H, MASUDA S (2020). Histological classification of breast

106



tumors in the general rules for clinical and pathological recording of breast cancer. Breast
Cancer, 27: 309-321.

URENA F, MA C, HOFFMANN FKW, NUNES LGA, RSCHITZ J, MOISYADI S, KHADKA VS,
DENG Y, HOFFMANN PR (2022). T-cell activation decreases miRNA-15a/16 levels to
promote MEK1-ERK1/2-Elk1 signaling and proliferative capacity. The Journal of Biological
Chemistry, 298: 101634.

VIALE G (2012). The current state of breast cancer classification. Annals of Oncology, 23: x207—x210.

VIGNARD V, LABBE M, MAREC N, ANDRE-GREGOIRE G, JOUAND N, FONTENEAU JF,
LABARRIERE N, FRADIN D (2020). MicroRNAs in tumor exosomes drive immune escape
in melanoma. Cancer Immunology Research, 8: 255-267.

VIHERVUORI H, AUTERE TA, REPO H, KURKI S, KALLIO L, LINTUNEN MM, TALVINEN K,
KRONQVIST P (2019). Tumor-infiltrating lymphocytes and CD8+ T cells predict survival of
triple-negative breast cancer. Journal of Cancer Research and Clinical Oncology, 145: 3105-
3114.

VINAY DS, RYAN EP, PAWELEC G, TALIB WH, STAGG J, ELKORD E, LICHTOR T, DECKER
WK, WHELAN RL, KUMARA HMCS, SIGNORI E, HONOKI K, GEORGAKILAS AG,
AMIN A, HELFERICH WG, BOOSANI CS, GUHA G, CIRIOLO MR, CHEN S,
MOHAMMED SI, AZMI AS, KEITH WN, BILSLAND A, BHAKTA D, HALICKA D,
FUJII H, AQUILANO K, ASHRAF SS, NOWSHEEN S, YANG X, CHOI BK, KWON BS
(2015). Immune evasion in cancer: mechanistic basis and therapeutic strategies. Seminars in
Cancer Biology, 35: S185-5198.

VRANIC S, FELDMAN R, GATALICA Z (2017). Apocrine carcinoma of the breast: a brief update on
the molecular features and targetable biomarkers. Bosnian Journal of Basic Medical Sciences,
17: 9-11.

VYAS JM, VEEN AG, PLOEGH HL (2008). The known unknowns of antigen processing and
presentation. Nature Reviews Immunology, 8: 607-618.

WANG J, WANG Q, GUAN Y, SUN Y, WANG X, LIVELY K, WANG Y, LUO M, KIM JA,
MURPHY EA, YAO Y, CAI G, FAN D (2022). Breast cancer cell-derived microRNA-155
suppresses tumor progression via enhancing immune cell recruitment and antitumor function.
The Journal of Clinical Investigation, 132: e157248.

WANG L, YANG G, ZHU X, WANG Z, WANG H, BAI Y, SUN P, PENG L, WEI W, CHEN G, LI
G, JR AAZ, GLYBOCHKO P, XU W, WANG L, YANG G, ZHU X, WANG Z, WANG H,
BAI Y, SUN P, PENG L, WEI W, CHEN G, LI G, ZAMYATNIN AA, GLYBOCHKO P,
XU W (2017). miR-93-3p inhibition suppresses clear cell renal cell carcinoma proliferation,
metastasis and invasion. Oncotarget, 8: 82824-82834.

WATTS TH (2010). Staying alive: T cell costimulation, CD28, and Bcl-XL. Journal of Immunology,
185: 3785-3787.

WEI C, LI L, GUPTA S (2014). NF-KB-nediated miR-30b regulation in cardiomyocytes cell death by
targeting Bcl-2. Molecular and Cellular Biochemistry, 387: 135-141.

WEI J, NDUOM EK, KONG LY, HASHIMOTO Y, XU S, GABRUSIEWICZ K, LING X, HUANG
N, QIAO W, ZHOU S, IVAN C, FULLER GN, GILBERT MR, OVERWIJK W, CALIN GA,

107



HEIMBERGER AB (2016). miR-138 exerts anti-glioma efficacy by targeting immune
checkpoints. Neuro-Oncology, 18: 639-648.

WELLS AC, DANIELS KA, ANGELOU CC, FAGERBERG E, BURNSIDE AS, MARKSTEIN M,
ALFANDARI D, WELSH RM, POBEZINSKAYA EL, POBEZINSKY LA (2017).
Modulation of Let-7 miRNAS controls the differentiation of effector CD8 T cells. eLife, 6:
€26398.

WHERRY EJ, HA SJ, KAECH SM, HAINING WN, SARKAR S, KALIA V, SUBRAMANIAM S,
BLATTMAN JN, BARBER DL, AHMED R (2007). Molecular signature of CD8+ T cell
exhaustion during chronic viral infection. Immunity, 27: 670-684.

WILCZYNSKA A, BUSHELL M (2015). The complexity of miRNA-mediated repression. Cell Death
and Differentiation, 22: 22.

WILLIAMS MA, BEVAN MJ (2007). Effector and memory CTL differentiation. Annual Review of
Immunology, 25: 171-192.

WING K, ONISHI Y, PRIETO-MARTIN P, YAMAGUCHI T, MIYARA M, FEHERVARI Z,
NOMURA T, SAKAGUCHI S (2008). CTLA-4 control over Foxp3+ regulatory T cell
function. Science, 322: 271-275.

WU H, NEILSON JR, KUMAR P, MANOCHA M, SHANKAR P, SHARP PA, MANJUNATH N
(2007). miRNA profiling of naive, effector and memory CD8 T cells. PLoS One, 2: 1020.

WYKES MN, LEWIN SR (2017). Immune checkpoint blockade in infectious diseases. Nature Reviews
Immunology, 18: 91-104.

XIAOY, LIY, TAOH, HUMPHRIES B, LI A, JIANG Y, YANG C, LUO R, WANG Z (2018). Integrin
A5 down-regulation by miR-205 suppresses triple negative breast cancer stemness and
metastasis by inhibiting the Src/Vav2/Racl pathway. Cancer Letters, 433: 199-209.

XIE M, LI M, VILBORG A, LEE N, SHU M, YARTSEVA V, SESTAN N, STEITZ JA (2013).
Mammalian 5'-capped microRNA precursors that generate a single microRNA. Cell, 155:
1568-1580.

XU W, LUCAS AS, WANG Z, LIU Y (2014). Identifying microRNA targets in different gene regions.
BMC Bioinformatics, 15: 1-11.

XU X, ARAKI K, LI S,HAN JH, YE L, TAN WG, KONIECZNY BT, BRUINSMA MW, MARTINEZ
J, PEARCE EL, GREEN DR, JONES DP, VIRGIN HW, AHMED R (2014). Autophagy is
essential for effector CD8+ T cell survival and memory formation. Nature Immunology, 15:
1152-1161.

YAM C, MANI SA, MOULDER SL (2017). Targeting the molecular subtypes of triple negative breast
cancer: understanding the diversity to progress the field. The Oncologist, 22: 1086-1093.

YANG J, LIUR, DENG Y, QIAN J, LU Z, WANG Y, ZHANG D, LUO F, CHU Y (2017). miR-15a/16

deficiency enhances anti-tumor immunity of glioma-infiltrating CD8+ T cells through
targeting mTOR. International Journal of Cancer, 141: 2082-2092.

108



YANG L, BOLDIN MP, YU Y, LIU CS, EA CK, RAMAKRISHNAN P, TAGANOV KD, ZHAO JL,
BALTIMORE D (2012). miR-146a controls the resolution of T cell responses in mice. Journal
of Experimental Medicine, 209: 1655-1670.

YANG L, CAl Y, ZHANG D, SUN J, XU C, ZHAO W, JIANG W, PAN C (2018). miR-195/miR-497
regulate CD274 expression of immune regulatory ligands in triple-negative breast cancer.
Journal of Breast Cancer, 21: 371.

YANG P, LI QJ, FENG Y, ZHANG Y, MARKOWITZ GJ, NING S, DENG Y, ZHAO J, JIANG S,
YUAN Y, WANG HY, CHENG SQ, XIE D, WANG XF (2012). TGF-B-miR-34a-CCL22
signaling-induced Treg cell recruitment promotes venous metastases of HBV-positive
hepatocellular carcinoma. Cancer Cell, 22: 291-303.

YE J, COULOURIS G, ZARETSKAYA |, CUTCUTACHE |, ROZEN S, MADDEN TL (2012).
Primer-BLAST: a tool to design target-specific primers for polymerase chain reaction. BMC
Bioinformatics, 13: 134.

YE LL, WEI XS, ZHANG M, NIU YR, ZHOU Q (2018). The significance of tumor necrosis factor
receptor type Il in CD8+ regulatory T cells and CD8+ effector T cells. Frontiers in
Immunology, 8: 583.

YEONG J, LIM JCT, LEE B, LI H, ONG CCH, THIKE AA, YEAP WH, YANG Y, LIM AYH, TAY
TKY, LIU J, WONG SC, CHEN J, LIM EH, IQBAL J, DENT R, NEWELL EW, TAN PH
(2019). Prognostic calue of CD8 + PD-1+ immune infiltrates and PDCD1 gene expression in
triple negative breast cancer. Journal for ImmunoTherapy of Cancer, 7: 1-13.

YERSAL O, BARUTCA S (2014). Biological subtypes of breast cancer: prognostic and therapeutic
implications. World Journal of Clinical Oncology, 5: 412.

YU X, ZHANG Z, WANG Z, WU P, QIU F, HUANG J (2016). Prognostic and predictive value of
tumor-infiltrating lymphocytes in breast cancer: a systematic review and meta-analysis.
Clinical & Translational Oncology, 18: 497-506.

YUSEFF MI, PIEROBON P, REVERSAT A, LENNON-DUMENIL AM (2013.) How B cells capture,
process and present antigens: a crucial role for cell polarity. Nature Reviews Immunology, 13:
475-486.

ZHANG L, FANG C, XU X, LI A, CAI Q, LONG X (2015). Androgen receptor, EGFR, and BRCA1
as biomarkers in triple-negative breast cancer: a meta-analysis. BioMed Research
International, 2015: 357485

ZHANG M, GAO D, SHI Y, WANG Y, JOSHI R, YU Q, LIU D, ALOTAIBI F, ZHANG Y, WANG
H, LI Q, ZHANG ZX, KOROPATNICK J, MIN W (2019). miR-149-3p reverses CD8+ T-
cell exhaustion by reducing inhibitory receptors and promoting cytokine secretion in breast
cancer cells. Open Biology, 9: 190061.

ZHANG N, BEVAN MJ (2010). Dicer controls CD8+ T-cell activation, migration, and survival.
Proceedings of the National Academy of Sciences of the United States of America, 107: 21629-
21634.

ZHANG N, HARTIG H, DZHAGALOV I, DRAPER D, HE YW (2005). The role of apoptosis in the
development and function of T lymphocytes. Cell Research, 15: 749-769.

109



ZHAO P, ZHAO L, ZHANG T, WANG H, QIN C, YANG S, XIA X (2012). Changes in
microRNA expression induced by rabies virus infection in mouse brains. Microbial
Pathogenesis, 52: 47-54.

ZHENG J, YANG T, GAO S, CHENG M, SHAQ Y, XI Y, GUO L, ZHANG D, GAO W, ZHANG G,
YANG L, YANG T (2021). miR-148a-3p silences the CANX/MHC-I pathway and impairs
CD8+ T cell-mediated immune attack in colorectal cancer. The FASEB Journal, 35: e21776.

ZHENG M, ZHU J (2022). Innate lymphoid cells and intestinal inflammatory disorders. International
Journal of Molecular Sciences, 23: 1856.

ZUBAIR M, WANG S, ALI N (2021). Advanced approaches to breast cancer classification and
diagnosis. Frontiers in Pharmacology, 11: 2487.

110



Ek-1 Etik Kurul Raporu

EKLER

T.C.

ANKARA UNIVERSITESI REKTORLUGU

Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu
HAYVAN DENEYLERI YEREL ETIiK KURULU KARARI

1946

TOPLANTI TARIHI
TOPLANTI NO

KARAR NO

: 03/06/2020
: 2020-10
DOSYA NO : 2020-66

: 2020-10-81

Yiirttiictiliigiinii Universitemiz Biyoteknoloji Enstitiisii 8gretim iiyelerinden Do¢. Dr. Bala GUR

DEDEOGLU nun yaptigi: arastrici

olarak Prof.

Dr.

Hakan GURDAL ve Mige OCAL

DEMIRTAS n katuldig: “Meme Tiimdrlerinde Adaptif Immiin Sistemde Meydana Gelen Molekiiler
Degisikliklerin miRNA Diizeyinde Arastirilmasi™ bashikh ¢alisma Kurulumuzca degerlendirilmis ve
s6z konusu ¢alismanin Universite senatosunun 12/2/2016 tarihli toplantisinda 430/3642 sayih karari
ile kabul edilen ve Hayvan Deneyleri Merkezi Etik Kurulu’nun 19/2/2016 tarih ve 42 sayih karan ile
onaylanan “Ankara Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu Yonergesi™ ne gére asagida
belirtilen kapsamda yapilmasina oy birligi ile karar verilmistir.

: Fare
: 90

Hayvan Tird
Hayvan Sayisi
Gecerlilik Suresi

: 15/06/2020-15/06/2022

ETiK KURUL UYELERI
Unvam / Adi1 / Soyadi Uzmanhk Dal Kurumu Cinsiyeti imza
Prof. Dr. M. Taner KARAOGILU Viroloji Veteriner E
(Baskan) Anabilim Dal Fakiiltesi |
Prof. Dr. Tanju OZCELIKAY Farmakoloji Eczacilik E
(Baskan Vekili) Anabilim Dal Fakiiltesi
Prof. Dr. Emine DEMIREL YILMAZ Tibbi =
: # el (Uye) o B : Farmakoloji Tip Fakiiltesi K
¥ Anabilim Dali
Prof. Dr. Nuri YIGIT Zooloji - .
(Uye) Anabilim Dan | Fen Faktltesi E(
Prof. Dr. Fatin CEDDEN Hayvan Ziraat -
(Uye) Yetgirme Fakiiltesi E
¥ Anabilim Dali g i
z 5 Su Uriinleri S
Prof. Dr. Mine KIRKAGAC Miihendisligi Zntaat ) K
(Uye) exkania Fakiiltesi
Bolimiu >
& . - Cocuk
DogDr.iGulnur SOI)J‘U BARADIR Cerrahisi Tip Fakiiltesi K
Uye Anabilim Dah - i [ '
Doc. Dr. Halit KANCA Dogtim ve Veteriner T
(Uye) Jinekoloji Fakiiltesi E
Anabilim Dah
Veteriner N
Dr. Vet. Hek. Nigar YERLIKAYA l.}_Ck.l::?hg' Veteriner K
U arihi ve Wige: =
(Uye) Deontoloji Fakiiltesi
Anabilim Dalx
Dr. Vet. Hek. Giirbiiz ERTURK Active
(Uye) Veteriner Serbest E
| Saghik Merkezi
Uzm. Vet. Hek. Hiiseyin DEDE Vieteriner
Oyey Hekimler Serbest E
Dernegi
Deney 7
Uzm. Vet. Hek. Attila ISGOREN Hayvanlan
(Uyc) Yetistirme ve Tip Fakiiltesi E
Arastirma 1
Laboratuvari
Fatma Aysun COSKUN 3
Uye) iktisat Serbest K
1 1 ]

111



Ek-2 RNA Ornekleri Agaroz Jel Goruntusii
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Ek-3 Mikrodizin %P Degerleri

Mikrodizin %P Degeri
K-1 18.5
K-2 19.9
K-3 19.9
PT-1 20.7

PT-2 23.6
PT-3 25.7
1A-1 20.2
1A-2 26.3
1A-3 22.2
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Ek-4 Gruplar Aras1 Anlamh ifade Degisimi Gosteren miRNA’larin Es Zamanh
PZR ile Dogrulanmasi
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Mikrodizin verilerine gére K ve PT grubu arasinda es zamanli PZR ile dogrulanan miRNA’lar
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Mikrodizin verilerine gore PT ve REM grubu arasinda es zamanli PZR ile dogrulanan miRNA’lar
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Ek-4 Devam. Gruplar Arast Anlamh ifade Degisimi Gosteren miRNA’larin Es

Zamanh PZR ile Dogrulanmasi
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OREM OREL

Mikrodizin verilerine gore REM ve REL grubu arasinda es zamanli PZR ile dogrulanan miRNA’lar
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