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OZET

Meme Kanserinde mikroRNA-21 Ekspresyonu ve Klinikopatolojik
Ozellikleri ile iligkisi

MikroRNA (miRNA), yeni bulunan bir RNA molekuli olup, kanser ile
iligkisi gOsterildikten sonra 6nemi daha da artmigtir. miRNA’lar kanser
gelisiminde onkogen veya tumor supresor gen olarak gorev yapmaktadir.

Meme kanseri ulkemizde ve dinyada kadinlarda en sik gorilen
kanserdir ve yeni tedavi segenekleri bulmak amaciyla molekuler biyolojisi
halen arastiriimaktadir. Son yillarda yapilan ¢alismalarda bazi miRNA’larin
meme kanseri olusumundaki rolu gosterilmigtir. MikroRNA-21 (miR-21),
meme kanseri ile iligkili miRNA’lar icinde ayri bir yere sahiptir. miR-21, meme
kanserinde en yuksek ekspresyon dizeyine sahip olan miRNA’dir ve meme
kanserinde onkogen olarak gorev yapmaktadir.

Bizim c¢alismamizda meme kanserinde miR-21 ekspresyonu
arastinimis ve hastalarin klinikopatolojik 6zellikleri ile iligkisi incelenmistir.
Sonucgta, meme kanserinde miR-21 ekspresyonu gosteriimis, ancak
klinikopatolojik 6zelliklere gore incelendiginde miR-21 ekspresyon dizeyleri
arasinda anlamli bir fark gorulmemistir (p=0,637).

miRNA’larin gelecekte kanser tani ve tedavisinde ¢ok daha dnemli rol
oynayacag! beklenmektedir. miRNA konusunda deneysel bir pilot ¢alisma
olarak yapilan bu calismamiz, literatir taramalarindan edindigimiz bilgiye
gore, ulkemizde miRNA ile ilgili yapiimig olan ilk klinik ¢alismadir ve
ulkemizde gelecekte bu konuda yapilacak olan klinik ¢alismalara da i1sik

tutacaktir.

Anahtar kelimeler : mikroRNA, mikroRNA-21, meme kanseri



SUMMARY

Investigation of MicroRNA-21 Expression and its Relation to
Clinicopathologic Features in Breast Cancer

MicroRNAs (miRNAs) were newly discovered molecules and they
have clinical significance because of their relationship to cancer. Former
studies indicate that miRNAs act as an oncogene or a tumour supressor
gene in cancer pathogenesis.

Breast cancer is the most common cancer among women worldwide.
Molecular biology of breast cancer is being investigated to find a new
anticancer therapy agent. It was demonstrate that there is an association
mMiRNA and breast cancer. miR-21 shows the highest expression level
among all of the miRNAs in breast cancer, thus miR-21 is considered as an
oncogene in breast cancer.

We investigated miR-21 expression and its relation to
clinicopathologic features in breast cancer. We found high expression level
of miR-21 in breast cancer but there is no difference among miR-21
expression levels with regard to clinicopathologic features (p=0,637).

It is predicted that miRNA will play more significant role for cancer
diagnosis and therapy in the future. Our clinical trial is an experimental pilot
trial regarding miRNA and it is the first clinical trial regarding miRNA in our
country. This trial is valuable because of it is an inital clinical trial regarding
mMIiRNA in our country and so that it will guide clinical trials in the future in our

country.

Keywords : microRNA, microRNA-21, breast cancer
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- GIRIS

MikroRNA (miRNA), 1993 yilinda bulunmusg, ancak onemi birkag yil
once anlasilimis bir molekuldir. miRNA ile kanser arasindaki iliski 2002
yihinda fark edilmis, miRNA'nin ¢alisma mekanizmasini agiklayan RNA

interferansin kesfine ise 2006 yilinda Nobel Tip Odiili verilmistir.

MIiRNA ile kanser olusumu arasindaki iligkinin gosterilmesiyle birlikte,
bu alandaki ¢alismalar hiz kazanmis ve yapilan ¢alismalar sonucunda birgok
MIiRNA’'nin farkh kanser tdrlerinin olusumunda rol oynadigi gdsterilmistir.
miRNA’larin gelecekte kanser tani ve tedavisinde daha da 6nem kazanacagi

dusunulmektedir.

Meme kanseri, halen Glkemizde ve dunyada kadinlarda en sik gorulen
kanserdir. Meme kanserinin tedavisinde son yillarda hedefe yonelik tedavi
ajanlarinin da kullaniimasiyla ¢ok buyuk ilerleme kaydedilmigtir. Erken tani ve
uygun tedavi ile tamamen tedavi edilebilen meme kanseri, ileri evrede tani

kondugunda dahi sagkalimi uzatilabilen bir hastalik olmustur.

miRNA’lar ile yapilan g¢alismalar, bazi miRNA’larin meme kanseri
olusumunda 6nemli rol oynadigini gostermistir. Bu miRNA’larin en 6nemlisi
mikroRNA-21 (miR-21)'dir.

Bu ¢alismanin amaci, meme kanserinde miR-21 ekspresyon duzeyi ile

hastalarin klinikopatolojik 6zellikleri arasindaki iliskiyi arastirmaktir.



|- GENEL BILGILER

2.1. MikroRNA :

2.1.1. Tanimi ;

MikroRNA (miRNA), yaklasik 21-23 nukleotit uzunlugunda, tek iplikgikli
bir  RNA  molekilidir. Gen ifadesinin  (gen  ekspresyonunun)
dizenlenmesinde rol oynar. miRNA'lar kodlamayan RNA'lardandir, yani
DNA'dan transkripsiyonu yapilan ama proteine cevirisi yapilmayan genler
tarafindan kodlanirlar. miRNA’lar, hiicrenin proliferasyon, diferansiasyon ve
apoptozis gibi biyolojik fonksiyonlarini kontrol eden genler U(zerinde
etkilidirler. miRNA’lar bu genlerin regulasyonunu negatif yonde dizenleyerek
etkili olurlar (1).

2.1.2. Tarihgesi :

miRNA’lar 1993 yilinda Lee ve calisma arkadaslar tarafindan Victor
Ambros laboratuvarinda kesfedilmistir (2), ancak miRNA terimi ilk defa 2001

yihinda kullanima girmistir (3).

1993 yilinda Lee ve arkadaslarinin nematod grubundan bir solucan
olan Caenorhabditis elegans tUzerinde yaptiklari bir genetik ¢alisma sirasinda
iIk miIRNA bulunmustur ve bu miRNA’ya lin-4 adi verilmigtir (2). O donemde,
bulunan bu yeni RNA turiniin nematodlara 6zgu bir RNA oldugu dusunulmis
ve Uzerinde durulmamistir. Ancak, daha sonraki yillarda yapilan ¢alismalarda
miRNA’larin sadece nematodlarda degil, ayni zamanda insanlarda,

hayvanlarda, bitkilerde ve viruslerde de bulundugu ve gen ekspresyonunu



duzenledigi gosterilmistir (4). 2001 yilinda Ruvkun, yayinladigi makalede
MIRNA terimini ilk kullanan kisi olmustur (3).

miRNA ve kanser arasindaki iligki, ilk olarak, 2002 yilinda Calin ve
arkadaslar tarafindan gosterilmistir. Andy Fire ve Craig Mello, 1998 yilinda
yayinladiklari miRNA’nin ¢alisma prensiplerini ortaya koyan RNA interferans
calismasi ile 2006 yilinda Nobel tip 6dulind kazanmistir (5). Su ana kadar
insanda kesfedilmis olan yaklagik 1000 farkh miRNA mevcuttur (6).

2.1.3. Fonksiyonu :

MIiRNA, gen ekspresyonunu duzenleyen bir RNA molekuludir.
Hucrede bir genin kodladigi proteinin sentezi iki asamada gergeklesir.
Bunlarin ilki transkripsiyon asamasidir. Bu asamada DNA’'dan messenger
RNA (mRNA) sentezlenir. Bundan sonraki asama ise translasyon
asamasidir. Bu asamada da mRNA’dan protein sentezi yapilir. miRNA,

translasyon agamasinda etkisini gosteren bir molekuldur.

MIiRNA, mRNA’ya baglanarak mRNA’dan protein sentezini, yani
translasyonu engeller. Boylece translasyon evresini baskilamig, yani
translasyonel represyon yapmig olur ki, buna “Gen Susturulmasi” (Gen
Silencing) da denir. Bu sekilde etki eden miRNA, postranskripsiyonel

duzeyde gen ekspresyonunu duzenlemis olur.

2.1.4. Yapisi ve olugsumu :

miRNA’lar 6nce pri-miRNA olarak sentezlenir. Pri-miRNA’'dan pre-
miRNA olugsur. Pre-miRNA’'dan da olgun miRNA ortaya ¢ikar. Olgun (Matur)
miRNA, fonksiyonel olan miRNA’dir. Olgun miRNA, bir veya daha fazla
MRNA ile etkilesime girer ve mRNA’nin translasyonunu engeller. Boylece

gen ekspresyonunu negatif ydonde dizenlemis olur.



MIiRNA geni RNA Polimeraz Il enziminin etkisiyle transkripsiyona
ugrar ve sonugta hiucre nukleusunda pri-miRNA adi verilen primer transkipt
olusur. pri-miRNA, yaklasik 200 nukleotitten olusan, bir bashgl ve poli-A

kuyrugu olan bir molekuldir.

pri-miRNA, hicre c¢ekirdeginde, yaklasik 70 nukleotit uzunlugunda,
sap-ilmik veya sa¢ tokasi (hairpin) seklinde, prektrsor (6ncul) bir molekile
donusur ki, bu molekule pre-miRNA denir (Sekil 2.1). Pre-miRNA olusumu,
Mikroislemci Kompleks (Microprocessor complex) adl bir protein kompleksi
tarafindan gerceklestirilir. Mikroislemci komplekste Drosha adl bir nikleaz ve

Pasha adl cift iplikgikli RNA baglayici protein bulunur.

Sekil 2.1: pre-miRNA'nin sap-ilmik yapisi

pre-miRNA, Exportin-5 adh tasiyici protein aracihdi ile nikleustan
sitoplazmaya tasinir. pre-miRNA, sitoplazmada Dicer adli endonukleaz
araciigi ile olgun miRNA'ya donusur. Dicer ayni zamanda RNA ile
indUklenmis susturma kompleksi (RNA induced silencing complex: RISC)
(RISC vyapisi) olusumunu baglatir. RISC yapisi, miRNA ifadesi ve RNA

interferanstan kaynaklanan gen susturulmasindan sorumludur (Sekil 2.2).
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Sekil 2.2: miRNA olusumu

2.1.5. RISC yapisi :

Olgun miRNA, RISC yapisinin bir pargasidir. RISC yapisi, mRNA’ya
kismi (inkomplet) veya tam (komplet) bir sekilde baglanarak mRNA’dan

protein sentezini engeller.

Pre-miRNA, sitoplazmada Dicer adli endontkleaz ile etkileserek olgun
miRNA'ya donugur. Dicer ayni zamanda RISC yapisi olusumunu baslatir.
RISC yapisi, miRNA’nin asil fonksiyonlarindan sorumludur. Olgun miRNA,
RISC yapisinin bir pargasidir ve bu yapiya katilirken tek zincir haline gecger
(Sekil 2.3).

Olgun miRNA, iglevini gergeklestirebilmek icin baska proteinlere de
ihtiyag duyar. Bu proteinler RISC vyapisi iginde bulunur. Bu yapidaki

tanimlanmis proteinler Argonaute ailesi proteinleridir. Yapilan g¢alismalar,



Argonaute proteinlerinin  hedefi kesen endonukleazlar oldugunu
gOstermektedir.

Aslinda miRNA’lar sadece hedefi bulan ve RISC yapisini hedefe
yonlendiren molekullerdir. Translasyonun durmasini saglayan ise RISC

yapisini olugturan diger proteinlerdir.

2.1.6. miRNA’nIn galisma mekanizmasi :

miRNA’lar posttranskripsiyonel gen ekspresyonunu dizenleyen
molekdllerdir. Bu diizenleme iki sekilde olur: Ya RISC yapisi igine dahil olan
olgun MIiRNA, hedef mRNA'ya komplet bir sekilde baglanarak mRNA'yi
parcalar; ya da miRNA mRNA'ya inkomplet bir sekilde baglanarak mRNA’dan
protein sentezini, yani translasyonu engeller. insan ve hayvan miRNA’lar|
hedef MRNA’nin 3’ Untranslated Region (3" UTR) bdlgesine baglanir. Bu
baglanma inkomplet bir sekilde olur. Bu baglanma sonucu miRNA, hedef
MmRNA’y1 translasyonel dizeyde baskilar. Bitki miRNA’lar ise hedef
MRNA’nin protein kodlayici kismina komplet bir sekilde baglanir ve
MRNA’nin pargalanmasina (degradasyonuna) neden olur (Sekil 2.3).
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Sekil 2.3: RISC yapisi ve miRNA'nin ¢galisma mekanizmasi

2.1.7. Translasyonel represyon :

RISC yapisi igindeki miRNA, insanlarda ve hayvanlarda hedef
MRNA’nin 3° UTR ucuna inkomplet bir sekilde baglanir. Bu sekilde mRNA'yi
bloke ederek mRNA’'dan protein sentezini engeller. Boylece translasyon
basamag@ini engellemis, yani “Translasyonel Represyon” yapmis olur. Bu
duruma “Transkripsiyon Sonrasi Gen Susturulmasi” (Posttranscriptional
Gene Silencing) veya “RNA interferans” (RNA interference) da denir.
miRNA'nin galisma prensiplerini ortaya koyan bu mekanizmayi kesfeden
Andy Fire ve Craig Mello, bu ¢alismalari nedeniyle 2006 yilinda Nobel 6duli
almistir (5).

miRNA’lar translasyonel represyon aracili§i ile gen ekspresyonunu

negatif yonde duzenler (genin down regulasyonunu saglar) (Sekil 2.4).
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Sekil 2.4: Translasyonel represyon

2.1.8. RNA interferans :

RNA interferans, cift zincirli RNA (dsRNA)'nin hlcreye girdigi zaman

komplementer mRNA dizisinin pargalanmasina yol agmasi ile sonuglanan

transkripsiyon sonrasi gen susturma mekanizmasidir (7). RNA interferansta

gorev alan iki kigik RNA molekult vardir. Bunlar miRNA ve siRNA (small

interfering RNA)’dir. Bu molekdller Dicer enzimi aracihdi ile RISC yapisina

katilir ve RNA interferansi baglatir (Sekil 2.5).



Sekil 2.5: RNA interferans

dsRNA ile etkilesime giren RISC yapisi, komplementer hedef
mRNA’'ya baglanarak translasyonu engelleyebilir (translasyonel represyon)
veya hedef mRNA’nin direkt pargalanmasina yol acgabilir. Bu sekilde
transkripsiyon sonrasi gen susturulmasi (posttranscriptional gene silencing)
yapilmis olur. Bu olaylar zincirine RNA interferans adi verilir.

Arastirmacilar RNA interferansi son yillarin en heyecan verici kesfi
olarak tanimlamiglardir (8). RNA interferans, Science dergisi tarafindan
2001’de “yilin molekdld” ve “2002 yilinin en &6nemli bilimsel hamlesi”
secilmigtir (9). Andrew Z. Fire ve Craig C. Mello adli arastirmacilar RNA
interferans ile ilgili yaptiklari ¢aligmalariyla 2006 yilinda tip alaninda Nobel
oduld almistir (5).



2.2. MikroRNA ve KANSER :

miRNA, 1993 yilinda kesfedildigi zaman, bilim dlinyasinda bir heyecan
uyandirmamistir. Cunkd, ilk bulunan miRNA olan lin-4, Caenorhabditis
elegans adli toprak solucaninda kesfedilmistir ve o dénemde bu yeni RNA
turinin sadece solucanlarda bulunan farkh bir RNA tirG oldugu
distnulmustir. Bu nedenle, o doénemde miRNA’lar Uzerinde fazla
durulmamustir.

Daha sonraki yillarda yapilan caligmalar, miRNA’larin sadece bir
solucan turunde degil; insanlarda, hayvanlarda, bitkilerde ve virtslerde de
bulundugunu gostermistir (10). Bunun Uzerine, 2000’li yillarin basindan
itibaren, miRNA’lar ile ilgili calismalar hiz kazanmigtir. Birbiri ardina yapilan
caligsmalar sonunda yuzlerce farkh tipte miRNA oldugu ve miRNA’larin gen
ekspresyonunun duzenlenmesinde rol oynadigi gosterilmistir.

Ayrica, farkh hasta gruplarinda yapilan g¢alismalar sonucu, miRNA
ekspresyon profilindeki anormalliklerin bazi hastaliklar ile iligkisi oldugu
bulunmustur. Bu c¢aligmalara gore, bozulmus miRNA ekspresyon duzeyi,
bircok hastaligin olusumu ile iligkilidir. Yapilan arastirmalar sonucu, bazi
kardiyak hastaliklarda, bazi norolojik hastaliklarda ve bazi kanser tirlerinde
bozulmus miRNA ekspresyonu oldugu gérulmustur.

Tumoér dokusu ile normal doku arasindaki miRNA ekspresyon
profillerinin farkl oldugunun gosteriimesi, miRNA ile kanser arasinda
dogrudan bir iligki olabilecegini dusindurmustar (11). Ayrica, yapilan
calismalarda miRNA genlerinin % 50’den fazlasinin lokalizasyonunun kanser
ile iligkili gen bolgelerinde oldugu gdsterilmistir (12). Bunun Gzerine, miRNA
ve kanser arasindaki iligki, kapsamli bir sekilde arastiriimaya baglanmigtir.

miRNA ve kanser arasindaki iligki, ilk olarak, 2002 yilinda Calin ve
arkadaslar tarafindan gosterilmistir. Bu calismada, B hucreli Kronik
Lenfositik Losemi (KLL) hastalarinin yarisindan ¢ogunda 13. kromozomda
bulunan mikroRNA-15a (miR-15a) ve mikroRNA-16a (miR-16a) genlerinin
silinmis oldugu gorulmustar (13). Bundan sonra gelen ikinci galisma ise, miR-
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143 ve miR-145’in ekspresyon diizeyinin kolorektal kanserlerde azaldigini
gOsteren galisma olmustur (14).

Ciafre ve arkadaslan tarafindan Glioblastome Multiforme (GBM)
hastalarinda 245 farkli miRNA Gzerinde microarray analiz ydntemi ile yapilan
bir calismada, GBM’'de normal beyin dokusuna kiyasla mir-221'in guglu bir
sekilde upregile oldugu, miR-181a, miR-181b ve miR-181c’nin ise
downregule oldugu gosterilmigtir (15).

Burkitt Lenfoma da dahil olmak tzere, bircok B hiicreli NonHodgkin
Lenfoma’da miR-155 ekspesyonunun arttigi gosterilmigtir. miR-155 gen
lokalizasyonunun, Non-Hodgkin Lenfoma gelisiminde rol oynayan bir
onkogen olan BIC geninin lokalizasyonuna yakin oldugu bulunmustur. Bu
nedenle, miR-155’in BIC geninin aktivasyonu ile iligkisi oldugu dusunulmustar
(16).

Tiroid Papiller Karsinomunda miR-221, miR-222 ve miR-14’lUn
overekspresonu gosterilmistir (17). miR-372 ve miR-373'Un Testis Germ
Hucreli Tumoérde birer onkogen gibi gorev yaptigi bulunmustur (18).

Hepatoseliler karsinoma (HCC) hastalarinda yapilan bir ¢alismada,
tumorli  dokudaki ve tumorli dokuya bitisik normal dokudaki mMiRNA
ekspresyon profiline bakilmistir. Sonugta, HCC’'de miR-18 ve miR-224
ekspresyonu yuksek; miR-199a, miR-195, miR-199a, miR-200a ve miR-125a
ekspresyonu ise disuk bulunmustur (19).

Bu caligsmalar gostermigtir ki, miRNA ile kanser patogenezi arasinda
yakin bir iligki vardir ve birgok kanser tipinde bozulmus miRNA ekspresyonu
gorulmektedir (Sekil 2.6).
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Cancer miRMNAs involved miRNA targeted

genes
Brain cancer miR-217T, miR-2217,
miR-181 |
Breast cancer miR-125b],
miR-145 |, miR-21],
miR-155]
Chronic miR-15]. miR-16] BCL2
lyvmphocytic
leukemia
Colorectal miR-143 |, miR-145]
neoplasia
Hepatocellular miR-187T, miR-22471,
carcinoma miR-199 |, miR-195 |,

miR-200 ], miR-125]
Lung cancer let-7 |, miR-17-927 RAS, MYC

Lymphomas miR-1557, BIC
miR-17-921

Papillary miR-22171, miR-2227, KIT
thyroid miR-1467T, miR-1817
carcinoma

Testicular miR-3727T, miR-3737T LAST2
germ cell
tumors

Sekil 2.6: Bazi kanser tipleri ve patogenezde rol alan miRNA’lar

2.2.1. Onkogen ve tumor sipresor gen olarak miRNA :

mMiRNA ekspresyon profili, kanser olusumu ile yakin iligkilidir. Yapilan
calismalar, miRNA ekspresyon dizeyindeki artma veya azalmanin kanser
olusumunda énemli rol oynadigini gdstermistir.

Bazi miRNA'larin ekspresyon dizeyinin bazi kanser turlerinde arttigi
gorulmagtar. Bu tip miRNA’larin onkogen olarak gorev yaptigi kabul
edilmistir. Bu nedenle bu tip miRNA’lara “Onkomir” adi verilmistir. Bazi
miRNA’larin ise, ekspresyon dlzeyinin bazi kanser turlerinde azaldigi,

ekspresyon duzeyinin kayboldugu, hatta bu miRNA’lara ait genlerin bu
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kanser turlerinde tamamen silinmis oldugu goérulmastur. Bu tip miRNA’larin
da tumor supresor gen olarak gorev yaptigi kabul edilmistir

Onkogen olarak gorev yapan miRNA'ya 6rnek, miR-17-92 miRNA
grubudur. 13. kromozomda yer alan bu miRNA grubunun B hicreli
Nonhodgkin Lenfoma’da artmig ekspresyonu gosterilmis ve bu nedenle bir
onkogen olarak kabul edilmistir (20). miR-17-92, onkogen olarak gérev yapan
miRNA’lar icinde ilk bulunan ve lzerinde en ¢ok calisilan miRNA'dir. miR 17-
92, “OncomiR-1" olarak da adlandirilir. miR-17-92, PTEN ve RB2 tumor
supresor genlerine etki ederek bu tumor sipresor genlerin down
regulasyonuna neden olmaktadir. Boylece B hucreli Nonhodgkin Lenfoma
olusumunda rol oynamaktadir (21). Ayrica, miR-17-92 ile c-myc onkogeni
arasinda da yakin bir iligski oldugu gosterilmistir (22).

mirl7-92'nin B hucreli Nonhodgkin Lenfomadan baska, akciger
kanserinde, Ozellikle de kiiguk hucreli akciger kanserinde de ekspresyonunun
arttig1 gosterilmigtir. mir17-92, akciger kanserinde de PTEN ve RB2 adlh
tumor supresor genleri tzerinden etki eden bir onkogen gibi davranir (23).

miRNA’larin bayuk bir kismi, hedef gende down regilasyona neden
olur. Bu tip miRNA’lar, onkogenlere ait mRNA’lara etki ederek translasyonel
represyona neden olur. Boylece hicrenin malign transformasyona girmesini
engellemis olur. Bu sekilde fonksiyon gdren miRNA’larin bazi kanser
turlerinde ekspresyon dlzeyinin azaldidi, hatta kayboldugu, hatta bu
miRNA’lara ait genlerin bu kanser turlerinde tamamen silinmis oldugu
gorulmustur. Bu nedenle, bu tip miRNA’larin organizmada tUmor sUpresor
gen olarak gorev yaptigi kabul edilir (11). Bu tip miRNA’lara érnek, miR-15a,
Mir-16a ve let-7'dir (13,24).

KLL hastalarinin yarisindan fazlasinda 13. kromozomda bulunan miR-
15a ve mi-16a genlerinin silinmis oldugu goérulmastir (13). Yapilan bir
calismada miR-15a ve miR-16a’nin hedef geninin BCL2 geni oldugu
gosterilmistir (25). BCL2, apoptozisi 6nleyen, bu nedenle de antiapoptotik
gen olarak bilinen bir onkogendir. miR-15a ve miR-16a, BCL2 onkogenini

postranskripsiyonel dizeyde baskilayarak etkisini gosterir. Bu onkogeni
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baskiladigl i¢cin de miR-15a ve miR-16a’nin tumor supresor gen gibi gorev
yaptig1 kabul edilir.

Akciger kanserinde miRNA let-7'nin ekspresyon dizeyinin belirgin bir
bicimde azaldigi gosterilmigtir. Ayrica, yine bu hastalarda let-7 ekspresyon
dizeyinin azalmasi, evreden bagimsiz olarak kotu prognoz ile iligkili
bulunmustur. Yapilan ¢aligmalar sonucunda let-7’nin hedef genlerinin RAS
ve MYC onkogenleri oldugu ve let-7’'nin bu genlerin negatif regilasyonuna
neden oldugu gdsterilmistir. Boylece let-7'nin de bir timor stpresér gen gibi
goOrev yaptigl kanittanmistir (24). Son yillarda kanser arastirmalar sirasinda
onkogen veya tumor supresor gen olarak gorev yapan bircok miRNA

bulunmustur (Sekil 2.7).
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Sekil 2.7: Kanser ile iligkili bazi miRNA’lar ve gorevleri

14




2.2.2. miRNA ve Kanser Tedavisi :

miRNA'nin kanser patogenezindeki roll, bu molekullerin tedavide de
kullanilabilecegini dusundurmustir. Bu duslinceden hareketle, onkogen
olarak gorev yapan miRNA’yl hedef olarak taniyip buna baglanan anti-
miRNA oligonukleotidleri sentezlenmigtir ki, bunlara “antagomir” de denir.
Antagomir, hedef miRNA'ya baglanip onu bloke ederek onkojenik aktiviteyi

durdurur.

Ayrica, tumor supresor gen olarak gorev yapan bazi miRNA’larin
sentetik analoglari yapiimistir. Bunlarla hicrenin transfeksiyonu sonucu da

onkojenik aktivite baskilanmig olur.

miRNA ve RNA interferans ile ilgili baska bir tedavi yontemi de
antisense oligonukleotidlerdir. Bunlar, onkogene ait mRNA'ya komplet bir
sekilde baglanip onu bloke ederek mRNA’dan protein sentezini engeller ve
dolayisi ile o onkogeni susturmus olurlar. Bu sekilde etki eden antisense

oligonukleotid ilaclara 6rnek; Oblimersen ve Fomivirsen'dir.

miRNA’larin gelecekte kanser tedavisinde daha buyuk bir rol

oynayacag! dusunulmektedir.

2.3. MEME KANSERI :

2.3.1. Epidemiyoloji :

Meme kanseri, Ulkemizde ve dinyada kadinlarda en sik gorilen

kanserdir. Kadinlarda akciger kanserinden sonra en sik 6lime neden olan
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kanserdir. Ayrica, 45-55 yaslari arasindaki kadinlarda en sik 6lume neden
olan kanserdir (26).

Meme kanseri insidansi son elli yilda artis gostermistir. Bunda
toplumun bilinglenmesi ve tani ydntemlerinin ilerlemesinin payi buyuktir.
Meme kanserinde mortalite orani, erken tani ve tedavideki ilerlemeler
nedeniyle giderek azalmaktadir.

Meme kanseri gorulme sikligi yasla birlikte artar (Sekil 2.8).

400+ Age-adjusted
standardized rate
350 Female 77.84
Male 0.78
Female
200 .
o /
S 250 /, .
=
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:*JT-?" 200 >
g e
oy
E 160 e
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EQ /
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Sekil 2.8: Yasa gore meme kanseri insidansi

Meme kanseri dagilimi dinya Uzerinde cografik yonden farkhlik
gosterir. Gelismis batili Ulkelerde, gelismekte olan dogu ulkelerine gore

nispeten daha fazla gérilmektedir (sekil 2.9).
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2.3.2. Etyoloji:

Meme kanseri, genetik, cevresel ve diyete bagh bir ¢ok faktorin
etyolojide rol oynadidi heterojen bir hastaliktir. Genetik faktorler genellikle
kalitsal gen mutasyonlari seklinde gérulirken; cevresel faktorler éstrojene
maruziyet, obezite, alkol alimi gibi ¢ok farkh nedenlerle karsimiza

cikmaktadir.

Location

US SEER: white
MNetherlands
(Eindhowven)

Italy (Varesea)

S SEER: black
Bermuda: black
UK {Scotland)
Sweden

France (Calvados)

Australia (NSW)

UK (England
and Wales)

Finland
Spain (Zaragoza)l
FPoland (Warsaw)

Hong Kong

India (Bombay)

Japan (O=saka)

0 20 40 &0 80 100
Incidence/7100 Q00

Sekil 2.9: Meme kanseri insidansinin Ulkelere gére dagilimi

Kalitsal meme kanseri, tim meme kanserlerinin yaklasik % 10’unu
olusturur (27). Bu hastalardaki genetik bozukluk, timor sUpresor genlerde
gorulen germline mutasyonlardir. Bunlarin icinde de en sik gorllen

mutasyonlar BRCA1 ve BRCA2 mutasyonlaridir.
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BRCA-1 geni 17. kromozomda, BRCA-2 geni ise 13. kromozomda
bulunan timor stpresor genlerdir. Bu genlerde goérilen mutasyonlar, ailesel
meme kanserlerinin dnemli bir kismini olugturur. Ayrica, p53 ve PTEN tumor
supresor genlerindeki mutasyonlarin da meme kanseri olusumunda rol
oynadigdi bilinmektedir.

Sporadik olarak gortlen meme kanserinin etyolojisinde ise, uzun streli
Ostrojene maruz kalma, yagh ve yuksek kalorili diyetle beslenme, obezite ve

alkol tuketimi gibi faktorlerin rol oynadidi disunulmektedir.

2.3.3. Risk faktorleri :

Yas : Meme kanseri gorulme sikhgi yasla birlikte artmaktadir. Meme
kanserli hastalarin %75'ine postmenopozal donemde tani konmaktadir.
Meme kanseri gelisme riski 25 yasinda 1/19608, 55 yasinda 1/33, 75 yasinda
1/11, 80 yasinda 1/8'dir.

Genetik Faktorler : BRCAL (17921), BRCA2 (13q14), P53 ve PTEN
gen mutasyonlarinin varhgi ile meme kanseri riski artmaktadir. Ailevi meme
kanseri olgularinin ¢gogunda BRCA1 ve BRCAZ2Z gen mutasyonlari
saptanmigtir. P53 ve PTEN mutasyonlari ise ailevi meme kanseri olgularinin
%1’inden daha az kismindan sorumludur (28).

Hormonal Faktorler : Uzun sire endojen veya eksojen Ostrojen
hormonuna maruz kalinmasi meme kanseri gorulme riskini arttirir. Endojen
Ostrojene maruz kalma nedenleri; hic dogum yapmamis olmak, ge¢ yasta
dogum yapmis olmak, erken menars ve ge¢ menapozdur. Bu durumlarda
meme kanseri riski artar. Ornegin, ilk dogumunu 30 yagindan sonra yapmig
bir kadinda meme kanseri gelisme riski, ilk dogumunu 18 yasindan once
yapmis bir kadina gére 2-5 kat daha fazladir. Ekstrojen dstrojen kullaniminin
en oOnemli nedeni Hormon Replasman Tedavisi ve Oral Kontraseptif
kullanimidir. Postmenopozal dénemde hormon tedavisi alanlarda meme

kanseri riski artmaktadir. Ozellikle ailede meme kanseri Oykisu olan
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kadinlarda oral kontraseptif kullanimi, meme kanseri riskini arttirmaktadir
(29).

Diyet : Yuksek kalorili diyetle beslenmenin meme kanseri riskini
arttirdigi distnulmektedir. Sebze tiketiminin meme kanserine karsi hafif bir
koruyucu etkisi vardir. Alkol kullanimi ile meme kanseri riski arasinda anlamli
bir pozitif iligki vardir (30).

Radyasyon : 40 yasindan 6nce medikal tani veya tedavi amacli
iyonize radyasyon maruziyeti ile meme kanseri riski artmaktadir. Amerika
Birlesik Devletlerinde meme kanseri olgularinin yaklagik %1‘inin tani amacl
mammografiye bagl gelistigi dusunulmektedir (31). Hodgkin lenfoma tanisi
ile 15 yasindan 6nce kemoterapi ile kombine olarak mantle radyoterapi
uygulanan geng kizlarda meme kanseri riski belirgin olarak artmaktadir ve bu

nedenle siki takip gerekmektedir (32).

2.3.4. Histolojik siniflama :

Meme tumorlerinin %901 invaziv duktal adenokarsinom ya da invaziv
lobuler karsinomdan olusur. invaziv duktal adenokarsinom; tubuler,
mikropapiller, meduller gibi alt tiplere ayrilir. Bununla birlikte, duktal
adenokarsinomlarin %80’i hi¢ bir alt tipe uymayan “not otherwise specified-
NOS” olarak isimlendirilen tipten olusur.

Dinya Saglik Orgiti (World Health Organization: WHO) 2003
Siniflamasi'na gore epitelyal meme kanserlerinin histolojik siniflamasi Tablo

2.1'de gosterilmigtir.
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Tablo 2.1. Meme kanserinin histolojik siniflamasi :

Duktal karsinoma :

invaziv, NOS
invaziv, predominant intraduktal komponentli
intraduktal (in situ)
Komedo
inflamuvar
Meddller

Musin6z (kolloid)
Papiller

Skirrdz

Tubuler

Digerleri

Lobuler karsinoma :
invaziv

invaziv, predominant in situ komponentli
in situ

Duktal adenokarsinom, en sik gorilen meme kanseri tipidir. Tum
meme kanserleri icinde % 70-80 oraninda gorulur. Lobuler karsinoma % 10-
15 oraninda gorulur. Papiller, tubuler, meduller ve misin6z meme kanserleri
iyi prognoziu 6zel tip meme kanserleridir. inflamatuvar meme kanseri

yaklasik % 1 oraninda gorulur ve en agresif meme kanseri tipidir.

2.3.5. Molekiiler siniflama :

Son yillarda meme kanserinde hastanin genetik ekspresyon profiline
gore yeni bir siniflama kullanilmaya baslanmistir ki, bu siniflandirmaya
molekuler siniflama adi verilir (33). Meme kanseri, molekuler siniflamaya
gore 5 alt grupta incelenir :

Luminal A: Sitokeratin 8 ve 18 eksprese eden tumorlerdir. En yuksek

dizeyde 6strojen reseptori de bu timor tipinde goérulir. Dusuk gradl olmaya
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egilimlidir. Endokrin tedaviye iyi yanit verir. Prognozu en iyi olan tUmor tipidir.
Kemoterapiye daha az yanit verir.

Luminal B: Luminal epitel kaynakh tumorlerdir. Ancak gen
ekspresyon paterni Luminal A’dan farklidir. Prognozu da Luminal A’ya gore
daha kotuddar.

Normal meme benzeri: Bu tumor tipinin gen ekspresyon profili
normal meme epiteline benzer. Prognozu da Luminal B'ye benzer.

HER-2 pozitif: 17. Kromozomda bulunan HER2 geninde
amplifikasyon gorilen tumor tipidir. Ostrojen reseptorii ve progesteron
reseptori ekspresyonu dusuk, Vaskuler Endotelyal Growth Faktor (VEGF)
reseptor ekspresyonu yuksektir. Prognozu kétudar. Ancak, Trastuzumab
tedavisinden fayda géren hasta grubudur.

Bazal: Ostrojen reseptorii, progesteron reseptorii ve HER2 negatif
olan tumor tipidir. “Triple negatif” olarak da adlandirilir. Sitokeratin 5,6,17,
Vimentin, p63 , CD10, diz kas aktini ve Epidermal Growth Faktér Reseptori
(EGFR) eksprese eder. Yiuksek gradli olmaya egilimlidir. BRCA1 mutasyonu
olan hastalar bu gruba girer. Kemoterapiden fayda gormesine ragmen,

prognozu en kotu olan gruptur.

2.3.6. Prognostik faktorler :

Tumor gapi: Tumor gapi arttikga sagkalim azalmaktadir. TUmor capi
ve sagkalim arasinda ters bir iliski vardir (34). Tumor capi, tutulan aksiller
lenf nodu sayisi ile korelasyon gdstermekle birlikte, bagimsiz olarak da
onemli bir prognostik faktordur (35). Nod negatif hastalik alt grubunda en
guglu ve tutarh prognoz belirleyici tumor buyuklagudur.

Aksiller lenf nodu tutulumu: Aksiller lenf nodu tutulumu, meme
kanserinde bilinen en gucli prognostik faktorlerden biridir. Klinik olarak tespit
edilebilen meme kanserli hastalarin %50'sinde aksiller nod tutulumu saptanir.
Tutulan aksiller lenf nodu sayisi arttikga evre ilerler, prognoz kotulesir,

sagkalim suresi kisalir. (36).
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Uzak organ metastazi: Uzak organ metastazi olmasi sagkalim
suresini kisaltan onemli bir kotu prognostik faktordur.

Tumor gradi: Niukleer grad, tumorin cekirdek ozelliklerini ve atipi
derecesini yansitir. Histolojik grad, hicresel ve dokuyla iligkili kriterlere
dayanir. Grad | iyi, grad Il orta ve grad Ill kotu derecede diferansiye olmus
tumorleri tanimlar. Yuksek tumor gradi, kot prognoz gostergesidir (37).

Lenfovaskuler ve perindral invazyon: Meme tumoérlerinin Ugcte
birinde lenfatik invazyon mevcuttur. Lenfatik invazyon kotl bir prognostik
faktordur. Birgok galismada lenfatik invazyon, lenf nodu pozitifligini arttirici bir
risk faktoru olarak bildirilmigtir (38). Kan damari invazyonu, 4 veya daha fazla
lenf nodu tutulanlarda veya lenfatik invazyon olanlarda daha sik gordlur.
Perinoral invazyon da ¢ogunlukla lenfatik invazyonla birlikte bulunur (39).

Ostrojen ve progesteron reseptor durumu: Ostrojen reseptor (ER)
durumu pozitif hastalarda hastaliksiz sagkalimin ER durumu negatif
hastalara gore daha uzun oldugu gosterilmis olup, National Surgical Adjuvant
Breast and Bowel Project (NSABP) verilerine gore hastaliksiz sagkalim
avantaji 5 yilda %10'dur (40). Progesteron reseptori (PR) teorik olarak
Ostrojen uyarilmasi ile olustugu icin PR, ER igleme yolunun saglam
oldugunun bir gostergesidir. Cok degiskenli analizlerde ER veya PR Klinik
seyirle iligkili bulunmaktadir. Hem ER, hem de PR duzeyleri proliferasyon
Olcimleri ile ters iligkilidir. ER duzeyleri yas ile dogrusal olarak artar; PR
duzeyleri ise daha ¢cok menopoz durumu ile iligkilidir (41).

HER-2 durumu: HER-2, normal meme epitelyal ve miyoepitelyal
dokusunda %15-20 oraninda eksprese olur. Diger prognostik faktdrlerden
bagdimsiz olarak olumsuz bir prognostik faktordir. Tumor proliferasyonu,
metastaz yetenegi ve ila¢ direnci ile iliskilidir (42,43).

Proliferasyon indeksi: Biyume fraksiyonu ya da yuksek
proliferasyon yetenegi gosteren mitotik indeks, timidin isaretleme indeksi ve
yiksek Ki67 indeksi oranlari meme kanserinde olumsuz prognostik
faktorlerdir. Ek olarak diploid tumdrler, anaploid DNA dagilimina sahip
tumorlerden daha iyi prognoza sahiptirler (44).
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Geng yas: Otuz bes yas altindaki olgularin prognozu Kkotu
seyretmektedir. Bu durumun, hastanin yasi ile iligkili olmadigi, bu yasta
gOrulen tGmorlerin hizli baytyen, bdélinme hizi yliksek timorler olmasindan
kaynaklandigi dustnulmektedir. Dogal seyirleri zaten saldirgan olan bu
tumorlerin klinik olarak belirgin hale gelmesi daha cabuk olmakta ve bu
nedenle tani daha geng yasta konulmaktadir (45).

Etnik 6zellikler: Siyah irkta ve Latin Amerikalilarda meme kanseri

tanisindan sonra sagkalim beyaz irktan daha koétudur (46).

2.3.7. Tani:

Meme kanserinin en énemli klinik bulgusu, memede ele gelen kitledir.
Genellikle hastalar, memede yeni ortaya cikan bir kitle fark ettikleri igin
doktora basvurur. Kitlenin fizik muayenesinde sert, dizensiz sinirli, ¢cevre
dokulara fikse ve agrisiz oldugu goéruldr.

Tanida meme ultrasonografisi yol gostericidir. Solid, sinirlari net
olarak ayirt edilemeyen kitleler malignite lehine dusundlir. Meme
ultrasonografisi ayni zamanda supheli kitlelere tani koyma amaci ile yapilan
biyopsiler icin de yol gbésterici rol oynar.

Mammografi, ultrasonografiye gore daha sensitif ve spesifiktir. Ancak
meme dokusu uygun olmadigi i¢in 40 yasin altindaki kadinlarda onerilmez.
Mammografide duzensiz sinirh kitleler, supheli kalsifikasyonlar, spikuler
yayilhim malignite lehine yorumlanir.

Magnetik rezonans goéruntileme de tanida kullanilan goérintileme
yontemlerindendir. Rutin pratikte kullanilmamakla birlikte, sipheli durumlarda
yol gdstericidir.

Meme kanserinde kesin tani biyopsi ile konur. SuUpheli kitleden
ultrasonografi esliginde ince igne aspirasyon biyopsisi veya tru-cut biyopsi
yapilabilir. Tamoran histolojik tipini ve reseptor durumunu aydinlatmak
amaciyla genellikle tru-cut biyopsi tercih edilmektedir.
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2.3.8. Evreleme:

Tedavinin planlanmasi ve prognozun belirlenmesi i¢in evreleme ¢ok
onemlidir. Meme kanserinde TNM evreleme sistemi kullanilir. T tGmor ¢apini,
N tutulan lenf nodu sayisini, M metastaz durumunu gosterir. Meme
kanserinde halen kullanilan en son evreleme, 2002 yilinda Amerikan Birlesik
Kanser Komitesi tarafindan yayinlanan TNM evreleme sistemi (AJCC Cancer
Staging Manual, Sixth Edition, 2002)'dir :

PrimerTamor (T) :

TX: Primer timdr saptanamamaktadir

TO: Primer tumor yok

Tis: Karsinoma in situ

TI: Timaorin en biyutk boyutu 2 cm veya daha az

TImic: En blyuk boyutu 0.1 cm veya daha az olan mikroinvazyon

Tla: En blyuk boyutu 0.1 cm'den bilyuk olan ancak 0.5 cm'yi gecmeyen
tamor

TIb: En blyuk boyutu 0.5 cm'den biyik olan ancak 1 cm'yi gegmeyen timor
Tlc: En buyuk boyutu 1 cm'den blytk olan ancak 2 cm'yi gegcmeyen timor
T2: En buyldk boyutu 2 cm'den biyik olan ancak 5 cm'yi gecmeyen timor
T3: En buyldk boyutu 5 cm'den buyidk olan timor

T4: Herhangi bir boyutta ancak (a) gogus duvarina veya (b) cilde direkt
yayilim

T4a: Pektoral kasa ulasmamis gégus duvari yayilimi

T4b: Meme cildinde 6dem veya Ulserasyon veya ayni memede satellit deri
noduilleri

T4c: T4a ve T4b birlikte

T4d: inflamatuar karsinom
Bolgesel Lenf Nodu Tutulumu (N) Klinik siniflandirma:

NX: Bolgesel lenf nodlari saptanamamaktadir

NO: Bolgesel lenf nodu metastazi yok
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NI: ipsilateral lenf nodlarina metastaz (fikse degil)

N2: Fikse veya gruplagsmis ipsilateral aksiller lenf nodlarinda metastaz veya
klinik olarak

belirgin aksiller lenf nodu metastazi olmadidi durumlarda, klinik olarak
belirgin

ipsilateral internal mammaryal lenf nodlarinda metastaz

N2a: Fikse ipsilateral aksiller lenf nodlarinda metastaz

N2b: Sadece klinik olarak aksiller lenf nodu metastazi olmadiginda, klinik
olarak

belirgin ipsilateral internal mammaryal nodlarda metastaz

N3: Aksiller lenf nodu tutulumu olsun ya da olmasin ipsilateral infraklavikular
lenf nodlari

metastazi veya klinik olarak belirgin ipsilateral internal mammaryal lenf
nodlari

metastazi ile birlikte klinik olarak belirgin aksiller lenf nodu metastazi; veya
aksiler ya

da internal mammaryal lenf nodu metastazi olsun ya da olmasin ipsilateral
supraklavikular lenf nodlarinda metastaz

N3a: ipsilateral infraklavikular lenf nodlarinda metastaz

N3b: ipsilateral internal mammaryal lenf nodlarinda veya aksiller lenf
nodlarinda

metastaz

N3c: ipsilateral supraklavikular lenf nodlarinda metastaz

Bolgesel Lenf Nodu Tutulumu (N) Patolojik siniflandirma :

pNX: Bolgesel lenf nodlari saptanamamakta

pNO: Histolojik olarak bélgesel lenf nodu metastazi yok, izole timaor hicreleri
icin ek

inceleme yok

Not: immunonhistokimyasal ya da molekiiler ydntemlerle saptanabilen, 0.2

mm'den
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daha genig olmayan tek tumor hucreleri veya kuguk hicre kimeleri izole
tamor

hiicreleri olarak tanimlanir. izole timér hiicreleri proliferasyon veya stromal
reaksiyon

gibi malign aktivite kanitlarini genellikle gostermez.

pNO(i-): Bolgesel lenf nodu metastazi yok, immunhistokimya negatif
pNO(i+): Histolojik bolgesel lenf nodu metastazi yok, immunohistokimyasal
yontemle pozitif <0.2 mm timor varligi

pNO(mol-): Lenf nodu metastazi yok, negatif polimeraz zincir reaksiyonu
pNO(mol+): Histolojik bolgesel lenf nodu metastazi yok, pozitif polimeraz
zincir reaksiyonu

pNI: 1-3 arasi aksiller lenf nodlarinda ve/veya internal mammaryal nodlarda
sentinel

lenf nodu diseksiyonu ile saptanan mikroskobik hastalikla birlikte metastaz
pNImi:Mikrometastaz (0.2 mm’den genis, 2.0 mm'den genis degil)

pNla: 1-3 adet aksiller lenf nodunda metastaz

pNIb: Sentinel lenf nodunda internal mammaryal nodlarda mikroskobik
metastaz

pNlic: 1-3 adet aksiller lenf nodunda ve internal mammaryal nodlarda sentinel
lenf nodu diseksiyonu ile mikroskobik olarak saptanan metastaz

pN2: 4-9 aksiller lenf nodunda metastaz veya aksiller lenf nodu metastazi
olmadiginda internal mammaryal lenf nodlarinda klinik olarak belirgin
metastaz

pN2a: 4-9 aksiller lenf nodunda metastaz (2.0 mm'den blyuk en az bir timor
odagi)

pN2b: Aksiller lenf nodu metastazi yok iken, internal mammarial lenf
nodlarinda klinik olarak belirgin metastaz

pN3: 10 veya daha fazla aksiller lenf nodunda veya infraklavikular lenf
nodlarinda

veya bir ya da daha fazla aksiller lenf nodu pozitif oldugunda klinik olarak
belirgin
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ipsilateral internal mammaryal lenf nodlarinda metastaz veya internal
mammaryal lenf

nodlarda klinik olarak negatif mikroskobik metastaz ile birlikte 3'ten daha
fazla

aksiller lenf nodunda metastaz veya ipsilateral supraklavikular lenf nodlarinda
metastaz

pN3a: 10 veya daha fazla aksiller lenf nodunda metastaz (2.0 mm’den buyuk
en az bir

tumor odagi) veya infraklavikular lenf nodlarina metastaz

pN3b: Bir veya daha fazla pozitif aksiller lenf nodu varliginda ipsilateral
internal

mammaryal lenf nodu metastazi veya sentinel lenf nodu diseksiyonuyla
saptanan fakat klinik olarak belirgin olmayan mikroskobik hastalikla

birlikte U¢ veya daha fazla aksiller lenf nodunda veya internal mammaryal
lenf nodlarinda metastaz

pN3c: ipsilateral supraklavikular lenf nodlarinda metastaz

Uzak metastaz (M):
MX: Uzak metastaz bulunamiyor
MO: Uzak metastaz yok

MI: Uzak metastaz var

Evreleme :

Evre 0 : Tis NO MO

Evre | : TI NO MO

Evre [IA : TO NI MO, TI NI MO, T2 NOMO

Evre 1IB : T2 N1IMO, T3 NO MO

Evre IIA : TO N2 MO, TI N2 MO, T2 N2 MO, T3 NI MO, T3 N 2MO
Evre 1lIB : T4, herhangi N MO. Herhangi T N3 MO

Evre IV : T ve N ne olursa olsun M1 igeren tum hastalar
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2.3.9. Tedavi:

Tedavi hastalik evresine gore planlanir. Tedavi planlamasi yapilirken
hastanin yasi, menapoz durumu, ER, PR, HER2 durumlari da dikkate alinir.
Tedavide cerrahi, kemoterapi, radyoterapi, hormonoterapi ve hedefe yonelik
tedaviden olugan multidisipliner bir tedavi yaklagimi uygulanir.

Cerrahi tedavi, kuratif veya palyatif amaclarla yapilir. Kuratif cerrahide
modifiye radikal mastektomi veya meme koruyucu cerrahiye ilave olarak,
sentinal lenf nodu diseksiyonu veya aksiller lef nodu diseksiyonu yapilir.
Metastatik meme kanserinde de semptomatik amacgla palyatif cerrahi
girisimler uygulanabilir.

Kemoterapi; adjuvan kemoterapi, neoadjuvan kemoterapi veya
metastatik hastalikta uygulanan kemoterapi seklinde verilebilir. Erken evre
meme kanserinde operasyon sonrasi adjuvan kemoterapi uygulanir.
Kullanilan kemoterapi rejimlerine o6rnek olarak CMF (Siklofosfamid,
Metotreksat, 5-Fluorourasil), AC (Doxorubisin, Siklofosfamid), FAC (5-
Fluorourasil, Doxorubisin, Siklofosfamid), FEC (5-Fluorourasil, Epirubisin,
Siklofosfamid), TAC (Dosetaksel, Doxorubisin, Siklofosfamid) rejimleri
verilebilir.

Radyoterapi, adjuvan veya palyatif amaclarla uygulanabilir. Meme
koruyucu cerrahi yapilmis olan hastalarda radyoterapi, tedavinin bir
parcasidir. Operasyon sonrasi lenf nodu pozitif olan hastalarda
Onerilmektedir. Metastatik evrede radyoterapi, Ozellikle kemik ve beyin
metastazi olan hastalarda palyatif amacla yapilir.

Hormonoterapide ilag se¢imi hastanin ER, PR durumuna ve menapoz
durumuna gore yapilir. Tedavide Tamoksifen gibi Ostrojen antagonistleri,
Anastrazol, Letrozol gibi aromataz inhibitérleri ve Leuprolid, Goserelin gibi
LH-RH analoglari kullanilabilir.

Meme kanserinin tedavisinde son yillarda hedefe yonelik tedavi de
kullanima girmigtir. Trastuzumab ve Panitumomab, HER2 pozitif meme

kanserinde hedef yonelik tedavide kullanilan monoklonal antikorlardir.
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2.4. MikroRNA ve MEME KANSERI :

MikroRNA ve kanser arasindaki iligki, 2002 yilinda KLL hastalarinda
gosterildikten sonra, birgok kanser turinde miRNA’lar ile ilgili ¢calhismalar
yapilmig, miRNA'larin diger kanserlerin olusumundaki rolleri arastirilmigtir.

Meme kanseri ve miRNA arasindaki iligkiyi gosteren ilk ¢calisma, 2005
yihinda lorio ve arkadaslarinin yaptigi calismadir (11). Bu galismada, 245
farkh miRNA, meme kanseri ve normal dokuda mikroarray yontemi ile
incelenmig, sonugta meme kanserinde miR-10b, miR-125b ve miR-145’in
ekspresyon diuzeyinin dusuk; miR-21 ve miR-155'in ekspresyon diizeyinin ise
yuksek oldugu bulunmustur. Bu g¢alisma gdstermigstir ki, meme kanserinde
mMiR-10b, miR-125b ve miR-145 birer tUmor sipresér gen; miR-21 ve miR-
155 ise birer onkogen olarak gorev yapmaktadir (11).

miR-10b’nin  meme kanseri gelisiminde O6nemli rol oynadigi
gOsterilmigtir. Ayrica miR-10b, meme kanserinde klinik progresyon ve
metastaz ile iligkili bulunmustur (47).

Meme kanseri ile iligkili miRNA'lardan birisi de miR-27a’dir. miR-27a,
ZBTB10 adli transkripsiyon faktoru Uzerinden etki goOsteren, onkogenik
potansiyele sahip bir miRNA’dir (48).

miR-125a ve miR125-b, meme kanserinde timor sipresor gen olarak
gorev yapan miRNA’lardir. Bu miRNA’lar, HER2 ve HER3 adli tirozin kinaz
reseptorlerinin ekspresyonunu baskilayarak etkilerini gosterirler (49).

Son yillarda yapilan c¢alismalar sonucunda, meme kanserinde
onkogen veya tumor supresor gen olarak gorev yapan bircok miRNA
bulunmustur (Sekil 2.10).
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MicrolNA Targets Aberrant expression and roles

MiR-21 BCL2, TPMI1, PDCDd, PTEN Owerexpressed and play oncogenic role

MiR-10lh [omenhax DI0 Dvwn modulated, but associated with metastatic potential
MiR-27a /RTRIN Onengenic role in breast cancer cells

MiR-206 ERa Overexpressed

MiR-17-5p AlBI Oncosuppressor in breast cell lines

MiR-125a, miR-125b  ERBB2, ERBB3 Down modulated and act as oncosuppressor

Let-7 RAS, HMGA2 Down modulated and reduced in BT-ICs

MiR-205 HER3 Down modulated

Sekil 2.10: Meme kanseri gelisiminde rol oynayan miRNA’lar

Yan ve arkadaslari tarafindan 2008 yilinda yapilan bir ¢alismada,
meme kanserinde miR-21 ekspresyon duzeyinin arttigi gosterilmigtir. Yine bu
calismada, artmis miR-21 ekspresyon dizeyi; ileri evre, lenf nodu metastazi
ve kotu prognoz ile iligkili bulunmustur (50). miR-21’in hedef genlerinden birisi
Bcl-2 genidir. miR-21 ile ilgili invitro ve invivo yapilan ¢alismalarda, miR-21
supresyonunun, antiapoptotik bir gen olan Bcl-2 downregllasyonuna ve

apoptozisin artisina neden oldugu gdsterilmistir (51).

miR-21'in meme kanserinde baska bir hedef geni Tropomyosin 1
(TPM1)dir (52). Bu gen, mikroflamanlarin baglanmasi gibi 6nemli
antionkojenik fonksiyonlari olan bir gendir. miR-21'in meme kanserinde
PTEN ve protein programmed cell death 4 (PDCD4) adl baska hedef genleri
de vardir (53). miR-21 ile ilgili yapilan tum bu ¢alismalar, sonugta, miR-21’in
meme kanseri gelisiminde bir onkogen gibi davrandigini ve bu nedenle
meme kanserinde miR-21 ekspresyon duzeyinin yuksek oldugunu
gostermistir.

Bizim calismamizda, meme kanseri gelisiminde 6nemli bir rol oynadigi
gosterilmis olan miR-21'in ekspresyon dizeyi ile hastalarin klinikopatolojik

Ozellikleri arasindaki iliski arastiriimistir.
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lll- GEREC VE YONTEM

Bu calisma, retrospektif bir calismadir. Bu ¢alisma i¢in, meme kanseri
nedeniyle hastanemizde opere olmus meme kanseri hastalarinin hastanemiz
patoloji laboratuvarinda mevcut olan patoloji preperatlari miR-21 ekspresyon
dizeyi yonunden geriye donik olarak incelenmis ve timor dokusundaki miR-
21 ekspresyon dizeyleri ile hastalarin klinikopatolojik 6zellikleri arasindaki

iliski incelenmisgtir.

Bu galisma icin yerel etik kurul onayi alinmistir. istanbul 3 Nolu Klinik
Arastirmalar Etik Kurulu’nun 30.12.2009 tarih ve 2009-KK-063 sayili yazisi ile

bu ¢alismanin etik kurul onayi alinmigtir.

3.1. HASTALARIN SEGiMi :

Bu calismaya GATA Haydarpasa Egitim Hastanesinde 2006-2009
yilllari arasinda meme kanseri tanisi konmus 15 kadin hasta alindu.
Calismaya alinan hastalar, meme kanseri nedeniyle opere olmus hastalar idi.
Evreleme sistemi olarak 2002 yilinda Amerikan Birlesik Kanser Komitesi
tarafindan yayinlanan ve halen gegerliligini koruyan TNM Evreleme Sistemi
(AJCC Cancer Staging Manual, Sixth Edition, 2002) kullanildi.

Operasyon sonrasi sonuglanan ayrintili patoloji raporlarina gore,
hastalarin timor g¢api, tutulan lenf nodu sayisi, evresi, Ostrojen reseptor
durumu, progesteron reseptdr durumu ve c-ERB-B2 (HER-2) durumu

belirlendi.
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3.2. GALISMA PLANI :

3.2.1. Cahisma planinin olusturulmasi :

Bu calisma icin oncelikle bir ¢alisma plani olusturuldu. Bu calisma,

siraslyla su basamaklardan olusacak sekilde planlandi :

Calismaya alinacak hastalarin dokularinin gikarilmasi

Dokudan total RNA ekstraksiyonu

Total RNA’dan komplementer DNA (c-DNA) olusturulmasi

c-DNA’'dan Reverse Transkriptaz Polimeraz Zincir Reaksiyonu
(Reverse Transcriptase Polimerase Chain Reaction: RT-PCR) ile miR-
21 sekansinin amplifikasyonu

miR-21 ekspresyon dizeyinin sayisal analizi ve miR-21 ekspresyon
dizeyi ile hastalarin klinikopatolojik 6zellikleri arasindaki iligkinin

incelenmesi

3.2.2. Caligmaya alinacak orneklerin belirlenmesi :

Bu calismaya meme kanseri nedeniyle opere olmus kadin hastalar
alindi. Calismaya alinan hastalar, GATA Haydarpasa EQJitim Hastanesi
Patoloji Laboratuvar arsiv kayitlarindan secildi. GATA Haydarpasa Egitim
Hastanesinde 2006-2009 yillari arasinda meme kanseri nedeniyle opere
olmus kadin hastalardan 15 tanesi rastgele secilerek bu ¢alismaya alindi.

3.2.3. Hastalarin patoloji preperatlarinin gikarilmasi :

Calismaya alinan hastalarin patolojide mevcut olan, formalinle fikse
edilmis ve parafine gémulmus (formalin-fixed and paraffin-embedded: FFPE)

dokularn (parafin bloklar), patoloji arsivinden ¢ikarildi.
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3.2.4. Tumor dokusu ve normal dokunun ayrilmasi :

miR21’in timdr dokusundaki ekspesyon dizeyini karsilastirmak igin
kontrol grubu olarak yine ayni hastanin normal meme dokusu alindi. Bunun
icin, her bir hastanin parafin bloklarina ait, kesit alinmig ve Hematoxilen-
Eozin ile boyanmis lamlari 1g1k mikroskobunda incelendi. Buna gore, her
hasta icin, kesit ylizeyinde timoér dokusu mevcut olan bir adet parafin blok ve

kesit ylizeyinde normal doku mevcut olan bir adet parafin blok secildi.

3.2.5. Parafin bloklardan kesit alinmasi :

Mikrotom ile timdrden dokusuna ait parafin bloktan ve normal dokuya
ait parafin bloktan her biri 10 mikron kalinhdinda ikiser kesit alindi. TUmor
dokusunun kesitleri ve normal dokunun kesitleri iki ayri epandorf tlpune

yerlestirildi.

3.2.6. Deparafinizasyon :

Parafine gdomuilmus dokunun icelenebilmesi igin 6ncelikle dokunun
parafinden arindirma islemi (deparafinizasyon) yapildi.

Bu calismada total RNA ekstraksiyonu i¢in Absolutely RNA FFPE Kit
(Agilent Technologies, Stratagene Products, La Jolla, CA, USA) kullanildi.
Deparafinizasyon islemi icin ise, bu kite ait bir deparafinizasyon sollisyonu
olan d-limonene adl sollsyon kullanildi.

Deparafinizasyon icin oncelikle, icinde parafin bloktan doku alinmis
her bir epandorf tlipine 1 mililtre d-limonene solisyonu kondu. Sonra tupler
10 saniye vorteks ile karistirildi. Sonra 10 dakika oda isisinda inktbe edildi.
10 dakika boyunca iki defa 10’ar saniye vorteks ile karigtirildi.

inkiibasyonu takiben tiipler 15 Santigrad derece i1sida 14.000 devirde

5 dakika santrifuj edildi. Santrifljden sonra Ustte kalan sivi bir pipetle disari
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alindi. Sonra tekrar 1 mililtre d-limonene solusyonu eklenerek, yukarida
belirtildigi gibi vorteks ile karigtirildi. 10 dakika oda i1sisinda inkube edildi ve
yukarida belirtildigi gibi 5 dakika santrifij edildi. Sonra Ustte kalan sivi bir
pipetle disari alindi.

Deparafinizasyon solusyonunu dokudan uzaklastirmak icin alkol ile
muamele islemleri yapildi. Bunun igin dnce her bir tipe 1 mililtre % 100
etanol kondu. Sonra 10 saniye vorteks ile karistirildi. Sonra 5 dakika santrif(j
edildi. Sonra Ustte kalan sivi bir pipetle disari alindi. Sonra 1 mililtre % 90
etanol kondu. Sonra 10 saniye vorteks ile karistirildi. Sonra 5 dakika santrif(j
edildi. Sonra Ustte kalan sivi bir pipetle digar alindi. Sonra 1 mililtre % 70
etanol kondu. Sonra 10 saniye vorteks ile karistirildi. Sonra 5 dakika santrif(j
edildi. Sonra Ustte kalan sivi bir pipetle disari alindi. Tuplerde sivi kalmamasi
icin tekrar 1 dakika santrifuj edildi. Sonra Ustte kalan sivi olduysa bu sivi da
bir pipetle disari alindi. Sonra tupler 5 dakika oda isisinda kurumaya
birakildi.

3.2.7. Proteinaz K ile inktibasyon :

Deparafinize edilen dokunun tamamen parcalanmasi ve doku igindeki
nikleik asitlerin agida c¢ikmasi igin, dokular Proteinaz K ile pargalama
islemine tabi tutuldu. Bunun igin, Absolutely RNA FFPE Kit (Agilent
Technologies, Stratagene Products, La Jolla, CA, USA) iceriginde bulunan
Proteinaz K Digestion Buffer ve Proteinaz K kullanildi. Her bir érnege 100
mikrolitre Proteinaz K Digestion Buffer ve 10 mikrolitre Proteinaz K eklendi.

Sonra drnekler 55 Santigrad derecede 18 saat inktibe edildi.

3.2.8. Total RNA ekstraksiyonu :

Total RNA ekstraksiyon Kkiti olarak Absolutely RNA FFPE Kit (Agilent
Technologies, Stratagene Products, La Jolla, CA, USA) kullanildi.
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Proteinaz-K isleminden sonra her bir 6érnege 0,875 mikrolitre Beta-
Merkaptoetanol ve 125 mikrolitre RNA Binding Buffer eklendi. Ornekler
vorteksle karistirildi.

Bu asamadan sonra, her bir 6rnegin tipu degistirildi ve her bir érnek,
nakleik asit harici hicre elemanlarinin ayristiriimasi igin 6zel filtreli tiplere
alindi. Bu tuplere alinan Ornekler 14000 devirde 1 dakika santriflj edildi.
Nukleik asit harici hiicre elemanlarini tutan filtreler bu asamadan sonra atildi.
Tlpte biriken filtrata her bir filtrata esit miktarda olacak sekilde %90 Sulfolan
eklendi (Bu iglem igin, normalde oda isisinda kati halde bulunan %100
Sulfolan, 37 Santigrad derecede su banyosunda bir gece inkube edilerek sivi
hale getirildi. Daha sonra dilie edilerek % 90 Silfolan haline getirildi.).

Sulfolan eklenmis Ornekler 5 saniye vorteks ile karistiriidi. Bu
asamadan sonra yine her bir ornegin tupu degistirildi ve her bir 6rnek, RNA
baglayan 6zel filtreli tiplere alindi. Ornekler 14000 devirde 1 dakika santrifij]
edildi. RNA baglayan 6zel filtreler alindi, tipte biriken filtrat uzaklastirildi.

Her bir 6érnege 600 mikrolitre Low Salt Wash Buffer eklendi (Bu
islemden 6nce Low Salt Wash Buffera 68 mililitre %100 etanol eklenerek
aktif Low Salt Wash Buffer olusturuldu ve oda isisisinda muhafaza edildi.).
Ornekler 14000 devirde 1 dakika santrifiij edildi. RNA baglayan 6zel filtreler
alindi, tlpte biriken filtrat uzaklastirildi. Sonra filtre fiber matriksinin kurumasi
icin 6rnekler 14000 devirde 2 dakika santriftj edildi.

Bu asamadan sonra, orneklerdeki nukleik asit igeriginden DNA'yi
uzaklastirmak igin RNase-free DNase | ve DNase Digestion Buffer kullanildi
(Bu igslemden 6nce RNase-free DNase I'e 290 mikrolitre DNase Reconstiton
Buffer eklenerek aktif RNase-free DNase | olusturuldu ve -20 Santigrad
derecede muhafaza edildi.). Her bir 6rnege 5 mikrolitre RNase-free DNase |
ve 25 mikrolitre DNase Digestion Buffer eklendi. Sonra 37 Santigrad
derecede 15 dakika inkiibe edildi.

DNA’sI uzaklastirilan érneklere 500 mikrolitre High Salt Wash Buffer
eklendi (Bu iglemden 6nce High Salt Wash Buffer'a 16 mililitre %100 etanol
eklenerek aktif High Salt Wash Buffer olugturuldu ve oda isisisinda muhafaza
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edildi.). Ornekler 14000 devirde 1 dakika santrifiij edildi. RNA baglayan &zel
filtreler alindi, tlpte biriken filtrat uzaklastirildi.

Her bir érnege 600 mikrolitre Low Salt Wash Buffer eklendi. Ornekler
14000 devirde 1 dakika santriflj edildi. RNA baglayan 6zel filtreler alindi,
tupte biriken filtrat uzaklastirildi. Sonra her bir 6rnege 300 mikrolitre Low Salt
Wash Buffer eklendi. Ornekler 14000 devirde 1 dakika santrifiij edildi. RNA
baglayan 6zel filtreler alindi, tlpte biriken filtrat uzaklastirildi. Sonra filtre fiber
matriksinin kurumasi igin 6rnekler 14000 devirde 2 dakika santrifij edildi.

Bu asamadan sonra, her bir 6rnegin tupu degistirildi ve her bir 6rnek,
total RNA’nin filtrat seklinde tup iginde birikmesi igin ayri tuplere alindi. Bu
asamada, total RNA'nin RNA baglayici filtereden ayrilip alttaki tlpe filtrat
olarak ge¢mesi i¢in Elution Buffer kullanildi (Bu islemden 6nce Elution Buffer
75 Santigrad derecede isitildi.). 75 Santigrad derecede isitiimis olan Elution
Buffer sollsyonundan her bir 6rnege 30 mikrolitre eklendi. Ornekler 14000
devirde 1 dakika santrifuj edildi. Santrifij sonrasi total RNA tlpte toplandi.
RNA baglayan o6zel filtreler atildi.

Total RNA miktari, Optik Yogunluk Olgiim Cihazi (Nanodrop) ile 260
nanometre dalga boyunda oOlculdi. Ayrica total RNA, Etidyum Bromid ile
yapilan Agaroz Jel Elektroforezi ile de goéruntulendi. Total RNA'lar -20

Santigrad derecede muhafaza edildi.

3.2.9. PolyA reaksiyonu :

mMiRNA, kisa zincire sahip bir RNA molekuill oldudu igin, standart RT-
PCR ile Olgimu zor olmaktadir. Bu nedenle de yaniltici sonuglar
cikabilmektedir.

Bunun i¢in, miRNA’nin ucuna eklenen PolyA adindaki kuguk bir
nukleotid dizisi ile miRNA uzatilmaktadir. PolyA olusturmak igin, total RNA, E.
coli poly A polymerase enzimine tabi tutulmaktadir. Olusan PolyA, total RNA
icinde bulunan miRNA’nin ucuna baglanarak c-DNA olusumu sirasinda hedef

miRNA dizisini uzatmaktadir. Bdylece miRNA 0lcim sonuglarinin daha
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guvenli bir sekilde ¢gikmasi saglanmaktadir. Bu nedenle, bu agsamada, PolyA
reaksiyonu ile hedef miRNA dizisi uzatildi.

PolyA reaksiyonu icin miRNA QRT-PCR Master Mix Detection Kit
(Agilent Technologies, Stratagene Products, La Jolla, CA, USA) kullanildi.

PolyA reaksiyonunda, her bir 6rnek icin, 0,5 mililitrelik bir
mikrosantrifj tipline 250 nanogram total RNA, 4 mikrolitre poly A
polymerase buffer, 1 mikrolitre rATP ve tim karigimi total 20 mikrolitreye
tamamlayacak sekilde RNaz icermeyen su kondu. Son olarak, drneklere 1'er
mikrolitre E. coli poly A polymerase eklendi. Karisim vorteks yapilmadan
nazikge karistirildi ve kisa sureli santrifuj edildi. Sonra 6rnekler 37 Santigrad
derecede yarim saat inklbe edildi. Sonra da 95 Santigrad derecede 5 dakika
bekletildi. Boylece RNA’ya polyA eklenmis oldu. PolyA eklenmis RNA'lar -20

Santigrad derecede muhafaza edildi.

3.2.10. c-DNA olusumu :

RNA’dan PCR yapilacagi igin oncelikle c-DNA olusturuldu. C-DNA
olusumu i¢cin mMIRNA QRT-PCR Master Mix Detection Kit (Agilent
Technologies, Stratagene Products, La Jolla, CA, USA) kullanildi.

c-DNA olusumu igleminde her bir ornek icin, 0,5 mililitrelik bir
mikrosantrifj tiptine 10 mikrolitre polyA yapiimis RNA, 2 mikrolitre
AffinityScript RT buffer, 0.8 mikrolitre dNTP mix, 1 mikrolitre RT adaptor
primer, 1 mikrolitre AffinityScript RT/RNase Block enzyme mixture ve tim
karigimi total 20 mikrolitreye tamamlayacak sekilde RNaz igcermeyen su
kondu. Karigim vorteks yapilmadan nazikge karigtirildi ve kisa sureli santrifdj
edildi. Ornekler 55 Santigrad derecede 5 dakika, 25 Santigrad derecede 15
dakika, , 42 Santigrad derecede 30 dakika ve 95 Santigrad derecede 5
dakika inkiibe edildi. Sonra her bir 6rnege 280 mikrolitre RNaz icermeyen su
kondu. Bbylece c-DNA olusturulmus oldu.

c-DNA, Etidyum Bromid ile yapilan Agaroz Jel Elektroforezi ile

goruntilendi. c-DNA’lar, -20 Santigrad derecede muhafaza edildi.
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3.2.11. RT-PCR:

RT-PCR icin miRNA QRT-PCR Master Mix Detection Kit (Agilent
Technologies, Stratagene Products, La Jolla, CA, USA) kullanildi. miR-21
primer’t olarak da, miR-21 baz dizilisine gore hazirlanmig olan (5'-
UAGCUUAUCAGACUGAUGUUGA-3) 22 bazlik RNA oligonukleotid primer’i
(Integrated DNA Technologies Inc. lowa, USA) kullanildi.

RT-PCR hazirlanirken, her bir 6rnek icin, 0,5 mililitrelik bir
mikrosantrifij tiptne 1 mikrolitre c-DNA, 2,5 mikrolitre core PCR buffer, 2,75
mikrolitre MgCl2, 1 mikrolitre dNTP mix, 1,25 mikrolitre EvaGreen dye, 1
mikrolitre universal reverse primer, 1 mikrolitre miR-21 spesifik forward
primer ve 0,5 mikrolitre High-Specifity PCR enzyme blend kondu. Karigim
vorteks yapilmadan nazikge karigtirildi.

RT-PCR icin Rotor-Gene Q (Qiagen, Germany) Real Time PCR cihazi
kullanildi. 95 Santigrad derecede 10 dakika bir siklus, 95 Santigrad derecede
10 saniyede kirk siklus, 60 Santigrad derecede 15 saniyede kirk siklus ve 72
Santigrad derecede 20 saniyede kirk siklus olacak sekilde Real Time PCR
cihazi programlandi. Sonuglar cihazin kendi yazilimi ile degerlendirildi.
Ayrica, miR-21 RT-PCR drnekleri, Etidyum Bromid ile yapilan Agaroz Jel

Elektroforezi ile de géruntulendi.

3.2.12. RT-PCR sonugclarinin sayisal analizi :

miR-21 ekspresyon dlzeyinin sayisal (kantitatif) analizi icin, ayni
siklus iginde alinan rolatif floresan Unitesi (Relative fluorescence unit: RFU)
degerleri kullanildi. Buna gére, tim drnekler icin RT-PCR'in 24. siklusundaki
RFU degerleri dlguldu. Her bir 6rnek igin alinan RFU degderi kantitatif analizde

sayisal deger olarak kullanildi.
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3.3. ISTATISTIKSEL ANALIz

Degerlendirmeye alinan hasta sayisinin  20’den kigik olmasi
nedeniyle, grup ortalamalari arasindaki farkin anlamhligini saptamak igin
Mann-Whitney U testi yapildi. Sonuglar, % 95 guven araligi i¢inde, p<0,05
bulundugunda anlamli olacak sekilde yorumlandi. Tim istatistiksel analizler
icin SPSS 15.0 (SPSSFW, SPSS Inc., Chicago, IL., USA) istatistik paket
programi kullanildi.

39



IV- BULGULAR

4.1. HASTALARIN GENEL OZELLIKLERI :

Calismaya meme kanseri nedeniyle opere olmus 15 kadin hasta
alindi. Hastalarin yagsi 42 ile 85 arasinda, ortalama yas 59,3 idi (Tablo 4.1)

Tablo 4.1: Hastalarin genel 6zellikleri :

Ozellikler sayI Ozellikler sayl
Ya 1! Histopatoloji
En kiigiik 42 inv. duktal kars. 10
En biyik 85 inv. lobller kars. 2
Ortalama 59,3 inflamatuvar 1
Ortanca 55 Mikst 1
Cinsiyet Tumor capi (cm)
Kadin 15 T1 1
Erkek 0 To 12
Evre Ts 2
Evre | 1 Ty 0
Evre II 8 ER .PR, HER2 durumu
Evre Il 6 ER(-), PR (-), HER2 (-) 1
Evre IV 0 ER(+), PR (+), HERZ2 (-) 9
Lenf nodu ER(-), PR (-), HER2 (+) 5
No 6
N1 3
N2 6
N3 0
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4.2. TOTAL RNA EKSTRAKSIYONU SONUCU :

Parafin dokudan ekstrakte edilen total RNA, Agaroz Jel
Elektroforezinde yurutulmus ve burada total RNA bandi gorulmustur (Sekil
4.1). Ayrica, total RNA miktari, Optik Yogunluk Olgiim Cihazi (Nanodrop) ile
de Olculmustir. Nanodrop ile 260 nanometre dalga boyunda dlgllen Total
RNA miktarlari beklenen diizeyde bulunmustur (Orneklerdeki total RNA
miktarlari 18 nanogram/mikrolitre ile 423 nanogram/mikrolitre arasinda
bulunmustur). Buna gore, galismamizdaki total RNA ekstraksiyonu isleminin

basarili oldugu géralmustar.

Sekil 4.1: Agaroz Jel Elektroforezinde goruntilenen total RNA
bandi

4.3. c-DNA SONUCU :

Total RNA'dan polyA reaksiyonu sonrasi olusturulan c-DNA, Agaroz
Jel Elektroforezinde yurutulmius ve burada c-DNA bandi gorulmustar. Buna
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gore, calismamizdaki c-DNA olusturma igleminin basarili oldugu sonucuna
variimigtir (Sekil 4.2).

Sekil 4.2: Agaroz Jel Elektroforezinde gorunttlenen c-DNA bantlari

4.4. RT-PCR SONUCU :

c-DNA’'dan miR-21 primer ile yapilan RT-PCR sonucuna gore, tumor
dokusundan alinan orneklerde belirgin miR-21 ekspresyonu gorulmustar
(Sekil 4.3).
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Sekil 4.3: Tumor dokusunda gozlenen miR-21 RT-PCR egrisi

RT-PCR sonucuna gore, miR-21 ekspresyon egrisinde 5. Siklustan
itibaren pik gortlmeye baslanmig, 20. Siklustan itibaren ise amplifikasyon

durmus ve egride plato gozlenmistir (Sekil 4.3).

miR-21 RT-PCR ornekleri ayrica, Agaroz Jel Elektroforezinde de
yuratilmis ve burada miR-21 bantlart goértlmastir. Buna gore,
calismamizdaki miR-21 ekspresyonu &l¢gim isleminin basarili oldugu

gorulmustur (Sekil 4.4).
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Sekil 4.4: Agaroz Jel Elektroforezinde goéruntilenen miR-21 bantlari

Rolatif floresan Unitesi (Relative fluorescence unit: RFU) degeri, Eva
green boyasi ile boyanan c-DNA’'nin hedef sekansinin amplifikasyonu ile
dogru orantili olarak artan floresan sinyalini yansitmaktadir. Bu nedenle RT-
PCR sayisal (kantitatif) analizinde kullanilan guvenli bir parametredir. Bizim
calismamizda da miR-21 ekspresyon dizeyinin kantitatif analizi igcin, ayni
siklus icinde alinan RFU degerleri kullaniimistir. Calismamizda tim 6rnekler
icin RT-PCR’In 24. siklusundaki RFU degerleri dl¢ctuimustir. Her bir 6érnek icin
alinan RFU degeri, kantitatif analizde sayisal deger olarak kullaniimigtir
(Tablo 4.2).
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Tablo 4.2: RT-PCR ile 6lgulen RFU degerleri

Quantitative analysis of channel Cycling E.Green (RFU values)
SAMPLE 23 24 25 26 27 28
2 0,1191560,129398|0,139265 | 0,148685|0,157979|0,167380
3 0,154725|0,167696 | 0,180442|0,192858|0,205209|0,217774
4 0,15705 ]0,169819|0,182426|0,194714|0,206857 | 0,219087
5 0,148361|0,160625|0,173039|0,185426|0,197943|0,210625
6 0,157752]0,170539|0,183662 | 0,196951 | 0,210453|0,224149
7 0,149875|0,161832|0,173512|0,184898|0,196408 | 0,208364
8 0,152415|0,165286 |0,177900|0,190125|0,202193|0,214320
9 0,190504 | 0,206309 | 0,222291 | 0,238284 | 0,254389|0,270744
10 0,170853]0,185641 | 0,200509 | 0,215239|0,229921 | 0,244672
11 0,3019380,302608 | 0,303141|0,303413|0,30342 |0,303213
12 0,121277]0,131377]0,141639|0,151947|0,162404 | 0,173051
13 0,13147 ]0,143019|0,154661|0,166169|0,177669|0,189261
14 0,148638]0,161107|0,173808 | 0,186623 | 0,199662 | 0,212987
15 0,164277]0,177556|0,191278|0,205302 | 0,219689 | 0,234522
Ayni hastaya ait timor dokusu ile normal dokudaki miR-21

ekspresyon dizeyleri

hafif bir artis gozlenmis,

incelendiginde timor dokusunda normal dokuya gore

saptanmamistir (Tablo 4.3).

ancak

istatistiksel

olarak anlamli

Tablo 4.3: Doku tipine gore miR-21 ekspresyon dizeyleri

Doku tipi

miR-21 icin ortalama RFU degeri

Tumor dokusu

Normal doku

0,38175812

0,16314950
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Calismamizda, meme kanserindeki miR-21 ekspresyon duzeyleri ile
hastalarin klinikopatolojik dzellikleri arasindaki iliski incelenmistir. incelenen
klinikopatolojik 6zellikler; evre, timor ¢api, tutulan lenf nodu sayisi, hormon
reseptdor durumu ve HER2 durumudur. Bunun icgin, &ncelikle her
klinikopatolojik ozellik kendi igcinde iki gruba ayrilmistir. Evre, Evre | — 1l ve
Evre lll olmak Uzere, tumor ¢capi 3 cm veya alti ve 3 cm Uzeri olmak Uzere,
tutulan lenf nodu sayisi 3 veya alti ve 3 Gzeri olmak Uzere, hormon reseptor
durumu ER veya PR’den en az biri pozitif ve ER, PR negatif olmak tzere ve
HER2 durumu HER2 negatif ve HER2 pozitif olmak Uzere iki gruba
ayrilmigtir. Gruplar arasi miR-21 ekspresyon diuzeyi ortalamalari arasindaki
fark, istatististiksel olarak incelenmistir. Sonugta, tim klinikopatolojik 6zellikler
icin, gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunamamistir
(Tablo 4.4).
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Tablo 4.4: Klinikopatolojik 6zelliklere gore miR-21 ekspresyon duzeyleri

Evre
Evre I-l

Evre Il

Tumor capi

2 cm veya alti

2 cm Uzeri

Tutulan lenf nodu

3 veya alti

3 Uzeri

Hormon reseptor
durumu

ER veya PR’nin en az biri
pozitif

E ve P negatif

HER2 durumu

HER2 negatif

HER2 pozitif

miR-21 icin ortalama RFU degeri

0,16081691

0,16294874

0,16981874

0,16108757

0,16081691

0,16294874

0,17529296

0,15826382

0,15755359

0,16990176

(P=0,637)

(P=0,643)

(P=0,637)

(P=0,083)

(P=0,178)
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V- TARTISMA

Meme kanseri kadinlarda en sik gorulen kanser olup, tani ve
tedavisinde son yillarda buyuk ilerlemeler kaydedilmigtir. Meme kanserinin
molekuler biyolojisinin aydinlatiimasi sonucu, meme kanserinde hedefe
yonelik tedaviler bulunmus ve bu tedaviler hastaligin prognozuna olumlu

katkilar saglamistir.

miRNA’lar, son on yildir Gzerinde galismalar yapilan ve kanser ile
yakin iligkisi bulunduktan sonra 6nemi her gegen gin daha da artan
molekullerdir. miRNA’larin meme kanseri patogenezinde rol oynadiginin
belirlenmesi, miRNA’larin ileride meme kanserinin tani ve tedavisinde de
kullanilabilecegini distndurmustir. Bu nedenle, miRNA ve meme kanseri ile
ilgili galigmalar son yillarda daha da hiz kazanmistir. Ulkemizde ise, literatiir
taramalarindan edindigimiz bilgiye gore, henuz miRNA ile ilgili yapiimis klinik
bir caligma yoktur.

Meme kanserinde miRNA ile ilgili ilk ¢alisma, lorio ve arkadaslarinin
2005 yilinda yaptiklari galisma olmustur (11). Bu calismada 245 farkh
miRNA, timodr dokusu ve saglam dokuda mikroarray yontemi ile
arastirnlmistir. Bu ¢calismanin sonucunda, tUmoér dokusunda bazi miRNA’larin
ekspresyon duzeyi yuksek, bazilarininki ise diguk bulunmustur. Ekspresyon
dizeyi yiksek bulunan miR-21 ve miR-155'in meme kanserinde birer
onkogen; ekspresyon duzeyi disuk bulunan miR-10b, miR-125b ve miR-
145’in ise meme kanserinde birer tumor stpresor gen gibi gorev yaptigi
gosterilmigtir (11).

Bu calismadan sonra meme kanserinde miRNA ile ilgili galigmalar hiz
kazanmig, son yillarda bu konuda birbiri ardina ¢galismalar yapilmistir. Ma ve
arkadaslan tarafindan miR-10b’nin meme kanseri gelisiminde énemli rol

oynadidi gosterilmigtir. Ayrica miR-10b, meme kanserinde klinik progresyon
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ve metastaz ile iligkili bulunmustur (47). Yapilan baska bir ¢galismada, meme
kanserinde miR-27a, ZBTB10 adli transkripsiyon faktori Uzerinden etki
gosteren, onkogenik potansiyele sahip bir miRNA olarak bulunmustur (48).

Scott ve arkadaslari, miR-125a ve miR125-b’nin meme kanserinde
tumor supresor gen olarak gorev yapan miRNA’lar oldugunu gostermistir.
(49). Bu calismada, miR-125a ve miR125-b’nin HER2 ve HERS3 adli tirozin
kinaz reseptorlerinin ekspresyonunu baskilayarak etki ettigi gosterilmistir
(49).

Yan ve arkadaslari tarafindan 2008 yilinda yapilan bir ¢alismada,
meme kanserinde miR-21 ekspresyon dizeyinin arttigi gosterilmistir (50).
Yine bu galismada, artmis miR-21 ekspresyon duzeyi; ileri evre, lenf nodu
metastazi ve kotl prognoz ile iligkili bulunmustur.

Bizim g¢alismamizda da meme kanserinde miR-21 ekspresyonu
arastinlmistir.  Cunki miR-21, miRNA'lar i¢cinde en iyi incelenmis
miRNA’lardan birisidir ve potansiyel onkogen olarak tanimlanmigtir. Akciger,
meme, mide, prostat, kolon, beyin, bas-boyun, dsefagus ve pankreas kanseri
gibi bir cok solid tumoérde miR-21 ekspresyon duzeyinin artmig oldugu
gOsterilmigtir (51). Yan ve arkadaslarinin yaptiklari ¢calismada miR-21, meme
kanserinde ekspresyon duzeyi en yiuksek olan miRNA olarak bulunmustur
(50).

miR-21, meme kanserinden baska kanser tlrlerinde de 6nemli rol
oynayan bir miRNA'dir. Chan ve arkadaslari, mikroarray ve Northern Blot
analiz yontemlerini kullanarak, miR-21'in GBM'de kuvvetli bir sekilde
overeksprese oldugunu gostermistir (54). miR-21'in bu hastalarda apoptozis
ile iligkili genleri bloke ederek etki eden bir antiapoptotik faktér olarak goérev
yaptigi dusunulmektedir. Ayrica, miR-221'in  kolanjiokarsinomda da
ekspresyonunun arttigi gosterilmistir (55).

Yan ve arkadaslarinin yaptiklari galigmada, 435 farkli miRNA, meme
kanseri ve normal dokuda mikroarray yontemi ile incelenmis, sonugta 9 tane
miRNA’nin meme kanserinde ekspresyon dizeyinin arttigi, 7 tane miRNA’nin
ise ekspresyon duzeyinin azaldigi gosterilmistir (50). Bu ¢alismaya gore miR-
21, meme kanserinde ekspresyon diizeyi en yuksek olan miRNA’dIr.
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Bizim g¢alismamizda da meme kanserinde miR-21 ekspresyonu
gosterilmigtir. RT-PCR sonuglarina gore, galismaya alinan tum hastalarin
timorli dokularinda miR-21 ekspresyonu oldugu gorilmustar. Tumorla
dokularin yaninda, timorli dokunun karsilastiriimasi igin alinan normal
dokularda da miR-21 ekspresyonu oldugu goérulmuastar. Calismamizda,
operasyon materyalinden alinan parafin bloklar i¢cinden, 1sik mikroskobu ile
degerlendirildikten sonra, normal doku kesiti gorilen parafin bloklar secilmis
ve bu parafin bloklardan alinan kesitler normal doku olarak kullaniimistir. Bu
nedenle, normal doku olarak secilmis olsa dahi, icinde bir tane de olsa tumaor
hicresi olabilecedinden dolayi, normal kabul edilen dokularda da miR-21

ekspresyonu goruldigu dastunulmustar.

Yan ve arkadaslarinin yaptigi c¢alismada, tumor dokusu ile normal
doku arasindaki miR-21 ekspresyon duzeyinde belirgin bir farkhlik
bulunmustur. Clnku, bu ¢alismada parafin blok degil, taze doku kullanilmigtir
ve normal doku, tumor dokusunun en az 2 cm uzagindan olacak sekilde
alinmigtir. Bu yuzden normal dokuda higbir timor hudcresi yoktur ve bu
nedenle normal dokuda miR-21 ekspresyonu belirgin bir sekilde dusuk
bulunmustur. Bizim c¢alismamizda ise taze doku degil, parafin blok ile
cahsilmig ve normal doku, 1sik mikroskobunda normal doku kesiti gorulen
parafin bloklardan secilmistir. Bu nedenle de, normal doku olarak kabul
edilmesine ragmen, c¢ok dustuk bir ihtimalle de olsa timdr hicresi
icerebilecedi dusuntlen bu dokularda miR-21 ekspresyon dizeyi
beklenenden yuksek bulunmustur.

Parafin dokudan kesit alinarak yapilan ve ayni hastanin normal
dokusu kontrol amaci ile kullanilan bazi miRNA calismalarinda, tumor
hiicresi icermeyen normal dokunun tam olarak tespit edilebilmesi icin, lazer
diseksiyon (laser-capture microdissection) yontemi ile 1sik mikroskobu altinda
normal doku lazer yardimiyla kesilip cikarilabilmektedir (56). Ancak bu
yontem, c¢ok sayida ornekleme yapildi§i durumlarda ¢ok fazla zaman
almaktadir. Ayrica, miRNA kisa zincire sahip, kl¢uk bir RNA molekuluduir ve
bu nedenle ekspresyon dizeyini tespit etmek icin yeterli miktarda doku
gerekmektedir. Bu yuzden de lazer diseksiyonu ile alinan doku miktari bazen
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yeterli olmamaktadir. Bu nedenle, calismamizda lazer diseksiyon yontemi
kullaniimamigtir

Calismamizda miR-21 ekspresyon duizeyleri klinikopatolojik 6zellikler
yonunden incelendiginde, aralarinda anlamli bir fark goértlmemistir. Yan ve
arkadaslarn tarafindan yapilan ¢alismada, meme kanserinde artmig miR-21
ekspresyon duzeyi; ileri evre, lenf nodu metastazi ve kotu prognoz ile iligkili
bulunmustur. Bizim calismamizda anlamh bir fark bulunmamasinin, érnek
sayisinin az olmasina ve galismaya alinan hasta gurubunun yeterince
heterojen dagilim gostermemesine bagli oldugu dusunulmustur.

Dokudan nukleik asit izolasyon ve olgum iglemleri, teknik acidan
zordur ve her asamada buyuk dikkat gerektirmektedir. Nukleik asitler, DNAz
ve RNAz enzimleri ile ¢ok cabuk parcalanabilen molekullerdir. Bu enzimler
ise insan cildi dahil, dogada her yerde bol miktarda bulunmaktadir. Bu
nedenle DNA ve RNA, ekstraksiyon iglemleri sirasinda c¢ok kolay
parcalanabilmektedir. Bunun icin, islemler DNAz ve RNAZz'dan tamamen
arindiriimig biyolojik glvenlik kabininde yapilmakta ve yine bu enzimlerden
tamamen arindiriimig steril malzemelerle kullaniimaktadir.

RNA ekstraksiyonu, DNA ekstraksiyonuna gore daha zordur. Cunki
RNA, DNA'ya gore daha hassastir ve daha c¢abuk parcalanir. Ekstrakte
edilen RNA'dan miRNA elde etme islemi sirasinda ise baska guglikler
yasanmaktadir. miRNA, yaklasik 22 niukleotidlik kisa bir zincire sahiptir ve bu
nedenle klasik PCR yontemleri ile hedef sekansin amplifikasyonu zor
olmaktadir. Bu nedenle, c-DNA olusumundan 6nce polyA reaksiyonu ile
hedef zincir uzatilmakta ve bu sekilde PCR islemi daha guvenilir bir sekilde
yapilabilmektedir.

miRNA’lar yeni bulunan molekiller olmasi ve miRNA elde etme
isleminin bu sekilde teknik ayrintisi ¢ok, dikkat gerektiren, uzun ve zor
islemler olmasi nedeniyle dinyada sinirli sayida c¢alisma mevcuttur.
Ulkemizde ise, literatir taramalarindan edindigimiz bilgiye goére, heniz
miRNA ile ilgili yapiimig klinik bir ¢alisma yoktur. Bu nedenle, tlkemizde
bundan sonra yapilacak olan miRNA c¢alismalarina da i1sik tutmasi amaciyla,
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miRNA elde etme igleminin asamalari, galismamizin gere¢ ve yontem
bolimadnde tum ayrintilari ile anlatiimistir.

miRNA, taze dondurulmus (fresh frozen) dokuda, parafin dokuda,
hicre kultlrlerinde ve kanda bakilabilir. RNA, DNA’ya gore daha hassas ve
daha cabuk bozulan bir molekulddr. Bu nedenle, parafin bloga alinan
dokunun Uzerinden belirli bir sire gegtikten sonra miRNA elde etmek c¢ok
zordur. Ancak, bu konuda yapilmis birgok c¢alisma, parafin dokudan elde
edilen miRNA’nin da en az taze dondurulmus dokudan elde edilen miRNA
kadar guvenilir oldugunu gostermigtir. Siebolts ve arkadaslarinin yaptigi bir
calismada, RT-PCR ile miRNA tespiti icin 86 farkli hastanin parafin
dokusundan RNA ekstraksiyonu vyapilmistir (57). Bu c¢alismada ayni
zamanda taze dondurulmus dokudan da ekstraksiyon yapilmig ve sonuglar
kargilastinimistir. Sonugta, 7 yila kadar olan parafin dokulardan miRNA
tespiti basari  bir gsekilde yapilmig, taze dondurulmus doku ile
kargilastirildiginda da aralarinda belirgin bir fark bulunamamistir. 10 yildan
daha eski olan parafin dokularda ise basari orani dustk bulunmustur (57).

Doleshal ve arkadaslarinin yaptigi bagka bir ¢alismada da, en eskisi
12 yillik olmak tzere, 17 fakli kanser dokusundan alinan 65 ayri parafin doku
ornegi miRNA yonunden incelenmis ve miRNA ekspresyon dizeyleri taze
dondurulmis dokudaki dizeyler ile karsilastirimistir (58). Sonucta, parafin
dokudan miRNA elde etme yonteminin gayet basarili ve guvenilir bir yontem
oldugu gosterilmigtir. Bizim yaptigimiz ¢alismada da miRNA, parafin dokudan
elde edilmistir. Calismamizda en eski parafin doku 4 vyilliktir ve tum
dokulardan miRNA tespiti bagaril bir sekilde yapiimigtir.

miRNA olgumunde kullanilan teknikler; oligonucleotide microchip
(microarray), Northern blotting, bead-based flow-cytometry ve RT-PCR’dir.
Gunumuzde miRNA c¢alismalari daha ¢ok mikroarray yontemi ile
yapilmaktadir. Mikroarray yoéntemi bir gen cip teknolojisi yontemidir. Bu
yontemde, farkli miRNA problari kullanilarak bir doku 6érnedinde ayni anda
yuzlerce miRNA birden bakilabilmektedir. Sonugta, alinan sinyal degisiklikleri
farkh renkler olarak kaydedilmekte ve miRNA’nin ekspresyon duzeyi bu

sekilde belirlenebilmektedir. Mikroarray ile yapilan ¢aligsmalarda, ekspresyon
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duzeyinde anlamli farkliliklar tespit edilen miRNA'lar i¢in dogrulamak amaci
ile genellikle RT-PCR da yapilmaktadir. Mikroarray yontemi ¢ok pahali bir
teknik olup, henudz rutin kullanima girmemistir. Mikroarray ydnteminin
ulkemizdeki kullanimi yok denecek kadar azdir.

Bizim g¢alismamizda, miRNA oOlgim yontemi olarak RT-PCR
kullaniimigtir. Calismamizin sonuglarinin dogru ve guvenilir olmasi amaciyla,
calismamizin her agsamasinda, olusturulan nukleik asit zincirleri Agaroz Jel
Elektroforezi ile gorintllenmistir.

Foekens ve arkadaglarinin yaptiklari bir galigmada, ostrojen reseptoru
pozitif, lenf nodu negatif olan meme kanseri hastalarinda mikroarray yontemi
ile 249 farkli miRNA incelenmis ve sonug¢ta miR-7, miR-128a, miR-210 ve
miR-516-3p agresif klinik seyir gosteren hastalik ile iligkili bulunmustur (59).
Yine bu galismada miR-210, ayrica metastaz yapma potansiyeli ile de iligkili
bulunmustur.

Blenkiron ve arkadaslari, meme kanseri ve normal dokuda bead-
based flow sitometri yontemi ile 309 farkli miRNA’nin ekspresyon profilini
incelemiglerdir (60). Sonugta, 133 farkli miRNA'nin meme kanseri ve normal
dokuda ekspresyonunu gostermiglerdir. Yine bu c¢alismada, miRNA
ekspresyon profillerinin molekuler siniflandirma tiplerine gore (Luminal A,
Luminal B, vb.) farkhlik gosterdigini bulmuslardir.

miRNA’larin prediktif faktor oldugunu gosteren calismalar da vardir.
Gonzales ve arkadaslarinin 2010 yilinda yaptiklari bir calismada, miR-
30c’nin ileri evre 6strojen reseptdr pozitif meme kanserinde prediktif bir faktor
oldugu gosterilmistir (61). Bu ¢alismaya gore, meme kanserinde artmis miR-
30c ekspresyonu, endokrin tedaviden iyi yanit alinacagdinin bir gostergesidir.

Liang ve arkadaslarinin yaptiklari gcalismada, meme kanserinde miR-
326'nIn Multidrug Resistance-associated Protein 1 (MRP1) gen
downregulasyonunda rol aldidi ve bu nedenle meme kanserinde
kemoterapiye rezistansi dnleyen bir faktor olabilecedi gosterilmistir (62).

miRNA’'nin meme kanseri patogenezindeki rolinun gosteriimesinden
sonra, miRNA’nin meme kanseri tedavisinde kullanimini arastiran ¢alismalar

hiz kazanmistir. Bu konuda yapilan calismalar sonucu, tUmor supresor
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miRNA’lar taklit eden oligosense nukleotidler ve onkogen miRNA'y1 bloke
eden antagomirler bulunmustur.

Si ve arkadaslarinin yaptiklari galismada antimiR-21 tedavisi ile tumor
blyumesi durdurulmustur (63). Yine bu calismada antimiR-21 tedavisi ile
kemoterapiye yanit arttiriimistir.

miRNA’lar ile yapilan ¢alismalar gostermektedir ki, miRNA’nin meme
kanseri tedavisindeki 6nemi gelecekte daha da artacaktir. Bizim galismamiz
da bu noktadan hareketle, miRNA’nin gelecekteki énemine dikkat ¢cekmek
amaci ile yapilmisg, pilot bir klinik galismadir. Calismamiz ayrica, literatur
taramalarindan edindigimiz bilgiye gore, ulkemizde miRNA ile ilgili yapiimis
olan ilk klinik ¢alismadir ve bu yonden buyidk énem tasimaktadir. miRNA
konusuna dikkat cekmeyi amaclayan bu ¢alisma, tlkemizde bundan sonra bu

konuda yapilacak olan galismalara da isik tutacaktir.
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VI- SONUG VE ONERILER

1) miRNA, 1993’te bulunan, ancak kanser ile iligkisi ortaya konduktan sonra,
son birka¢g yildir onemi anlagilan bir molekulddr. Hulcre iginde gen
ekspresyonunu dizenleyerek kimi zaman onkogen, kimi zaman da tumor

supresor gen gibi gorev yapmaktadir.

2) miR-21, meme kanserinde en yuksek ekspresyon diizeyine sahip olan ve

meme kanserinde onkogen olarak gorev yapan bir miRNA’dir.

3) Bizim galismamizda meme kanserinde miR-21 ekspresyonu arastiriimis
ve sonucgta timor dokusunda belirgin bir miR-21 ekspresyonu oldugu

gOrulmustar.

4) Calismamizda, meme kanserindeki miR-21 ekspresyon duzeyleri ile
hastalarin  klinikopatolojik Ozellikleri arasindaki iliski de incelenmigtir.
Sonugcta, tum klinikopatolojik 0Ozellikler icin, miR-21 ekspresyon duzeyleri

arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunamamistir.

5) Bu galisma, literatlr taramalarindan edindigimiz bilgiye goére, Ulkemizde
MIRNA ile ilgili yapilmis olan ilk klinik ¢alismadir. Bu yoniyle, bundan sonra
ulkemizde yapilacak olan miRNA c¢alismalarina da sk tutacagi
beklenmektedir.

6) miRNA ile ilgili galismalar tim dinyada hizla ilerlemekte, miRNA'nin
kanser tani ve tedavisindeki 6neminin énuimuzdeki yillarda daha da artacagi

dusunulmektedir.
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