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MEME KANSERINDE miR-484"UN ROLUNUN ARASTIRILMASI

Reyhan TAHTASAKAL

Erciyes Universitesi Saghk Bilimleri Enstitiisii
Tibbi Biyoloji Anabilim Dah
Doktora Tezi, Temmuz 2022

Danmisman: Dog¢. Dr. Elif Funda SENER

OZET

Kanser, kiiresel olarak yaygin goriilen ve yiiksek mortalite oranina sahip en énemli
saglik sorunlarindan biridir. Meme kanseri ise kadinlar arasinda en sik goriilen
kanser olup, her yil yaklasik olarak 2,1 milyon kadmi etkilemektedir ve kadinlar
arasindaki 6liimlerin en sik nedenlerindendir.

Hiicrelerin apoptoza girme kabiliyetini bozan genetik veya epigenetik degisiklikler
kanserin gelismesine yol agmaktadir. Apoptozun bastirilmasi, hem kanserin
baslamasinda hem de ilerlemesinde kritik bir olaydir. Kanser hiicreleri normal
hiicrelerden farkli olarak apoptozdan kagis oOzelligi gostermektedir. Apoptozda
intrinsik ve ekstrinsik olmak iizere 2 yolak vardir. Bcl-2 intrinsik yolakta gorevli bir
proteindir. Kaspazlar ise her 2 yolakta da rol oynamaktadir. Bcl-2 proteinindeki
dengesizlikler, kaspaz fonksiyonundaki azalmalar hiicrelerin apoptozdan kagarak
kontrolsiiz cogalmasindaki etkenlerdendir.

miRNA’larin kanser hiicrelerinde proliferasyon, invazyon, metastaz, apoptoz ve ilag
direncliligi gibi bircok hiicresel aktiviteleri diizenledigi bildirilmistir. Kanser
hiicrelerinde bu yolaklarin diizenlenmesinde rol alan miRNA’lardan birisi de miR-
484 olarak gosterilmistir. Ancak meme kanseri ve miR-484’iin iliskisi tam olarak
bilinmemektedir.  Sunulan tez ¢alismasinda meme kanserli  hastalarin
dokularindamiR-484’{in olas1 rolii, miR-484’iin meme kanser hiicrelerinde apoptoz
yolagi ile iligkisi ve miR-484’lin meme kanser hastalarinda bir biyobelirte¢ olarak
kullanilabilirliginin arastirilmas1 amaglandi. Bunun i¢in 42 hastadan tiimorlii ve saglikli
doku &rnekleri toplandi. Ornekler, histolojik derecelerine ve molekiiler alt tiplerine
gore smiflandirildi. Molekiiler alt tiplerde ve farkli histolojik derecelerde miR-484
ekspresyon seviyesi analiz edildi. Saglikli dokulara gore tiimorli dokularda miR-484
ekspresyon seviyesi yliksek bulundu. Ayrica evre ve agresiflik diizeyi arttikca da
mMiR-484 ekspresyon seviyesinin arttigr bulundu. Bu farklarin da istatistiksel olarak
anlamli oldugu goriildii. Bu sonuglar meme kanserinde miR-484’lin onkogen olarak
davrandigini isaret etti. Ayrica, anti-apoptotik olarak gorev yapan Bcl-2 gen ve
protein diizeyinde artig, apoptotik rol oynayan Casp3 ve Casp9’un gen ve protein
diizeyinde azalma bulundu. miR-484 ekspresyon seviyesi ile anti-apoptotik Bcl-2



seviyesinin benzerlik gostermesi, miR-484’lin apoptotik yolakta gorev alan genlerin
ekspresyonunun diizenlenmesinde rolii oldugunu ve onkogen olarak rol
oynayabilecegini gosterdi. Bu sonuglar tiimorlii doku 6rneklerinde miR-484’iin ifade
diizeyinin yliksek olmast ve agresiflikle birlikte ekspresyonunun artisi meme
kanserinde miR-484’{in bir biyobelirte¢ olarak kullanilabilecegini gosterdi.

Anahtar Kelimeler: Meme Kanseri; Apoptoz; Casp3; Casp9; Bcl-2; miR-484
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INVESTIGATION OF THE ROLE OF miR-484 IN BREAST CANCER

Reyhan TAHTASAKAL

Erciyes University, Institute of Health Sciences
Department of Medical Biology
Doctora Thesis, July 2022

Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Elif Funda SENER

ABSTRACT

Cancer is one of the most important health problems that is prevalent globally and
has a high mortality rate. Breast cancer is the most common cancer among women
and affects approximately 2,1 million women each year and is the most common
cause of death among women.

Genetic or epigenetic changes that impair the cells' ability to undergo apoptosis lead
to the development of cancer. Suppression of apoptosis is a critical event in both
cancer initiation and progression. Cancer cells, unlike normal cells, show escape
from apoptosis. There are two pathways in apoptosis, intrinsic and extrinsic. Bcl-2 is
a protein involved in the intrinsic pathway. Caspases play a role in both pathways.
Imbalances in Bcl-2 protein and decreases in caspase function are factors in the
uncontrolled proliferation of cells by escaping apoptosis.

It has been reported that miRNAs regulate many cellular activities such as
proliferation, invasion, metastasis, apoptosis and drug resistance in cancer cells. One
of the miRNAs involved in the regulation of these pathways in cancer cells has been
shown as miR-484. However, the relationship between breast cancer and miR-484 is
not fully known. In the presented thesis, it was aimed to investigate the possible role
of miR-484 in tumor and healthy tissues adjacent to tumor tissue from breast cancer
patients, the relationship of miR-484 with apoptosis pathway in breast cancer cells,
and the usability of miR-484 as a biomarker in breast cancer patients. For this, tumor
and healthy tissue samples were collected from 42 patients. Samples were classified
according to their histological grade and molecular subtypes.

miR-484 gene and protein expression level in molecular subtypes and different
histological grades were analyzed. miR-484 expression level was found to be higher
in tumor tissues compared to healthy tissues. It was also found that miR-484
expression level increased as the stage and aggressiveness level increased. These
differences were also found to be statistically significant. These results indicated that
miR-484 acts as an oncogene in breast cancer. In addition, an increase in anti-
apoptotic Bcl-2 gene and protein levels, and a decrease in gene and protein levels of
apoptotic Casp3 and Casp9 were found. The similarity between miR-484 expression
level and anti-apoptotic Bcl-2 level showed that miR-484 has a role in regulating the
expression of genes involved in the apoptotic pathway and may play a role as an

vii



oncogene. In addition, the high expression level of miR-484 in tumor tissue samples
and the increased expression with aggressiveness showed that miR-484 can be used
as a biomarker in breast cancer.

Keywords: Breast Cancer; Apoptosis; Casp3; Casp9; Bcl-2; miR-484.

viii



ICINDEKILER

T KAPAK ettt ettt ettt ettt ettt ettt ettt ettt r ettt
BILIMSEL ETIGE UYGUNLUK .....cocooviitiiitieeieietstes s en st es st en s i
YONERGEYE UYGUNLUK SAYFASI...cocoiiiiissssse e i
KABUL VE ONAY SAYFASH ...ttt 11
TESEKKUR .....ovviiiviecieeeeet ettt ettt ettt et ettt sttt sttt sttt sttt ass s st ass st s sssasasans v
(0741235 WP v
A B ST RA T .. e e e e e anren vii
ICINDEKILER ....cooviiicteieieeeeectete ettt sttt snae et sn st iX
KISALTMALAR ve SIMGELER ......c..cooiiiiiiiininieinienseieissssisies s xiii
TABLOLAR LISTEST ..ottt XV
SEKILLER LISTEST ....oouitciiiiiit ettt ettt ese sttt n sttt es s et en e XVi
1. GIRIS VE AMAGC .....ocuiiecieeeeeee et ste sttt en sttt n sttt n et sn e esntasans 1
2.GENEL BILGILER ......coovtiiiniiirieiiisiieicee ettt sses 3
2.0 KANSET ...t 3

2.2. IMEIME KANSEIT ...vveiieiiieiie ettt ettt este et e s e steeeesreenreenee s 4

2.2.1. Meme Kanseri Epidemiyolojisi.........ccccooivriniiieieniienccscsens 4

2.2.2.Meme Kanseri EtiyolojiSi........c.cccevveiiieiiiie e 5

2.3. Meme Kanserinin TIPIEIT ......cc.oiiiiiii e 5

2.3.1. Meme Kanserinin Histolojik Alt TIpleri ..o 6
2.3.1.1.Noninvaziv (In Situ) Meme Kanseri............ccccccovrvivevenennn, 7

2.3.1.1.1.Duktal Karsinom in Situ (DKIS) .......cccceevenenee. 7

2.3.1.1.2. Lobiiler Karsinom In Situ (LKIS)...........c.......... 8

2.3.1.2. Invaziv Meme KanSeri........c.ccceeueueueueueeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeenens 8

2.3.1.2.1. invaziv Duktal Karsinom (IDK) ...............c........ 9

2.3.1.2.2. invaziv Lobiiler Karsinom (ILK)....................... 9

2.3.1.2.3. Miisin0z Karsinom............cccvevvveeiinesiiveesinnesnns 9

2.3.1.2.4. Tiibiiler Karsinom ..........cccccevvvvieeiiiiineessiinennn. 10

2.3.1.2.5. Mediiller Karsinom ..........cccccoecvvveeeiiiineesinnnnnn. 10

2.3.1.2.6. Papiller Karsinom .........ccccocvevveviieiiic e, 10

2.3.1.2.7. Invaziv Kribriform Karsinom ..........c.ccccceeeeee... 10



2.3.1.2.8. Memenin Paget Hastali@1..........cccoceviniininnne 11

2.3.1.2.9. ApoKrin Karsinom ..........ccooevveeeeienencnenennenns 11

2.3.1.2.10. Metaplastik Meme Karsinomu (MMK).......... 11

2.3.2. Meme Kanserinin Molekiiler Alt Tipleri........ccocvviiiriiiniiiieninnnn. 11
2.3.2.0. LumINal A ..o s 12
2.3.2.2.LUMINal B ..o 13

2.3.2.3. HEr 2 ZENQIN c.ocvviiiicece et 13

2.3.2.4.Triple Negatif..........ccoovveieiecece e 14

2.4. Meme Kanserinde EVIEIEME .........cccoviiiiiiiniie e 14
2.5. Meme Kanseri Tant YOntemleri.......cccooveiiiieiiieeiiiee e 16
2.5.1. MammOQrafi .......cccooviiiiiiieie e 16

2.5.2. Meme Ultrasonografi...........cccccvveviiiciieii e 17

2.5.3. Magnetik Rezonans Goriintiileme (MRG) ........cccooviiriiiiinennnnn 17

2.5.4. Positron Emisyon Tomografisi (PET) .......ccocvvvvveieiiiencnencen 17

2.5.5. Tek Foton Emisyonlu Bilgisayarli Tomografi (SPECT)............... 18

2.6. Meme Kanserinde Tedavi YONtemMICTT .....cccuvvviviiiiiiiiiieniiies e 18
2.7. MikroRNA (MIRNAIAT)....cceiiieiiiiciieeesi e 20
2.7.1. MIRNA DIOGENEZI ..o 21

2.7.2. MIRNA VE KANSEI ..ottt 22

2.7.3. MIRNA Ve Meme KaNSEr .....cccvviverieiiiiiisieieieiesie e 23

274, MIR-A8B4 ...t 26

2.8 APOPLOZ ... 27
2.8. 1. KASPAZIAT ... 29
2.8.1.1. KASPAZ 9.ttt 29

2.8.1.2. KASPAZ 3...ivieiiiie ettt 29

2.8.1.3. BCL-2 (B Hiicresi Lenfoma 2) ..........cccccvvvviiveiinncnnee. 30

2.8.2. APOPLOZ V& KNS ....c.eviiieiiiciie it 30
3.GEREC VE YONTEM ....ocooiitititctctcececeeeteectetet ettt sttt st sttt ssstsse st sesesns 32
R B € 15 (5103 [ PSP 32
I (0 )\l N 21\ R 35
3.2.1. Hasta SECIMI ..eeiuvieiiiiiiieiiieeiiee sttt ettt 36



3.2.2. Doku OrneKlerinin ALINMAS .......veeveeeeeeeeereeeeereseeeseeessessseessanes 37

3.2.3. Dokulardan RNA 1zolasyonu .............cc.cceueieueireeverecesseseseseenns 37

3.2.4. mMRNA EKspresyon ANalizi........ccccccevviiiiiveiciic e 38
3.2.4.1. RNA orneklerinden komplementer DNA (cDNA)

BIUBST .. 38

3.2.4.2. MRNA EKSPIreSYONU .......ccveiviiiiriiiiniinieieiesie e 39

3.2.5. MIRNA EKspresyon ANalizZi.........ccccocveveiieeieiiie e 40

3.2.5.1. RNA orneklerinden cDNA Eldesi ........ccccoovvvvenvciinennnn. 40

3.2.5.2. MIRNA EKSPreSYyOoNnU .........cccoeiriiininieieiene s 41

3.2.5.3. Protein Izolasyonu ve Western Blot ...........ccccceeveveeenee. 42

3.2.6. IstatiStik ANALIZ........ceveieeceerereieiceceere ettt 44

A BULGULAR ..ottt et sb ekttt sb e bt b et e nbe e b 45

4.1. EKSPIesyon SONUGIATT ......ccuviviiieiiiiiiiieii et 46

4.1.1. miR-484 EKSpresyon Profili ..o 46
4.1.1.1. Timérli ve Saghkli Dokularda miR-484 Ekspresyon

PROTIT oo 46

4.1.1.2. Malign ve Benign Tanis1 Almis Hastalarda Timdrli ve
Tiimérlii Dokuya Komsu Saglikli Meme Dokusu Orneklerinde
MiR-484 Ekspresyon Bulgulart ..........cc.coovvviiiiiieninciesins 48
4.1.1.3. Meme Kanserinin Molekiiler Alt Tiplerinde Tiimorli
ve Saglikli Dokular Arasinda miR-484 Ekspresyon
Seviyelerinin Karsilastirilmast.........cocoeeiiiiiiiiiiiiiciee, 48
4.1.1.4. Meme Kanserinin Molekiiler Alt Tiplerinde Tiimdrli
Dokular Aarasinda miR-484 Ekspresyon Seviyelerinin
Karsilastirtimast.......ocveeiiiiiiiiii e 49
4.1.15. Meme Kanserinde Malign ve Benign Timorli
Dokularda miR-484 Ekspresyon Bulgulart ...........ccccocevvninnnnne. 52
4.1.1.6. Meme Kanserinde Tiimorlii Dokularin Histolojik
Derecelerinde miR-484 Ekspresyon Bulgulari...........cc.ccocvvenee. 53
4.1.1.7. Meme Kanserinde Yas ve miR-484 Ekspresyon
Seviyesi Arasindaki IisKi .......c.cccovvevereriiiiiiiieeccee e, 55

Xi



4.1.2. Gen Ekspresyonu Bulgulart..........ccoceoviiiiiiiiiiiiiiciee 56
4.1.2.1. Meme Kanseri Timorlii ve Saglikli Dokularda Bcl-
2,Casp3,Casp9 Gen Ekspresyon Profili ...........cccccoevvevviieinenee. 56

4.1.2.1. Meme Kanseri Luminal A Molekiiler Alt
Tipinde Timorlii ve Saglikli Dokularda Bcl-2, Casp3
ve Casp9 Genlerinin Ekspresyon Profili.............cc.coceee. 57
4.1.2.2.Meme Kanseri Luminal B Molekiiler Alt
Tipinde Tiumorli ve Saglikli Dokularda Bcl-2, Casp3
ve Casp9 Genlerinin Ekspresyon Profili............ccccceeeeee. 58
4.1.2.3. Meme Kanseri Her2+ Molekiiler Alt Tipinde
Timorlii ve Saglikli Dokularda Bcl-2, Casp3 ve Casp9
Genlerinin Ekspresyon Profili............ccccoveviviiciicieene 59
4.1.2.4. Meme Kanseri Triple Negatif Molekiiler Alt
Tipinde Timorlii ve Saglhikli Dokularda Bcl-2, Casp3
ve Casp9 Genlerinin Ekspresyon Profili............c..cc......... 60
4.1.2.5. Fibroadenom Alt Tipinde Timorli ve Saglikli
Dokularda Bcl-2, Casp3 ve Casp9 Genlerinin

Ekspresyon Profili............cccooeiiiinii 61
4.1.3. miR-484 ile Bcl-2, Casp3 ve Casp9 Genleri Arasindaki
Korelasyon Bulgulart..........cccccoiiiiiiiiii 62
4.1.4.Bcl-2, Casp3, Casp9 Proteinlerinin Ekspresyon Seviyeleri ........... 63

4.14.1. Meme Kanseri Molekiiler Alt Tiplerde Tiumorli
Dokularda Bcl-2, Casp3 ve Casp9 Protein Ekspresyon

Bulgulart ..o 65
4.1.5. miR-484 ile Iligkili Sinyal YolaKIart ...........cccccoveveviverriererrerennn. 68
S.TARTISMA V& SONUC .....oiuiiiiiiitieiesiiesie ettt 70
6. KAYNAKLAR ...ttt n e 77
EKLER
OZGECMIS

Xii



Al

BRCA1
BRCA2

Car t cell
CNS

DKIiS

DSO

ECM

EMT

ER

ER
ERBB2(Her 2+)
GLOBOCAN
HR

IDK

IKK

ILK

Ki-67

LKIiS

miRNA
MMK

MRG

KISALTMALAR ve SIMGELER

: Amerikan ortak kanser konseyi
: BReast CAncer 1

: BReast CAncer 2

: Kimerik antijen reseptor tasiyan tasiyan T hiicreleri
: Merkezi sinir sistemi

: Duktal karsinom in situ

: Diinya Saglik Orgiitii

. Hiicre dis1 matriks

. Epitelyal mezenkimal gecis

: Endoplazmik retikulum

: Ostrojen reseptor

: Insan epidermal biiyiime reseptor 2
: Kiiresel Kanser Gozlem Verisi

: Hormon Reseptor

: Invaziv duktal karsinom

: Invaziv kribriform karsinom

: Invaziv lobiiler karsinom

: Hiicre proliferasyon diizenleyici
: Lobiiler karsinom in situ

: Metastaz

: mikro RNA

: Metaplastik meme karsinom

: Manyetik rezonans goriintiisii

Xiii



N
Onko-miR
P53

PET

PR

PTEN
RISC

SPECT

TME
TRAIL

Ts-miR

: Lenf nodu tutulma
: Onkogenik mikroRNA
: Timor potein 53

: Pozitron emisyon tomografisi
: Progesteron reseptor
: Protein tirozin fosfotaz ve tensin homologu
: RNA
: Tek foton emisyon tomografisi/bilgisayarl tomografi
: Timoriin boyutu

: Timor mikro ortami

: TNF iligkili apoptoz indiikleyici Ligand

: Timor Supressor mikroRNA

: mikrolitre

Xiv



Tablo 1.
Tablo 2.
Tablo 3.
Tablo 4.
Tablo 5.

Tablo 6.

Tablo 7.

Tablo 8.
Tablo 9.
Tablo 10.

Tablo 11.

TABLOLAR LISTESI

TNM siniflamasina gére Meme Kanseri evrelendirme.............c.ccocovnennne 16
Onko-miR ve Ts-miR’ler arasindaki temel farkliliklar.............ccooceveinnnnnne 23
Calismada kullanilan cihazlar. ............ccccoeiiiiiii e 32
Calismada kullanilan sarf malzemeler. ..., 33
Meme kanseri hastalarinin 6zelliKleri. ..o, 36

Klinik, histolojik ve patolojik verilere gore meme kanserli hastalarin
rUPIANAITIIMASI. ..oovviiiiiiiii s 45

Timorli ve saglikli meme doku orneklerinde miR-484 ekspresyon
PIOTHIE. oo 47

Meme kanseri hastalarinin histolojik derecelerine gore miR-484 profili. ...53

Meme kanseri protein ekspresyonu galisilan hasta listesi.........cc.coeerevrinnns 63
MiR-484 i¢in KEGG Yolak Analizi.........cccccovviiiiiiieiiiiiicic e 68
MiR-484 i¢in GO Yolak ANaliZi...........coouviniiniini it 69

XV



Sekil 1.
Sekil 2.
Sekil 3.
Sekil 4.
Sekil 5.
Sekil 6.
Sekil 7.

Sekil 8.

Sekil 9.

Sekil 10.

Sekil 11.

Sekil 12.

Sekil 13.

Sekil 14.

Sekil 15.

Sekil 16.

SEKILLER LISTESI

Kanser hiicrelerinin temel 0zelliKIeTi .........ccvviiiiiiiiiiiiieieee e 3
Meme kanseri alt tiplerinin siniflandirilmast. ...........ccooevovriiiiienciescee 6
Meme kanseri molekiiler alt tipleri ............ccoovveviiiiiiiie e 12
Meme kanserinde tedavi yONtEMICTI. ....ccvvcveieerieiieiiece s 18
MIRNA BIYOSENEZI ....eoveiiiiiieiieeie ettt saa e 22
Apoptoz intrinsik ve ekstrinsik yolak............cccooiviiiiiiii 27
Kanser ve hiicre 6liimiinden kagis yollart .........ccoccoiviiiiiiiiiiinicie 31

Calisma grubunun olusturulmasi ve c¢alismada izlenen basamaklarin
FaFZ510 (531138 151 H PR 35

Tiim hastalarin timorlii ve timorli dokuya komsu saglikli doku
orneklerinde miR-484 ekspresyon bulgulart. ...........cccoooviiieiiiiiiciiieee, 48

Meme kanserinin molekiiler alt tiplerinde tlimoérlii ve saglikli dokular
arasinda miR-484 ekspresyon bulgulart...........cccoooviiiiiiiiiii e, 49

Timorli dokuda molekiiler alt tiplerde miR-484 ekspresyon profilinin
Karsilastirtlmast. .......ooeeiiiiire e s 51

Meme Kanserinde (K&tii Huylu) Malign ve (Iyi Huylu) Benign tiimérlii
dokularda miR-484 ekspresyon bulgularinin karsilastirilmast..................... 52

Timorli dokularda histolojik derecelerine gére miR-484 ekspresyon
DULGUIATLL. ©oiiiiici 54

Meme Kanserinde yas ve miR-484 ekspresyon seviyesi arasindaki
KOTEIASYON ...t 55

Meme kanseri tiimorlii ve saglikli dokularda Bcl-2,Casp3 ve Casp9 gen
ekspresyon bululart ..o 56

Meme kanseri Luminal A molekiiler alt tipinde timorli ve timorli
dokuya komsu saglikli dokularda..............ccooiiiiini 57

Sekil 17. Meme Kanseri Luminal B molekiiler alt tipinde tiimérlii ve tiimoérlii dokuya

komsu saglikli dokularda Bcl-2, Casp3 ve Casp9 genlerinin ekspresyon
seviyesi ve birbirleriyle karsilastirtlmast .........ccoccceeviiiiiiinin e, 58

Xvi



Sekil 18.

Sekil 19.

Sekil 20.

Sekil 21.

Sekil 22.

Sekil 23.

Sekil 24.

Meme Kanseri Her 2+ molekiiler alt tipinde tiimorlii ve tiimorlii dokuya
komsu saglikli dokularda Bcl-2, Casp3 ve Casp9 genlerinin ekspresyon
seviyesi ve birbirleriyle karstlagtirtlmast..........ccccovciiiiiiiiiii i 59

Meme Kanseri Triple Negatif molekiiler alt tipinde timorlii ve timorlii
dokuya komsu saglikli dokularda Bcl-2, Casp3 ve Casp9 genlerinin
ekspresyon seviyesi ve birbirleriyle karsilastirtlmast..........c.ccoeveiiieennn. 60

Meme Kanseri Fibroadenom grubunda tiimorli ve tiimdrli dokuya
komsu saglikli dokularda Bcl-2, Casp3 ve Casp9 genlerinin ekspresyon
seviyesi ve birbirleriyle karstlagtirtlmast ..........ccccoooiiiiiiiiiiinieeeeee 61

miR-484 ile Bcl-2, Casp3, Casp9 genleri arasindaki korelasyon bulgulari . 62

Meme Kanseri Luminal A,Luminal B,Her2+,Triple negatif Molekiiler alt
tiplerinde ve fibroadenom grubumuzda Bcl-2,Casp3,Casp9 ve beta aktin
protein membran EOTUNtHICTL. .........viieieiiieie e s 64

Meme kanseri molekiiler alt tiplerde tiimérli dokularda Bel-2, Casp3 ve
Casp9 protein ekspresyon bulgular1 ve gen ekspresyon bulgulariyla
Karstlastirilmast.. .....eeeiieieiiii e 67

MIR-484 KEGG HaBt MaP.......ccoiiiiiiiiieie i 68

XVil



1. GIRIS VE AMAC

Meme kanseri Diinya Saglik Orgiitii (DSO) tarafindan 3 evreye ayrilmistir. Evre | ve
Evre II “diisiik evre” Evre III ise “yiiksek evreli” kabul edilmistir. Ayrica timoriin
histopatolojik 6zelliklerine gore meme kanseri Luminal A, Luminal B, Her2+, Triple

negatif olmak {izere molekiiler alt tiplere ayrilmigtir (Nascimento ve Otoni, 2020).

Meme Kanserinin multifaktoriyel bir hastalik olmasi, heterojen olmasi ve koti
prognoz sergilemesi hastalarda tedaviyi zorlagtirmaktadir. Meme kanseri hastalarinda
cerrahi tedaviler, radyoterapi gibi lokal tedaviler ve kemoterapi, hormonal tedavi,
hedefe yonelik tedaviler gibi geleneksel tedavi yontemleri tercih edilmektedir. Ancak
meme kanseri tedavisi i¢in daha etkili tedavi stratejilerine ihtiya¢ duyulmaktadir
(Bou-Dargham ve ark., 2021).

mikroRNA’lar (MiRNA) kanser hiicrelerinde proliferasyon, invazyon, metastaz ve
apoptoz gibi birgok hiicresel aktivitelerin diizenlenmesinde gorev alirlar. Kanser
hiicrelerinde bu yolaklarin diizenlenmesinde rol alan miRNA’lardan biri de miR-484
olarak gosterilmistir. miR-484’iin, baz1 kanserlerde yliksek oranda eksprese edildigi
ve onkogenik roller sergiledigi (Li ve ark., 2017; Yang ve ark., 2016; Vecchione ve
ark., 2013; Wang ve ark., 2019), buna karsilik baz1 kanserlerde ise ekspresyonunun
diisiik olup tiimor baskilayict olarak gorev yaptigi gosterilmistir (Zare ve ark., 2018;
Hu ve ark., 2017; Lu & Lu, 2015).

Kanser, apoptoz yoklugunun malign hiicrelerin hayatta kalmasiyla sonuglandigi
durumlardan biridir. Apoptozun diizenlenmesinde intrinsik ve ekstrinsik ¢esitli yollar

rol oynamaktadir.

Bu yilizden sunulan tez calismasinda, literatiir verilerinden hareketle miR-484’{in

meme Kanserinin  gelisiminde roliinliniin  olabilecegi, ayrica miR-484’{in



ekspresyonunun farkli kanserlerde farkli roller iistlenmesinden dolay1 da iyi huylu-
koti huylu tiimorde, meme kanserinin molekiiler alt tiplerinde ve diisiik-yiiksek evre

meme kanserindeki roliiniin belirlenmesi amacglandi.

Ayrica sunulan tez ¢alismasinda, ¢esitli meme kanser alt tiplerinde miR-484 ve
apoptoz arasindaki olast iligkiyi belirlemek i¢in apoptozda goérevli olan proteinlerden
Bcl-2, Casp3 ve Casp9 ekspresyon seviyelerinin arastirilmasi amaglandi. Boylece,
meme Kanserinin agresiflik kazanmasinda miR-484’iin bir roliiniin olup olmadiginin
aciga cikartilmasi, Bcl-2, Casp3 ve Casp9 genlerini hedefleyip hedeflemedigi
belirlenmeye calisildi. Bunun i¢in ¢alismamizda meme kanseri tanisi almig 42
hastanin timorlii ve saglikli doku 6rneklerinde miR-484’lin ekspresyon seviyesi,
Bcl-2, Casp3 ve Casp9 gen ve protein ekspresyon seviyeleri Real-Time PCR ve

western blot ile analiz edildi.



2.GENEL BIiLGILER

2.1. Kanser

Kanser normal hiicrelerin diizenli biliyime ve c¢ogalmalarin1 saglayan
mekanizmalardan kacarak kontrolsiiz bir sekilde cogalmasiyla karakterize olan
hastalik grubudur. Anormal ¢ogalmalarini primer timoriin bulundugu yerden farkl
bir yerde de gostermektedirler. Kanserler; kokenlerine, tiimor kitlesinde bulunan
hiicrelerin heterojenitesine ve mutasyon durumuna gore farkli seviyede cesitlilik
gosterirler. Biiyiime faktorlerine ihtiyag duymadan biiyliyebilme, sinirsiz boliinme
potansiyeli, apoptoz ve bagisiklik sisteminden kagma, angiogenez, invazyon ve
metastaz, genetik mutasyonlar, enerji metabolizmasimni degistirme gibi kanser
hiicrelerini normal hiicrelerden ayirt eden 6zellikleri vardir (Hanahan ve Weinberg,
2011; Senga ve Grose, 2021) (Sekil 1).
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Sekil 1. Kanser hiicrelerinin temel 6zellikleri (Biorender).



2.2. Meme Kanseri

Kanallar, lobiiller veya aradaki doku gibi memenin farkli kisimlarinda meydana
gelen meme kanseri tiirleri vardir. Meme kanserinin tipi, etkilenen spesifik hiicreler
tarafindan belirlenir. Meme kanserleri, hangi hiicre orijininin tutulduguna bagh
olarak, karsinomlar ve sarkomlar olmak {izere iki genis smifa ayrilabilir.
Karsinomlar, memenin lobiilleri kaplayan hiicrelerden ve siit yapmaktan sorumlu
terminal kanallardan olusan epitelyal bileseninden kaynaklanan meme kanserleridir.
Sarkomlar, memenin miyofibroblastlar1 ve kan damari1 hiicrelerini igeren stromal
bilesenlerinden kaynaklanan daha nadir bir meme kanseri formudur (primer meme
kanserinin %1'i). Bu gruplar her zaman yeterli kategoriler degildir, ¢iinkii bazi

durumlarda tek bir meme tiimori farkli hiicre tiplerinin birlesimi olabilir.

Cogu meme kanseri karsinomdur. Biiylik karsinomlar grubu icinde, birincil timor
bolgelerine gore invazivliklerine gore tanimlanan bir¢ok farklt meme kanseri tiirii
vardir. Her birinin farkli prognozlart ve tedavi etkileri oldugu i¢in gesitli alt tipleri

dogru bir sekilde ayirt edebilmek onemlidir (Feng ve ark., 2018).
2.2.1. Meme Kanseri Epidemiyolojisi

2020 Globocan verilerine gore diinyada 19,3 milyon kanser vakasi vardir ve son 1 yil
icerisinde yaklasik 10 milyon kanser 6liimii meydana gelmistir. Kanser diinyada en
fazla morbidite ve mortalite nedenidir. Akciger kanseri, tahmini 1.8 milyon 6liimle
(%18) kanser nedenli 6liimlerin 6nde geleni olmaya devam ederken, bunu kolorektal
(%9.,4), karaciger (%8.3), mide (%7,7) ve meme kanseri (%6,9) izlemektedir. Meme
kanseri en sik teshis edilen kanser tiriidir. Tim kanser vakalarmin %11,7 si,
yaklasik olarak 2,3 milyon kadardir. Bunu sirayla akciger (%11,4), kolorektal
(%10,0), prostat (%7,3) ve mide (%5,6) kanserleri izlemektedir (Sung ve ark., 2021).

Meme kanseri diinya ¢apinda kadinlarda en sik teshis edilen kanser tiiriidiir (Liang ve
ark., 2020). Kadinlarda teshis edilen kanserlerin %30’u meme kanseridir (Siegel ve
ark.,2020). Erken teshis ve tedavi yontemlerindeki gelismeler sag kalimi
artirmaktadir (Liang ve ark., 2020).



2.2.2.Meme Kanseri Etiyolojisi

Meme kanseri bircok faktorden etkilenen kompleks bir hastaliktir. Genetik ve
genetik olmayan faktorlerin meme kanseri gelisiminde etkili oldugu bilinmektedir.
BRCA1, BRCA2 genindeki kalici mutasyonlar meme kanserinin %2,5’unu
olusturmaktadir (Britt ark., 2020). PTEN, ATM, p53 gen mutasyonlar1 da riski artiran
diger genetik faktorler arasindadir. Cinsiyet, yas, aile gecmisi, kalitsal yatkinlik,
menarsin erken olmasi, menopozun gecikmesi, ilk gebelik yasinin biiyiik olmasi ve
diisiik parite gibi tireme faktorleri meme kanseri riskini artirmaktadir. Ayrica 6strojen
hormonu, yasam tarzi, sigara ve alkol tiiketimi, diyet, obezite gibi faktorlerde

maligniteyi artirict etmenler arasindadir (Sun ve ark., 2017).
Risk Faktorlerti;

Cinsiyet; Kadinlarin meme kanseri olma riski daha fazladir.
Yas; Artan yasla birlikte kansere yakalanma olasiligi da artar.

Aile Gegmisi; 1. derece akrabalarinda meme kanseri bulunanlarda hastaliga

yakalanma riski 2-3 kat artmustir.

Erken Menars; meme kanseri riskini artirir. Her 1 yillik gecikme ise hastaliga

yakalanma riskini %5 azaltir.

Ge¢ Menopoz; meme Kkanseri riskini artirir. Her 1 yillik gecikme, hastaliga

yakalanma riskini %3 artirir.

Dogum; Yasamin daha ileriki yillarinda yapilan dogumlar kansere yakalanma riskini
artirdigi gibi, her ek dogumda meme kanseri riskini %10 azaltmaktadir. Alkol

tilketimi, diyet, obezite gibi faktorlerde maligniteyi artirici etmenler arasindadir (Sun
ve ark., 2017).

2.3. Meme Kanserinin Tipleri

Meme kanserleri degisken morfolojik ve biyolojik 6zelliklere sahiptir. Dolayisiyla
farkli klinik davranig gosterir ve tedaviye farkli yamit verir. Meme kanserinin
siniflandirilmasi hastaligin teshisinin dogru koyulmasini ve tiimoriin davranisinin

nasil olacaginin tahmin edilmesini saglar (Tsang ve Tse, 2020).



Meme kanserinin morfolojik ¢alismasi i¢in, tiimoriin memenin epitelyal bileseniyle
siirli olup olmadigini veya ¢evredeki stromayi istila edip etmedigini anlamaliyiz ve
bu tiimorin meme kanallarinda mi1 yoksa loblarda mi ortaya ¢iktig1 ancak
histopatolojik uygulamada tiimoriin hiicre igindeki kesin konumundan ziyade alt
siiflamalarina ek olarak hiicre tipi 6zellikleri, hiicre sayisi, salgi tipi ve yerlesimi,
immiinohistokimyasal profil ve mimari 6zellikler tiimoriin ¢esidinin ne oldugunu

belirler (Nascimento ve Otoni, 2020).

Meme kanseri temel olarak histolojik ve molekiiler alt tip olmak tizere 2 ana gruba

ayrilmaktadir(Sekil 2).
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Sekil 2. Meme Kanseri alt tiplerinin siniflandirilmas: (Deshmukh ve ark., 2019).

2.3.1. Meme Kanserinin Histolojik Alt Tipleri

Histolojik olarak meme kanseri bazal membranla iliskisine gore siniflandirildiginda
non invaziv (%25) ve invaziv (%75) olmak iizere 2’ye ayrilmaktadir (Deshmukh ve
ark., 2019).



2.3.1.1.Noninvaziv (in Situ) Meme Kanseri

Meme Kanseri in situ; duktal karsinom in situ (DKIS) ve lobiiler karsinom in situ
(LKIS) olmak {iizere 2 gruba ayrilir. ikisi arasindaki temel fark terminal kanal ve

alveol tutulumunun kapsami ve derecesidir (Alkabban ve Ferguson, 2022).
2.3.1.1.1.Duktal Karsinom in Situ (DKIS)

DKIS, aym1 zamanda intraduktal karsinom olarak da adlandirilir, bazal membran
icinde smirli anormal epitel hiicrelerinin proliferasyonu ile karakterize, invaziv
olmayan bir meme kanseridir. Bazal membran tabakasinin bozulmasi, taniyi
DKiS'den invaziv meme kanserine doniismesini saglar. DKIS, miyoepitelyal hiicre
bazal membrani ile smirli meme duktal-lobiiler iinitesindeki epitel hiicrelerinin
klonal proliferasyonudur. Bu miyoepitelyal hiicre tabakasina hapsedilmesi onu
invaziv meme karsinomundan ayirir. Invaziv meme kanseri igin bir dncii olarak
kabul edilir. Histolojik olarak DKIS, mimari 6zelliklere, niikleer dereceye ve/veya
nekroz varligma gore siiflandirilir. DKIS, diisiik, orta veya yiiksek olarak belirlenen
lic niikleer derece olarak smiflandirilir. Diisiik niikleer dereceli DKIS, tek tip boyut
ve sekle sahip kiiciik hiicreler ve gbze carpmayan niikleollerle karakterizedir. Yiiksek
niikleer dereceli DKIS, pleomorfik ¢ekirdekli, belirgin niikleollii ve sik mitozlu
biiyiik hiicrelerden olusur. Ozellikler, diisiik veya yiiksek niikleer dereceli DKIS
kriterlerini karsilamadiginda orta niikleer dereceli DKIS dikkate aliir. Orta niikleer
dereceli DKIS, niikleer boyut ve sekilde hafif ila orta derecede degisikliklere ve

degisken miktarda mitoz ve belirgin niikleollere sahiptir.

Yiiksek niikleer dereceli DKIS'nin invaziv meme kanserine doniisme olasilig1 daha
yiiksektir. Duktal karsinoma in situ en yaygin olarak ele gelen bir kitle olmadan
ortaya ¢ikar ve en yaygin olarak tarama mamogramlarinda bulunur. DKIS
derecelendirmeye (grade) gore (disiik, orta, yiiksek), histopatolojik yapisina gore
(solid, papiller, mikropapiller ya da kribriform), nekroz igerip igermemesine gore

(komedo ve nonkomedo) siniflandirilir (Tomlinson-Hansen ve ark., 2022).

Evre 0 meme kanseri (DKIS), meme kanallarmin astarryla smirli neoplastik meme

hiicreleri tarafindan tanimlanir ve meme kanserinin invaziv olmayan bir asamasi



olarak kabul edilir. Bu nedenle uzak metastaz veya 6liim riski yoktur. %90'indan

fazlasi rutin tarama ile teshis edilir (Haji ve Hurvitz, 2021).
2.3.1.1.2. Lobiiler Karsinom In Situ (LKiS)

In situ meme kanserinin diger bir tipi de Lobiiler Karsinom in situ (LKIS) dur.
LKiS’nin ilk tanim1 80 yil 6ncesinde Foote ve Stewart tarafindan yayinlanmistir

(Schnitt ve ark., 2020).

LKIS, yuvarlak ve oval sekilli, gdze ¢arpmayan sitoplazmali, polarize olmayan
hiicrelerin monomorfik, diizensiz bir proliferasyonudur. Hiicre sinirlar1 belirsizdir.
Mitotik aktivite yoktur (Wen ve ark.,2018). En son DSO siniflamasinda, klasik
LKIS, tip A ve/veya B epitel hiicrelerinin proliferasyonu ile karakterize lezyonlarin
tanimlamak i¢in kullanilan terimdir. Tip A hiicreler, tek tip hiperkromatik
cekirdeklere sahip kiigiik hiicrelerdir, B tipi hiicreler ise boyut ve sekil olarak hafif
degiskenlik gosteren ve kiiciikk niikleollere sahip biraz daha biiyiik vezikiiler
cekirdeklere sahiptir (Schnitt ve ark., 2020). LKIS; klasik lobiiler karsinom in situ,
Polimorfik lobiiler karsinom in situ ve florid karsinom in situ olmak iizere 3 gruba
ayrilmaktadir. LKIS 1n morfolojik alt tipleridir (Kuba ve ark., 2021). LKiS 45-50 yas
araliginda olan kadinlarda daha sik goriilmektedir. Ortalama ortaya c¢ikma yasi
49’dur. Cogu kadmin asemptomatik oldugu ve vakalarin ¢ogunda rastgele muayene
sonucunda ortaya ¢ikmaktadir. LKIS, invaziv meme karsinomunun hem bir risk
faktorii hem de zorunlu olmayan bir &nciisii olarak kabul edilmektedir. iki tarafli
ortaya ¢ikma egilimindedir. LKIS; DKIS'den daha az yaygmdir. Her ikisinde de
genellikle hormon reseptorii pozitif ve Her2 negatiftir (Wen ve ark.,2018; Sokolova
ve Lakhani, 2021).

2.3.1.2. invaziv Meme Kanseri

Invaziv meme Kanseri’nin en bilinen tipleri invaziv duktal karsinom (IDK) ve

invaziv lobiiler karsinom (ILK)’dur.

IDK, meme kanserinin en yaygin seklidir. Invaziv kanserlerin yaklasik %50-70’ni

olusturmaktadir. ILK ise yaklasik %10°u kadardur.


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Wen%20HY%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=29413653
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Wen%20HY%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=29413653

Bir de yeterli morfolojik 6zellik gostermeyen meme kanserinin alt tipleri vardir.
Miisindz karsinom, tiibiiler karsinom, mediiller karsinom, papiller karsinom,
kribriform karsinom, memenin paget hastaligi, apokrin karsinom ve metaplastik

karsinom en yaygin goriilen alt tiplerdendir (Alkabban ve Ferguson, 2022).
2.3.1.2.1. Invaziv Duktal Karsinom (IDK)

IDK 'ler 'spesifik tip yok' olarak simiflandirilabilir ¢iinkii bu tiimérler karakteristik bir
histolojik tip olarak belirlenmek igin yeterli morfolojik Ozellikler gostermezler;
ayrica yeterli ayirt edici 6zellikler ve belirli hiicresel ve molekiiler davranis
gdsteriyorlarsa “zel tip” olarak kabul edilebilirler. IDK 'spesifik tip yok' olarak da
bilinen en yaygin invaziv karsinomdur ve tiim invaziv meme karsinomlarinin

yaklagik %50 ila %70'ini olusturur (Alkabban ve Ferguson, 2022).
2.3.1.2.2. invaziv Lobiiler Karsinom (ILK)

Invaziv meme kanserlerinin yaklasik %10’ unu olusturmaktadir. IDK’dan sonra en
stk goriilen meme Kanseri tiiridiir. Fibroz bir stroma iginde tek sirali lineer bir
modelde tek tek dagilmis veya organize edilmis birbirleriyle yapisik olmayan
hiicrelerden olusur. Hormon replasman tedavisi ve gelismis tani tekniklerinin yaygin
kullanim1 nedeniyle son yillarda 6zellikle menopoz sonrasi bayanlarda ILK sayisinda
artis goriilmektedir. ILK genellikle LKIS ile iliskilidir (Wilson ve ark.,2021;
Limaiem ve Ahmad, 2022).

2.3.1.2.3. Miisinoz Karsinom

Memenin miisindz karsinomu, tiim meme karsinomlarinin yaklasik %2'sini olusturan
nispeten nadir bir meme kanseri alt tipidir. En son DSO meme tiimorleri
siniflandirmasina gore, miisindéz karsinom, 6zel bir meme kanseri tiirii olarak
simiflandirilir. Tiimoriin hiicreselligine bagli olarak miisindz karsinomlar saf tip
miisindz karsinom ve karigik tip miisindz karsinom olmak iizere 2 tiptedir. Saf tip,
timoriin %90'indan fazlasinda hiicre dist miisin tiretimine sahip tiimor dokusundan

olusurken, karigik form ayrica miisin icermeyen bir duktal epitelyal bilesen igerir.

Miisin6z meme kanseri, diisiik niiks oran1 ve diisiik lenf nodu metastazi insidansi ile

olumlu bir prognoza sahiptir. Ostrojen reseptorii (ER), progesteron reseptdrii (PR)



Insan epidermal biiyiime faktorii reseptorii 2 (ERBB2 eski adiyla Her2) ifadesinin

olmamasi ile karakterizedir (Limaiem ve Ahmad, 2022).
2.3.1.2.4. Tiibiiler Karsinom

Memenin tiibiiler karsinomu, invaziv meme kanserlerinin yaklasik %1 ila 2'sini
olusturan belirgin, daha az agressif, diisik dereceli nadir goriilen bir meme
karsinomudur. Uzak metastaz yapma egiliminin diisiik olmasi nedeniyle olumlu bir
prognoz tasir. Her yas grubunda goriilebilmesine ragmen ortalama baglangi¢ yasi 54-
60 arasidir. Postmenopozal kadinlarda goriilme olasiligi yiiksektir (Limaiem ve
Mlika, 2021). ER ve PR'nin yaygin ekspresyonuna sahiptir ve Her2 ekspresyonundan
yoksundur (Jenkins ve ark., 2021)

2.3.1.2.5. Mediiller Karsinom

Aksillar lenf diigiimlerinde diisiik tutulum oranlariyla iliskili invaziv karsinom
tipidir. Daha iyi klinik sonug verir. Tiim vakalarin yaklasik %3-5’inden sorumludur.
BRCA geninde mutasyon goriilmektedir. Genellikle 30-40°11 yaslarda hastalar1 etkiler
(Nascimento ve Otoni, 2020). Hastalarin ¢ogunda tek taraflidir. Ancak aile dykiisii
varsa ¢ift taraflidir. ER, PR ve Her2 ifadesinin {i¢iiniinde negatifligi ile karakterizdir.

Triple negatif meme kanseri olarak siniflandirilir (Jenkins ve ark., 2021).
2.3.1.2.6. Papiller Karsinom

Bu Meme Kanseri tiirleri genislemis kanallardan ve miyoepitelyal hiicre icermeyen
fibrovaskiiler cekirdekli papiller yapilar igceren kistlerden olusur. Papiller meme
kanserleri nadirdir. Teshis edilen tiim meme kanserlerinin yaklasik %0.5'ni
olusturur. En sik menopoz sonrasi kadinlarda goriiliir. Cogunlukla meme ucunun
altinda bulunan anormal meme kitlesi ile birlikte kanli meme bas1 akintisini igerir.
ER, PR ekspresyonu pozititken, Her2 ekspresyonu eksikligi ile karakterizedir
(Jenkins ve ark., 2021).

2.3.1.2.7. invaziv Kribriform Karsinom

Invaziv kribriform karsinom (IKK), nadir goriilen bir primer meme kanseri tiiriidiir.
Tiim meme kanserlerinin %0,4’{inii olusturmaktadir. Ilk defa 1983 yilinda ayr bir

histolojik tip olarak Page ve arkadaslari tarafindan ortaya ¢ikarilmustir. Iyi prognoza
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sahiptir. ER, PR hormon pozitifligi, Her2 ekspresyonu negatifligi ile karakterizedir
(Jenkins ve ark., 2021).

2.3.1.2.8. Memenin Paget Hastahgi

Nadir goriilen meme hastaliklarindandir. Tiim meme kanserlerinin %1-3"i kadardir.
Hem erkek hem de kadinlar etkilenebilmektedir. Bu hastalik meme basi ve areolada
ortaya ¢cikmaktadir. Kirmizi kagintili dokiintii seklindedir. Genellikle tek taraflidir ve
areola yerine hastalik 6nce meme basinda goriilmektedir. Bu da diger cilt

problemlerinden ayrimi saglamaktadir (Akram ve ark., 2017).
2.3.1.2.9. Apokrin Karsinom

Sinirlar1 kesin olarak belirlenmis biiyiik atipik hiicrelerin proliferasyonu, bol
eozinofilik sitoplazma, biiylik c¢ekirdekler ve tiimér hiicrelerinin  %90'indan
fazlasinda belirgin niikleoller ile karakterize nadir bir meme kanseri tiirli apokrin
karsinomdur. Tim meme malignitelerinin %4'inii olusturur. Apokrin karsinomlar,
ER ve PR hormon negatifligi, androjen reseptorii (AR) ve briit kistik hastalik sivi
protein-15'in (GCDFP-15) pozitifligi ile karakterizedir. Her2 ise pozitif ya da negatif
olabilir. Her2 agir1 ekspresyonu apokrin karsinomlarin %50’sinde goriiliir. Her2
negatifligi ise apokrin karsinomlarda ¢ok nadir goriilen triple negatif apokrin

karsinomdur (Ismail ve ark., 2021; Sun ve ark., 2020).
2.3.1.2.10. Metaplastik Meme Karsinomu (MMK)

1973 yilinda Huvos ve ark tarafindan ilk kez ortaya ¢ikmuistir. Metaplastik meme
karsinom (MMK) nadir goriilen meme karsinomudur. Tiim meme Karsinomlarin
yaklasik %0,2-5’1 kadarimi olusturur. MMK kétii prognoza sahiptir ve genellikle
triple negatiftir. ER, PR ve Her2 hormonlar1 negatiftir (Hasbay ve ark., 2019).

2.3.2. Meme Kanserinin Molekiiler Alt Tipleri

Meme tlimorlerindeki heterojenlik ve tiimor histolojisi molekiiler temelli ve
patolojiye dayali meme Kanseri siiflandirilmasimin gerekliligini ortaya koymustur.
Meme kanseri hormon reseptorlerinin (HR), ER ve/veya PR, ERBB2 eski adiyla
Her2 ve hiicre proliferasyon diizenleyicisinin (Ki-67) farkli ifadesine gére molekiiler

alt tiplere ayrilmaktadir (Richard ve ark., 2021; Nascimento ve Otoni, 2020).
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2000 yilinda Perou ve arkadaglart bu genlerdeki ekspresyon seviyelerine gore
timorleri dort molekiiler alt tipte siniflandirarak meme kanserinde molekiiler profil

olusturmay onerdi (Sekil 3).

X Luminal A (ER+ ve/veya PR+ ve Her2— ve diisiik Ki-67 seviyesi),

<> Luminal B (ER+ ve/veya PR+ ve /veya Her2+ ve yiiksek Ki-67 seviyesi),

<> HER?2 ile zenginlestirilmis (ER— ve PR—/Her2+)

X TNBC (ER— ve PR— ve Her2 —) (Perou ve ark., 2000; Pellegrino ark., 2021)

Luminal meme Kanserleri tim meme kanserlerinin yaklasik %70’ini olusturan
timorlerdir. Luminal A ve Luminal B olmak tizere 2 tipi vardir (Lukasiewicz ve ark.,
2021).

Hicre proliferasyon potansiyeli ve timor derecesi

yi &,
%,
Prognoz 4’77})
LUMINAL A Q
O’@’/&/
LUMINAL B
HER2+
'y
@/bof
@/‘e

A TNBC of
Koth
Prognoz

ER & PR HER2 TNBC

Hormon ifadesi

Sekil 3. Meme kanseri molekiiler alt tipleri (Zubair ve ark., 2021).

2.3.2.1. Luminal A

Luminal A, invaziv meme kanserlerinin %40 ila %50'sini temsil eden en yaygin

molekiiler alt tiptir. Tiim molekiiler alt tipler arasinda en iyi prognoza sahiptir. Yavas
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biiyiime egilimindedir. Metastaz, niiks ihtimali azdir. Bu alt tip ER ve/veya PR
pozitiftir, Her2 negatif ve Ki-67 seviyeleri diigiiktiir (Lukasiewicz ve ark., 2021;
Feng ve ark., 2018).

2.3.2.2.Luminal B

Luminal A’dan sonra en sik goriilen ikinci molekiiler alt tiptir. Luminal A’nin aksine
Luminal B tiimoérleri daha kotii prognoza sahiptir, daha yiiksek dereceye sahiptirler.
ER pozitiftirler ve PR negatif ve/veya Her2 pozitif olabilirler. Metastaz orani
Luminal A’ya go6re fazladir. Ayrica proliferasyonla iliskili genlerin yiiksek
ekspresyonuna sahiptir (Lukasiewicz ve ark., 2021).

2.3.2.3. Her 2 Zengin

Her2, 1980'lerin ortalarinda kanser hiicresi biiylimesini uyaran bir onkogen olarak
tanimlandi. 4 tip reseptor igerir; Herl, Her2, Her3 ve Her4. Bu dort reseptor arasinda
Her2 reseptorleri, akciger, meme, yumurtalik ve bobrek kanseri gibi farkli kanser
tirlerinde asir1 eksprese edilmektedir (Pallerla ve ark., 2021). Her2 pozitif meme
kanseri, tim meme kanserlerinin %10-20'sini olusturmaktadir. Erbb2/Her2 geninin
amplifikasyonu ve 17ql12 lokusundaki ilgili kinaz reseptdr proteininin asiri
ekspresyonu ile karakterize edilir. ER+ meme kanseri tiplerine gore daha da

agresiftir ve niiks oran1 yiiksektir (Schettini ve Prat, 2021).

Her2 asir1 ekspresyonu, gelismis tiimor bliylimesi, geleneksel kemoterapiye daha az
yanit ve genel olarak azalmis sagkalim ile iligkilidir. Her2 pozitif meme kanserinin
tek basina kemoterapdtik ajanlarla tedavisinde yanit zayiftir. Her2 reseptoriine karsi
anti-timor ozelliklerine sahip monoklonal antikorlar gelistirilmistir (Pallerla ve ark.,
2021). Ik kullanilan monoklonal antikor trastuzumab Her2+ meme kanserinde
uygulanan neoadjuvan, adjuvan ve metastatik ortamlarda kemoterapi ile birlikte
ortalama sagkalim {izerinde iyilestirici etkisinin oldugu goriilmektedir. Giin gegtikce
de trastuzumab’a ek anti Her2+ ajanlar gelismekte ve Her2+ tiimoriin dogal seyri

degiserek sag kalim artmaktadir (Marchio ve ark., 2021).
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2.3.2.4.Triple Negatif

TNBC, tiim meme kanseri vakalariin yaklasik %10-20'sini olugturan meme kanseri
alt tipidir. ER, PR ve Her2 ckspresyonlar1 yoktur. TNBC c¢ok cesitli genetik,
immiinofenotipik, morfolojik ve klinik 6zelliklere sahiptir. Hr + ve Her2 + tiimor
tiplerine géore TNBC'nin baslangi¢ yas1 daha erken, metastatik potansiyeli ve niiks
olasilig1 ¢cok daha yiiksek sagkalim oranlarinin daha diisiik olmasi gibi kotii klinik
sonuglari ile olduk¢a agresif bir klinik seyri vardir (Garrido-Castro ve ark., 2019;
Magbool ve ark., 2022). TNBC, yeni arastirmalara gore, her biri kendi gen
ekspresyon profillerine ve ontolojilerine sahip alt1 alt tipe ayrilabilir. ER'lerin,
PR'lerin, Her2 ekspresyonunun ve standart kemoterapiye direng Ongoriiciilerinin
olmamasi, spesifik TNBC ilag tedavilerinin tasarlanmasin1 zorlastirmaktadir

(Magbool ve ark., 2022).
2.4. Meme Kanserinde Evreleme

Meme kanseri de dahil olmak iizere bircok kanser tiiriinde klinik sonuglari tahmin
etmede Amerikan Ortak Kanser Komitesi (American Joint Committee on Cancer-
AJCC) evreleme sistemi kullanilmaktadir (Fei ve ark.,2021). ilk defa 1977°de
yayimlanmistir ve diizenli olarak diizeltmelerle giincellenmektedir. 8. baskisi ocak
2018’de yaymlanmistir (Aldrees ve ark., 2021). AJCC TNM sistemi kanserleri
birincil timoériin (T) boyutuna, yayginligina, bolgesel lenf diigiimlerinin tutulup
tutulmamasma (N) ve uzak metastazin (M) varligmma veya yokluguna gore
smiflandirilir (Aldrees ve ark., 2021). Kanser evrelemesinin temel amaglari; hastanin
prognostik sonucunu tahmin etmek, hastaligin yayginligini, ciddiyetini belirlemek ve

bireysel tedavi planlarin1 yapmaya yardimci olmaktir (Fei ve ark., 2021) (Tablo 1).
. Tiimoriin Boyutu (T)

Tx; Tlimdriin boyutu saptanamamaktadir.

TO; Primer timdr yoktur.

Tis; Karsinoma in situ

DKIS; Duktal karsinoma in situ
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LKIS; Lobiiler karsinoma in situ
T1; Timdriin boyutu 2cm’den kiigiiktiir.
T2; Tiimoriin boyutu 2 ile 5 cm arasindadir.

T3; Tiimoriin boyutu 5 cm’den biiytiktiir.

T4; Gogiis duvar1 veya meme i¢inde biiyiiyen her boyuttaki tiimor.

o Lenf Nodu Tutulumu (N)

NX; Lenf nodu saptanamamaktadir.

NO; Lenf nodu metastazi yoktur.

N1; 1-3 aksiller lenf nodu tutulumu vardir.
N2: 4-9 aksiller lenf nodu tutulumu vardir.
N3; 10°dan fazla lenf nodu tutulumu vardir.
o Metastaz (M)

MX: Uzak metastaz saptanamamaktadir.
MO: Uzak metastaz yoktur.

M1: Uzak metastaz vardir.
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Tablol. TNM smiflamasina gére Meme Kanseri evrelendirme (Koh ve Kim, 2022).

Evre Timor Nod Durumu Metastaz
Evre 0 Tis NO MO
Evre 1A T1 NO MO
Evre 1B TO N1 MO
T1 N1 MO
Evre 2A TO N1 MO
T1 N1 MO
T2 NO MO
Evre 2B T2 N1 MO
T3 NO MO
Evre 3A TO N2 MO
T1 N2 MO
T2 N2 MO
T3 N1 MO
T3 N2 MO
Evre 3B T4 NO MO
T4 N1 MO
T4 N2 MO
Evre 3C T (Herhangi) N3 MO
Evre 4 T (Herhangi) N (Herhangi) M1

2.5. Meme Kanseri Tan1 Yontemleri

Meme kanserinde hastalarin erken tespiti ve izlenmesi tedaviye erken baglamak i¢in
bir avantajdir. Meme kanseri memedeki agri, ele gelen bir kitle ve akabinde uygun
goriintiileme teknikleriyle teshis edilmektedir. Goriintiileme teknikleri teshis,
hastaligin gidisatin1 izlemede ve tedaviye yanit1 saptamada Onemlidir. Farkli
durumlarda farkli goriintiileme yontemleri kullanilmaktadir (Hamed ve ark., 2018;
Jafari ve ark., 2017).

2.5.1. Mammografi

Meme kanseri taramasinda mammografi altin standart olarak kullanilmaktadir.
Memede olan kitle ve lezyonlari, ciltteki degisimleri, meme bas1 akintisin1 ve

kalinlasmasini inceler. Kitle ve lezyonlar1 timore doniisme asamasinda tespit
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etmektedir. DKIS, LKiS ve IDK teshisinde mamografi en iyisidir. Manyetik
Rezonans Gériintiileme (MRG) ve ultrasondan iistiindiir. Ancak ILK'yi saptamak igin
de biyopsi, mamografiden daha ¢ok tercih edilmektedir. Mammografinin

kullanilmasinin mortalite de %19°luk bir azalmaya yol agtig1 ispatlanmustir (Jafari ve
ark., 2017).

2.5.2. Meme Ultrasonografi

Meme ultrasonografisi, meme dokusunda akustik dalgalarla tiimdrleri tespit eden,
uygun maliyetli ve yaygin olarak bulunabilen bir tarama aracidir. Meme kanseri riski
yiiksek olan kisilere, hamile kadinlara ve mamografi yaptiramayacak olan kisilere
meme ultrasonografisi 6nerilmektedir. Mamografiye gore daha az verimli olmasina
ragmen kist ve kati Kkitlelerin saptanmasina yardimcidir. Meme ultrasonografisi
meme Kkanseri riski yiiksek olan kisilerde tespit oranlarini artirir (Wang ve ark.,
2017).

2.5.3. Magnetik Rezonans Goriintiilleme (MRG)

MRG, memedeki daha sonra biyopsi alinmasi gereken Kkitleleri analiz etmek i¢in
mamografideki X i1smlarinin aksine manyetik alan kullanan standart bir tekniktir
(Zubair ve ark., 2021). MRG, radyo frekans sinyalleri ile gilicli manyetik alan
uygulayarak farkli kesitlerde goriintii olusturmaktadir. Meme ultrasonagrafisi ve
mammografi ile karsilastirildiginda spesifikligi azdir. Fakat BRCA mutasyonlu ve
yiiksek meme kanseri riski olan meme kanseri hastalarinda kiigiik boyuttaki

timorleri saptamak i¢in kullanilmaktadir (Wang ve ark., 2017).
2.5.4. Positron Emisyon Tomografisi (PET)

PET ve SPECT, meme kanseri hastalarinin tanisinda kullanilabilecek diger
goriintilleme teknikleridir. PET teknigi, pozitron yayan radyoaktif izotoplar
kullanmaktadir. PET 50 yasindan kii¢iik yogun meme dokusu olan ve MMG ile
dogru sonuca varilamayan hastalarda tercih sebebidir (Hamed ve ark., 2018). PET
gorlintiileme ¢ok hassas ve en 6nemli goriintiileme yontemlerinden biridir. Kanser
hastalarinda spesifik tani, kesin evreleme ve tedavi yaniti i¢in ¢ok dnemli molekiiler

goriintiileme ¢esididir (Miladinova ve ark., 2019).
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2.5.5. Tek Foton Emisyonlu Bilgisayarh Tomografi (SPECT)

SPECT (Tek Foton Emisyonlu Bilgisayarli Tomografi) teknigi, gama fotonlar1 yayan
izotoplar1 kullanmaktadir. Hastaligin tanisinda kullanilabilecek bir diger goriintiileme
yontemidir. Meme kanserinin kemik metastazini yiiksek duyarlilik ve ozgiillik ile
kolayca teshis etmektedir. SPECT viicutta olugan metastazi saptamak icin MRG’den

iistlin bir yontemdir.

Gelecekte PET/CI ve SPECT/CI yontemlerinin hibrit kullanilmasi yiiksek teshis
dogrulugu ile hizli bir sekilde tiim viicut goriintiilemesini daha da kolaylastiracaktir

(Ahmadpour ve Hosseinimehr, 2019).

2.6. Meme Kanserinde Tedavi Yontemleri

MEME KANSERINDE TEDAVI YONTEMLERI

2o

[ LOKAL TEDAVI } {SiSTEMiKTEDAVi}

N\ |

CERRAHITEDAVILER  RADYOTERAPI + HORMONALTEDAVI
* RADIKALMASTEKTOMI Eigl?FTEE\SglzlELiKTEDAvi
+ MODIFIYE RADIKAL MASTEKTOMI ot

* MEME KORUYUCU CERRAHI

Sekil 4. Meme Kanserinde tedavi yontemleri (Bou-Dargham ve ark., 2021).

Meme kanserinde tedaviyi belirlemek i¢in dncelikle timoriin primer veya metastaz
olup olmadigini, meme kanserinin alt tipini ve kanserin hangi evrede oldugunu

belirlemek gerekmektedir.

Erken evre (I veya II) tiimorler i¢in cogu hastaya (%49) lumpektomi art1 radyoterapi;

hastalarin %34'i tek basina mastektomi veya kemoterapi/radyoterapi ile birlikte
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mastektomiyi se¢cmektedir. Evre III meme kanseri teshisi konan hastalar (%68)
arasinda en yaygin tedavi ise adjuvan kemoterapi/radyoterapi ile mastektomidir.
Metastatik meme kanserine (IV) gelince, kadinlarin %56's1 tek basma radyasyon

tedavisi/kemoterapi almaktadir.

Hastalarin %62’sine tan1 konuldugunda meme de timor bolgesel bir yerdeyken,
%?31’inde sentinel lenf diiglimlerine ve %6’sinda ise uzak bolgelere metastaz yapmis
durumdadir. Metastatik olmayan meme tiimorii olan hastalarda ama¢ memedeki
tiimorii ve komsu lenf diigiimlerini temizlemek ve tiimoriin metastazin1 6nlemektir

(Bou-Dargham ve ark., 2021).

Metastatik olmayan meme kanserinin lokal tedavisi, cerrahi tedaviler (radikal
mastektomi, modifiye radikal mastektomi, meme koruyucu cerrahi) ve radyoterapi
ile gerceklesmektedir. Meme kanseri alt tipi, hastaligin tiim evreleri i¢in olasi
tedaviyi belirlemek icin kullanilir ve uygulanan sistemik tedaviyi belirler. Sistemik
tedavi ozellikle viicuda yayilma potansiyeli olan metastazlarin kontroliine dayanan
hastaliksiz sag kalimi iyilestirmek i¢in tercih edilir. HR+ tiimorleri i¢in endokrin
tedavisini, Her2+ tiimorleri igin Her2 hedefli ajanlari ve TNBC i¢in tek basina
kemoterapiyi igerir (Shien ve ark., 2019) (Sekil 4).

Bu tiir tedavilere ragmen direncin devam ettigi ve daha etkili tedavi yontemlerine
thtiyacin oldugu durumlarda ise hedefe yonelik tedavi yontemleri devreye
girmektedir. Bunlar EGFR hedefli terapiler, PARP inhibitorleri, DK4/6 inhibitorleri,
anti-Her2 antibodyleri gibi hedefe yonelik tedaviler ve Car-T cell tedavisi gibi

immiinoterapiler umut 15181 olmaktadir (Bou-Dargham ve ark., 2021).
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2.7. MikroRNA (miRNA’lar)

MikroRNA’lar (miRNAlar), transkripsiyon sonrast hedef mRNA’larin translasyonel
baskilanmasini veya parcalanmalarini saglayarak gen ekspresyonunu diizenleyen ve
tiirler arasinda yiiksek oranda korunan 19-25 niikleotid uzunlugundaki kodlamayan
kiigiik tek iplik¢ikli RNA molekiilleridir (Lu ve Rothenberg, 2018; Correia de Sousa
ve ark., 2019). miRNA’lar ilk olarak 1993 yilinda, nematod tiirii Caenorhabditis
elegans solucanlarinin gelisimsel siiregleri tizerine yapilan genetik c¢alismalar
sirasinda tanimlanmigstir. 2001 yilinda kodlamayan RNA’larin bir smifi olarak
resmen tanimigtir Geligim, farklilagsma, hiicre dongiisli, ¢ogalma ve apoptoz dahil
olmak iizere neredeyse tiim biyolojik yollarda 6nemli rollere sahiptirler (Conti ve
ark., 2020). miRNA'lar doku homeostazinin ve hiicre sinyallemesinin kontroliinde
anahtar rol oynar ve gen ekspresyonunun transkripsiyon sonrasi diizenlenmesinde
islev goriir (Lima ve ark., 2021). miRNA’lar hedefledikleri genleri tanima 6zelligine
sahiptirler.

Hedefledikleri genler kendi baz dizileriyle eslesen genlerdir. Baz eslesme 6zelligi
sayesinde hedef mRNA’ya baglanir. Bu da ya mRNA’nin yikilmasina ya da protein
translasyonunun engellenmesine neden olur (Loh ve ark., 2019). Bununla birlikte,
miRNA’lar birden fazla mRNA’ya baglanabilir ve ayni1 sekilde bir mRNA birden
fazla miRNA tarafindan diizenlenebilir (Stavast ve Erkeland, 2019). mikroRNA'larin
(miRNA) diizensizligi, miyokard enfarktiisii, kardiyovaskiiler hastaliklar, diyabet,
obezite ve kanser dahil olmak {izere bir¢cok insan hastalig1 i¢cin belirte¢ olarak
kullanilabilmektedir (Hamam ve ark., 2017). TargetScan c¢alismalarma gore,
miRNA'lar tiim insan genlerinin ii¢te birini diizenler (Lewis ve ark., 2005) ve
anjiyogenez (Goradel ve ark, 2019), metastaz gibi kanserle ilgili gelismeler de dahil

olmak tizere ¢esitli stireglerin temel diizenleyici olarak gorev yaparlar.
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2.7.1. miRNA biogenezi

miRNA'lar, yiiksek diizeyde spesifik etkilesimler ve karmagsik diizenleyici aglar
yoluyla farkli dokularda ve gelisim asamalarinda gen ekspresyonunun anahtar

transkripsiyon sonrasi diizenleyicileri olarak islev goriir (Loh ve ark., 2019).

Tamimlanmis miRNA’lar ya intragenik ya da intergeniktir. Intragenik kisim
intronlardan ya da ekzondan islenirken, intragenik kisim kendi promotdrleri

tarafindan diizenlenir ve konak¢1 gene bagimli olmayarak kopyalanur.

miRNA biyogenezi miRNA'nin (pri-miRNA) RNA polimeraz 1l veya RNA
polimeraz III tarafindan birincil pri-miRNA transkripsiyonu ile ¢ekirdekte baglar.
Pri-miRNA'lar, bir RNase Il enzimi olan Drosha ve onun yardimer faktori bir RNA
baglayict protein (DiGeorge Sendromu Kritik Bolge 8) DGCRS8'den olusan
mikroiglemci kompleksi tarafindan taninir, pri-miRNA'y1 parcalayarak yaklasik 70-
100 niikleotid sa¢ tokasi yapisindaki pre-miRNA'ya doniisiir. Bu sekilde olusturulan
pre-miRNA’nin 2 niikleotit 3’ ¢ikintis1 Exportin-5 tarafindan taninir. Exportin-5, pre-
miRNA'y1 bozulmadan korur ve onu ¢ekirdekten sitoplazmaya tasir. Exportin-5,
Ran-GTP ve pre-miRNA {iglii bir kompleks olusturur ve Ran-GTP'nin Ran-GDP'ye
hidrolizi ile ii¢lii kompleksin konformasyonu degisir ve bdylece pre-miRNA
sitoplazma igine serbest birakilir. Sitoplazma igerisine salinan pre-miRNA’nin
olgunlagmasi DICER olarak bilinen RNaz III enzim tarafindan gergeklesir. Cift
iplikli 18-24 niikleotid biiyiikliigiinde kilavuz ve yolcu iplige sahip miRNA
dupleksini olustururlar. Yolcu iplik genelde degrede olur. Kilavuz iplik argonaut
(Ago 1-4) proteinleriyle birleserek RISC (RNA 1nduced-silencing complex) ile
kompleks olusturmaktadir. RISC miRNA ve mRNA’nin eslesmesini saglayarak
mRNA’nin ya translasyonunun engellenmesine ya da yikilmasina sebep olur (Salim
ve ark., 2022; Rani ve Sengar, 2022) (Sekil 5).

21



Pol 1D Gekirdek \\ Sitoplazma E
MRNFAS \\ o i Rile™ -l
1 ‘ X 52 miRNA _u@

~TRBP duplex
\ ‘Rlllb Rilla

\\ " DICER1 —
Pri-miRNA ! / @

@ XPOS II)IJR'SC
AAA RanGTP
mRNA
/ o D,
| > .
Pre-miRNA [ | GW182|
/ 1 \

‘ | -
islenme 9 DGCRS | ko\/mLAAA’ |
~E88 _—DROSHA / s /| .00
- = / P-bod 4 —
RI;\I%OOE{'(“a /] o0, e
: AAA // Translasyonel baskilanma

mRNA’nin pargalanmasi

Sekil 5. miRNA biyosentezi (Karabulut ve ark., 2018).

2.7.2. miRNA ve Kanser

miRNA’larin fonksiyonlarindaki ya da ifade diizeyindeki degisimler basta kanser
olmak iizere bir¢ok hastalifin gelisiminde rol oynamaktadir. Kanserle iligkili
miRNA’lar hedef aldiklart mRNA’lara bagli olarak onkogenik miRNA’lar (Onko-
mIR) ve tiimor siipressor miRNA’lar (Ts-miR) olarak 2 gruba ayrilir. Onko-miR'in
kanserde anormal derecede yiiksek ekspresyonu, hedefindeki mRNA'lara dogrudan
baglanip tiimdr baskilayici genlerin ekspresyonunu asagi regiile etmesi kanser
hiicrelerinin bliylimesine, hareketliligine ve metastazina yol agar. Bu da tiimoriin
ilerlemesine katkida bulunur (Inoue ve Inazawa, 2021). Ts-miR’lerin yiiksek
ekspresyonu ise hiicre biiylimesini, apoptozu, immiin hiicre gelisimini ve diger
kanserlerle iliskili olaylar1 diizenleyerek tiimor olusumunu baskilamaktadir. Bazi
kanserle iliskili miRNA’lar, dokuya 6zgii bir sekilde hareket edebilirler, boylece bazi
miRNA’lar farkli kanserlerde onkogenik veya tiimor baskilayict rollere sahip
olabilmektedir (Fridrichova ve Zmetakova, 2019). Onko-miR ve tiimor baskilayict
miRNA’larin baskilanmasi veya uyarilmasi, kanser hiicresinin ¢ogalmasini, timor

biliylimesini, metastaz olusumunu ve hiicrenin hayatta kalmasi gibi olaylarin
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diizenlenmesini saglamaktadir (Oliveto ve ark., 2017). Onko-miR ve Ts-miR’lerin

farklar1 Tablo 2’de 6zetlenmektedir.

Tablo2. Onko-miR ve Ts-miR’ler arasindaki temel farkliliklar

Tiimoér Supressor miRNA Onkogenik miRNA

1. Timdr olusumunu negatif olarak diizenler. | 1. Timoér olusumunu pozitif olarak

2. Anormal hiicre biiylimesini inhibe eder. dazenler.

3. Apoptozu diizenler. 2. Anormal hiicre biiylimesini destekler.

3. Apoptozu inhibe eder.

Kanserli hiicre ve saglikli hiicrelerde miRNA'lar farkli sekilde eksprese edilir.
Anormal miRNA ekspresyonu genomik miRNA kopya sayilar1 ve gen konumundaki
farkliliklardan (mutasyon, amplifikasyon, delesyon ve translokasyon) kaynaklanir. B
hiicreli kronik lenfositik 16semide miRNA ekspresyonu ile kanser gelisimi arasindaki
iliski ilk kez tanimlanmistir. Bu hastalarda 13q14 kromozom bolgesi ve miR-15a
/16a kiime geninde kayip olmustur, bu da bu miRNA'larin muhtemel timor

baskilayici oldugunu gostermektedir (Calin ve ark., 2002).
2.7.3. miRNA ve Meme Kanseri

miRNA’lar, hastalig1 teshis etmek veya metastaz ve tedavi hakkinda yeni bilgiler
vermek icin kullanilabilecek tanisal ve prognostik hedefler olarak muazzam bir

potansiyele sahiptirler (Nair ve ark., 2021).

Son arastirmalar, cesitli meme kanserinde dolagimdaki miRNA'larin seviyeleri ile
prognoz arasinda korelasyonun oldugunu gostermektedir (Nair ve ark., 2021).
miRNA’lar, kanser olusumunun baslangig, invazyon ve metastazinda apoptoz, otofaji
ve epitelyal-mezenkimal gecisin diizenlenmesi, anjiogenez yolaklarinda rol
oynayarak meme kanseri gelisiminde yer almaktadir (Mcguire ve ark., 2016). Ayrica
miRNA'larin meme kanseri hiicrelerinin kemoterapotik ilaglara karsi direncini de

etkiledigi bulunmustur (Ghafouri-Fard ve ark., 2021). Baska bir ¢aligmada da meme
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kanserinde miRNA’larin tiimor derecesini belirlemeye yardimci oldugu gosterilmistir

(Cava ve ark., 2014).

Kanser, apoptozunun yoklugunun malign hiicrelerin hayatta kalmasiyla sonu¢landigi
durumlardan biridir. Apoptozun diizenlenmesinde ¢esitli yollar rol oynamaktadir. Bu
yollarin herhangi bir kisminda defektler meydana gelebilir, bu da hiicrelerin malign
transformasyonuna, tiimor metastazinin kolaylasmasina ve antikanser ajanlara karsi
direncin indiiklenmesine neden olmaktadir. miR-7-5p, meme kanseri hiicrelerinin

apoptozunu diizenleyen miRNA’larin bir 6rnegidir (Loh ve ark., 2019).

Meme kanserinin 6nemli Ozelliklerinden biri de hiicre proliferasyonudur.
Proliferasyondaki diizensizlik memede tiimor olusumunun nedenlerinden biridir.
Hiicre ¢ogalmasi ve baskilanmasi arasinda dengenin korunmasi hiicre dongiisiiniin
diizgiin ilerlemesi i¢in sarttir. Hiicre dongiisiinde siklinlerin, protein kinazlarin artan
ekspresyonu hiicre dongiisiinde diizensizliklere neden olmaktadir. miRNAlar hiicre
dongiisiinde siklin protein ailesi, protein kinazlar gibi siire¢lerin kontroliinde
gorevlidir. miRNA’lar tarafindan kinaz inhibitdrlerinin asagi regiilasyonu da meme
kanseri hiicre canliligini artirmaktadir. miR-497, miR-16, and miR-30c-2-3p, miR-
483-3p, miR-143, miR-26a-5p bu miRNA’lardan sadece bazilaridir (Loh ve ark.,
2019).

Epitelyal-mezenkimal ge¢is (EMT), meme kanseri metastaz kaskadinin 6nemli bir
ozelligidir, kanser hiicrelerinin kok hiicre benzeri 6zellikler kazanmasini saglar ve
goc, istila yeteneklerini kolaylastirir. Tiimor olusumuda kritik derecede dnemlidir.
Kanser hiicreleri ilaca direngli hale gelir ve kanser oOnleyici ilaglarin sitotoksik
etkisinden kagma yetenegi kazanmaktadir. Ek olarak, bu hiicreler invaziv 6zellik

kazanir, boylece metastazi tesvik etmektedir (Parfenyev ve ark., 2021).

miRNA’lar, ya ana transkripsiyon faktorlerinin efektér molekiilleri olarak ya da
ekspresyonlarinin modiilatorleri olarak EMT’de belirleyici bir rol oynamaktadir. Son
zamanlarda, miRNA’larin, silirece ana katkiyr yapan miR-200 ailesi ile EMT nin
kritik diizenleyicileri arasinda oldugu ortaya c¢ikmistir (Loh ve ark., 2019).
miRNA’lar, endotel hiicre fonksiyonunu etkileyerek dogrudan veya anjiyogenezi

onleyen veya destekleyen proteinlerin {iretimini degistirerek dolaylt olarak
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anjiyogenezi etkileyebilmektedir (Wang ve ark., 2021;Wang ve ark., 2018).
Anjiyogenez, 6nceden var olan tiimdrlerden yeni kan damarlart olusturmak i¢in ¢ok
adimli ve karmasik bir siirectir. MikroRNAlar, kanser biiylimesi ve metastazinda

onemli bir bilesen olan tiimdr anjiyogenezini diizenlemektedir.

Anjiyogenez diizenlemesinin yeni molekiiler 6zelliklerinin tanimlanmasi ve kanser
ilerleme stratejilerinin  daha iyi anlasilmasi, yeni terapotik seceneklerin
gelistirilmesine olanak saglayacaktir. Anjiyogenezde yer alan ¢ok sayida gen
miRNA’lar tarafindan diizenlenmektedir. Bu nedenle miRNA-hedef etkilesim
aglarinin belirlenmesi, meme kanserinde anti-anjiyojenik tedaviyi ve yeni tanisal

biyobelirtegleri tanimlamada faydali olacaktir (Hussen ve ark., 2021).

Ozellikle, organa dzgii kolonizasyon, hiicre digt matris (ECM) ile birlikte bagigiklik
hiicreleri, endotelyal hiicreler, fibroblastlar, adipositler gibi kanserli olmayan hiicre
cesitlerinden olusan tiimor hiicreleri ve tiimor mikro-ortam1 (TME) arasindaki
dinamik ve karsilikli iligkiye dayanmaktadir. Farkli meme kanseri alt tiplerinin, farkli
molekiiler mekanizmalar tarafindan yonetilen farkli metastatik bolge tercihleri

gosterdigi bulunmustur (Wang ve ark., 2021).

Erken evre meme kanserli hastalarin yaklasik %20 ila %30’u uzak metastaz
yagamaktadir. Hasta oOliimlerinin yaklasik %90’1, tekrarlayan veya metastatik

hastaliklara dayali komplikasyonlardan kaynaklanmaktadir.

Uzak metastazlarin belirli organlara dagilimi, kanserin alt tipleri, kanser hiicrelerinin
molekiiler ozellikleri, konak¢i immiin mikrogevresi ve c¢apraz konusma ve
etkilesimler gibi birgok faktor tarafindan diizenlenen “metastatik organotropizm”

olarak bilinen rastgele olmayan bir stiregtir.

Meme kanserinin histopatolojik alt tiplerine gére metastatik yayilimi farklanir.
IDK’lar akcigerlere, uzak lenf diigiimlerine ve merkezi sinir sistemine metastaz
yapma egilimindeyken, ILK’nin periton, gastrointestinal sistem ve yumurtaliklarda

ti¢ kat daha fazla metastaz1 vardir (Cheng ve ark., 2017).
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2.7.4. miR-484

Kanser etiyolojisine yonelik yapilan en son arastirmalar epigenetigin kanserde kilit
rol oynadigimmi gostermektedir (Wu ve ark., 2015). Gen ekspresyonunun ana
diizenleyicisi olarak kabul edilen miRNA’lar kanserin ilerlemesi, metastaz, apoptoz,
otofaji ve epitelyal-mezenkimal gecisin diizenlenmesi, anjiogenez ve ilag direncinde
rol oynamaktadir ve son zamanlarda da miRNA’lar kanserde teshis, prognoz ve
tedavi hedefleri i¢in molekiiler belirteg¢ olarak karsimiza ¢ikmaktadir (Ghafouri-Fard
ve ark., 2021). Kanser hiicrelerinde bu sinyal yolaklarinda rol oynayan
miRNA’lardan birisi de miR-484’tiir. MiR-484 insanlarda 16p13.11 iizerinde
lokalize olup 22 niikleotidden olusmaktadir (Jia ve ark., 2022). Bir¢ok kanserde rol
oynadigi bilinmektedir. Bazi kanserlerde onko-miR, bazilarinda ise ts-miR olarak
davrandigi bulgular arasindadir (Wang ve ark., 2019; Hu ve ark., 2017; Li ve ark.,
2017; Merhautova ark., 2015; Vecchione ve ark., 2013). Hepatoseliiler karsinom,
renal karsinom, yumurtalik kanseri ve metastatik kolon kanserinde miR-484’{in
onkogenik olarak davrandigi ve hasta prognozuyla iliskili oldugu goriilmektedir
(Wang ve ark. 2019; Merhautova ve ark., 2015; Vecchione ve ark., 2013; McGuire
ve ark., 2015). Benzer sekilde akciger kanserinin ilerlemesinde ise miR-484’{in
ekspresyonunun artmasi apoptozu engelleyerek tiimor proliferasyona katki saglayip
onkogen olarak islev gordiigii calismalardan bir digeridir (Li ve ark., 2017). Servikal
kanserde miR-484’lin timor supressor oldugu gorilmiistir. miR-484’in asirt
ekspresyonunun hiicre proliferasyonunu baskiladigi, apoptozu destekledigi de veriler
arasindadir (Hu ve ark., 2017). miR-484'in mide kanserinde tiiméorli ve komsu
tiimorlii olmayan dokular1 kiyaslandiginda kanserli dokularda asagi regiile edildigi
gosterilmigtir. miR-484'lin asag1 regiilasyonu, mide kanseri hiicrelerinde hiicre
¢ogalmasini, goglinii ve istilasini arttirdigi bulunmustur. Bu veriler de miR-484’iin
timor siipressor oldugunu desteklemektedir (Li ve ark., 2020). Meme Kkanseri
hastalarinin serum Orneklerinde ise miR-484’lin ekspresyonun yiiksek oldugu,
onkogenik miRNA olarak gorev yaptigr goriilmiis, hiicre proliferasyonunu artirdig
bildirilmistir (Ye ve ark., 2015; Zearo ve ark., 2014). Goriildiigi gibi miR-484 ile

ilgili az sayida ¢alismada birbirleriyle ¢eliskili veriler yer almaktadir.
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2.8. Apoptoz

Apoptoz terimi ilk defa 1972 yilinda Kerr ve arkadaglari tarafindan tanimlanmistir
Yunanca’dan tiireyen bu kelime agagtan diisen yaprak anlamina gelmektedir.
(Apo:ayr1 Ptotis: diisen) (Kerr ve ark., 1972). Apoptoz; ihtiya¢ duyulmayan,
fonksiyonlarini yerine getiremeyen, biyolojik gorevini bitirmis veya hasarlanmis olan
hiicrelerin yok edilmesini saglayan programli hiicre 6liimiidiir. Apoptoz, i¢ dengenin
saglanmasinda ve yarari olmayan hiicrelerin yok edilmesinde 6nemli rol
oynamaktadir. Apoptoz mekanizmasi olduk¢a komplekstir. intrinsik ve ekstrinsik
olmak iizere iki temel yolak tarafindan aktiflestirilmektedir (Singh ve ark., 2022)
(Sekil 6).

Kaspaz 9 .

e et
¢xp
-— APAF - 1

Kaspaz 9

Hiicresel Hedefler +—— BLEELE

Sekil 6.Apoptozda rol oynayan intrinsik ve ekstrinsik yolaklar (Singh ve ark., 2022)
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Dintrinsik Yolak: Bu yolak hiicre ici sinyalleriyle aktiflesmektedir. DNA hasari,
endoplazmik retikulum (ER) stresi, oksidatif stres gibi tetikleyicilere yanit olarak
mitokondriyal biitiinliik tehlikeye girmektedir. Tetikleyiciler Bcl proteinini indiikler,
bu da mitokondrinin dis zarinda gegirgenlige neden olur. Mitokondriyal biitiinliikteki
bozulma sitokrom C ve ikinci mitokondri tiirevli kaspaz aktivatori (SMAC;
DIABLO) gibi i¢ zar proteinlerinin salinmasina yol agar. Sitokrom C Apaf 1
apoptozom adli ¢oklu protein yapisini olusturur; bunlara kaspaz 9’da baglanarak
apoptoz indiiklenir. Aktiflesen kaspaz 9 kaspaz 3,6,7,9,10’u da aktiflestirerek kaspaz
kaskadini baglatir. Bel proteinleri mitokondriyal bagimli apoptozda ¢ok 6nemli rol
oynamaktadir. Hiicrenin apoptoza gidip gitmeyecegine karar vermektedir.
Proapoptotik ve antiapoptotik olarak hareket edebilmektedir. Proapoptotik genler
BAX, BCL-10, BIK, BAK, BLK, BAD, BIM, BID, PUMA ve NOXA'y1 igerirken,
anti-apoptotik genler BCL-2, BAG, BCL-XS, BCL-XL, BCL'yi igermektedir
(Kesavardhana ve ark., 2020; Singh ve ark., 2022).

2) Ekstrinsik Yolak: Bu yolak o&liim reseptorlerine 6lim  ligandlarinin
baglanmasiyla aktiflesmektedir. Ekstrinsik yolakta apoptoz 6liim reseptorleri olarak
bilinen hiicre zar1 proteinleri tarafindan baslatilir. Bu reseptorler FAS, TNFR1,
TNFR2, TRAIL-R1 (DR4), TRAIL-R2 (DRS5) reseptorleri FASL, TNFa, TRAIL
(TNF iligkili apoptoz indiikleyici ligand) ligandlarinda baglanir ve bu durum adaptor
proteinlerinde baglanmasi i¢in zemin olusturur. Her bir 6liim bdlgesi reseptore
Ozgiidiir. Adaptor proteinler Fas icin FADD; TNFR1 ve TNFR2 i¢in TRADD dur.
Boylelikle o6liimiin baslamasini saglayan reseptor-ligand ve adaptor protein
kompleksi olusmustur. Bu da prokaspaz-8 ve 10’un aktifleserek kaskadi baglamasina
neden olmaktir. Artik apoptoz indiiklenmistir. Ya baslatict kaspazlar efektor
kaspazlar1 aktiflestirecektir ya da BCL ailesi iiyelerinden BID’1 uyararak apoptoz
intrinsik yoldan devam edecektir. (Abd-elhamid ve ark., 2020; Carneiro B ve El-
Deiry 2020; Van ve Lamkanfi, 2019). Apoptozun intrinsik yolaginda Bcl-2
proteinleri gorev yapmaktadir. Kaspazlar ise her iki yolakta da yer almaktadir (Singh
ve ark., 2022).
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2.8.1. Kaspazlar

Kaspazlar, sistein proteazlaridir. Aspartik asit kalintilarindan sonra hedeflenen
proteinleri parcalarlar. Hem immiin hem de immiin olmayan hiicrelerde eksprese
edilirler ve kaspazlarin ¢ogu, homeostaz sirasinda yapisal olarak eksprese edilir.
Kaspazlar, prokaspazlar adi verilen enzimatik olarak aktif olmayan zimojenler olarak
tiretilmektedir. Aktivasyon ic¢in dimerizasyon veya oligomerizasyona ugramalari
gerckmektedir. Aktiflestiklerinde hiicre 6liimii baslamaktadir (Kesavardhana ve ark.,
2020).

Kaspazlar, islevlerine ve yapilarina gore alt tipe ayrilan 14 proteinli sistein proteaz

ailesine aittir:
1. ENFLAMATUAR kaspazlar -1, -4, -5, -11, -12, -13 ve -14;
2. BASLATICI kaspazlar -2, -8, -9 ve -10 ve

3. EFEKTOR kaspazlar -3, 6- ve -7 olmak iizere 3 gruba ayrilirlar (Singh ve
ark.,2022).

2.8.1.1. Kaspaz 9

Kaspaz 9, kromozom 1 iizerinde bulunan CASP9 geni tarafindan kodlanir. Intrinsik
apoptoz yolu i¢in bir baglatic1 kaspaz gorevi goren Prokaspaz-9, monomer olarak
bulunur ve ii¢ alandan olusur: N-terminal 6n alani, biiyiik ve kii¢lik bir alt birimden

olusur ( Li ve ark., 2017).
2.8.1.2. Kaspaz 3

Casp3 geni tarafindan kodlanir. Biiylik ve kiigiik alt birimlerden olusmaktadir.
Oncelikle olgunlasmamis sekilde sentezlenir. Inaktif haldedirler, dimerizasyon ile
aktiflesirler. Aktiflestiklerinde apoptozu geri doniisiimsiiz olarak indiiklemektedir.
Her 2 yolakta da gorevlidir (Kashyap ve ark., 2021). Apoptoz disinda doku
farklilagmasi, rejenerasyon ve noral gelisimde de islevleri bulunmaktadir (Asadi ve

ark., 2021).
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2.8.1.3. BCL-2 (B Hiicresi Lenfoma 2)

Intrinsik apoptoz yolagmin diizenlenmesi ve yiiriitiilmesinin anahtari, hem pro-
apoptotik hem de anti-apoptotik tiyeleri igeren BCL-2 (B Hiicresi Lenfoma 2) ailesi
proteinleridir (Singh ve ark., 2022). Bcl-2 geni tarafindan kodlanan Bcl-2 proteini,
anti-apoptotik bir rol oynar ve hiicre 6liimiinii inhibe ederek hiicrelerin uzun siire
hayatta kalmasina neden olur. Bcl-2 bir¢ok kanserde asir1 eksprese edilir ve tiimoriin
baslamasina, ilerlemesine ve tedaviye karsi direngli olmasina katkida bulunur

(Honma ve ark., 2015; Singh ve ark., 2022).

2.8.2. Apoptoz ve Kanser

Apoptozdaki dengesizlikler bazi hastaliklara neden olmaktadir. Bu hastaliklardan biri
de kanserdir. Kanser hiicre proliferasyonu ve hiicre oliimii arasindaki dengenin
bozulmas1 ve hiicrelerin apoptozu gerceklestirecek 6liim sinyallerini alamamasiyla
ortaya ¢ikmaktadir. Bu durum apoptotik yolaklarin herhangi bir adiminda problem
meydana getirebilmektedir (Singh ve ark., 2022).

Tiimorlii hiicrelerin apoptozdan kagabilecegi ya da hiicre oliimiine karsi direng
gelistirebilecegi  cesitli  faktorler vardir. Bunlardan bazilar1  kaspazlarin
ekspresyonundaki diisiis, inhibitér apoptoz protein ailesinin (IAP) ekspresyonundaki
artig, p53’deki mutasyonlar, sinyal yollarindaki reseptorlerin ve Bcl-2 proteininin
dengesinin bozulmasidir (Sekil 7) (Singh ve ark., 2022).
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diizensizlik

Sekil 7. Kanser ve hiicre dliimiinden kagis yollar1 (BioRender).

BCL-2
proteinindeki
diizensizlik
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3.GEREC VE YONTEM

3.1. Gerecler

Sunulan tez ¢alismasinda tiim molekiiler ¢alismalar Erciyes Universitesi Betiil Ziya

Eren Genom ve Kok Hiicre Merkezi’'nde gergeklestirilmis olup asagidaki Tablo

3’deki geregler kullanilmustir.

Tablo 3. Calismada kullanilan cihazlar.

Kullanilan Cihaz ve markasi

Kullanim Yeri

Hassas Terazi, Sonyo

Tartma isleminde

Gilson Mikropipet seti

Izolasyon, PCR ve Western ¢alismalarinda

Sigma Santrifiij cihazi

Santrifiijleme islemlerinde

Scilogex Doku pargalayici

RNA izolasyonunda doku par¢alamada

Sensquest Labcycler PCR cihazi

cDNA sentezlenmesinde

Light Cycler 480 Il Roche Ekspresyon cihazi

RT-PCR islemi ve analizinde

Heidolph Vortex cihazi

Kimyasallarin homojenizasyonunda

Heidolph shaker cihazi

Protein izolasyonunda

Pequlab Perfect Spin

Kimyasallarin spin edilmesinde

Gilson GmcLab Spin

PCR Plate spin edilmesinde

Shimadzu- Biotech Nano

Spectrophotometer

Bio-Spec

RNA saflig1 ve konsantrasyonunun belirlenmesinde

Pipet Tabancasi, Gilson

Kimyasal hazirlamada

—20°C Blok

-20 derece sicaklik gerektiren ¢aligmalarda

+ 4°C Blok

+4 derece sicaklik gerektiren ¢alismalarda

Siemens Buzdolabi

Kimyasallarin saklanmasinda

Siemens -80°C dolap

Kimyasallarin uzun siireli saklanmasinda

BioRad shaker

Tamponlarin hazirlanmasinda

ChemiDocGoriintiillemeSistemi

Proteinlerin goriintiilenmesinde

Biorad marka SDS PAGE sistemi

Proteinlerin yiiriitiilmesinde

Promega Elisa reader cihazi

Proteinlerin 6l¢iilmesinde
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Tablo 4. Calismada kullanilan sarf malzemeler.

Sarf Malzemeler ve markasi

Kullanim Yeri

TriPure Isolation Reagent, Roche

RNA izolasyonu

Kloroform, Merck

RNA izolasyonu

Izoproponol, Merck

RNA izolasyon

%70 Etanol, Merck

RNA izolasyonu

Iscript cDNA izolasyon kiti, Biorad

cDNA eldesi

SYBR green supermix, Biorad

Gen ekspresyonu

Primer Casp3, Casp9, Bcl-2 Oligomer

Gen ekspresyonu

miRNA gRT-PCR TB Green Kit, Takara

miRNA ekspresyonu

Primer miRNA 500 reaksiyon miR 484, Takara

mMiRNA ekspresyonu

1,5 ml ve 2 ml’lik ependorf tiip, Greiner

Molekiiler iglemlerin yapilmasinda

Niikleaz free water, Qiagen

Primerlerin sulandirmasi ve RNA

izolasyonu i¢in

Trisma base, Sigma

Western blot analizi

Glycine, Sigma

Western blot analizi

Sodium dodesil sulphate, Biorad

Western blot analizi

Readygel-4-15 %, Ready Gel, Biorad

Western blot analizi

Tris-HCL, Sigma

Western blot analizi

Sodium Cloride

Western blot analizi

Tween 20, Sigma

Western blot analizi

Nonfat dry milk, Biorad

Western blot analizi

Western ECL substrate, Biorad

Western blot analizi

2-mercaptoethanol, Sigma

Western blot analizi
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Methanol (Alkol metilico), Sigma

Western blot analizi

Immun-Blot PVDV- Membrane for protein

blotting, Biorad

Western blot analizi

Phosphatase reaction buffer, Sigma

Western blot analizi

4x laemli buffer, Biorad

Western blot analizi

Protese inhibitor coctail, Sigma

Proetinlerin izolasyonunda

Sodium floriir, Sigma

Proetinlerin izolasyonunda

Cell extraction buffer, Invitrogen

Proetinlerin izolasyonunda

DC protein assay reagent a+s+b kit, Biorad

Proteinlerin 6l¢timiinde

96’lik Well plate, Roche

Proteinlerin 6l¢glimiinde

Biorad standart assay

Western blot analizi

Biorad Prot/Elec Tips Yiikleme pipeti

Western blot analizi

Primer Antibody Casp3, Casp9, Bcl-2 Cell
Signaling

Western blot analizi

Sekonder Antibody Anti Mouse, Rabbit

Western blot analizi
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3.2.YONTEM

Sunulan tez calismasinda meme kanserli hastalardan alinan dokular Sekil 8’de
gosterildigi gibi siiflandirilarak miRNA, gen ve protein ekspresyon calismalarinin
yapilmas1 planlanmistir.

CALISMA GRUBUNUN
/ J()LUSTURU{LMASI J \
LUMINAL A LUMINALB HER2+  TRIPLENEGATIF  FIBROADENOM
\ ‘)@‘ J
TUMORLU DOKU SAGLIKLIDOKU

DOKU ORNEKLERININ TOPLANILMASI

/\

o RNA {ZOLASYONU
PROTEIN ZOLASYONU
N
mRNAEKSPRESYONU ~ miRNA EKSPRESYONU
\ J

Y
CCASPS CASP9 BCL-2  BACT U6 | miRds4
N /

Y
ISTATISTIKSEL ANALIZ

Sekil 8.Calisma grubunun olusturulmasi ve ¢alismada izlenen basamaklarin 6zetlenmesi
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3.2.1. Hasta Secimi

Erciyes Universitesi Tip Fakiiltesi Klinik arastirmalar etik kurulu baskanlig
tarafindan 25/09/2019 yilinda etik kurul onayr alinmistir. Eyliil 2019-Aralik 2021
tarihleri arasinda Erciyes Universitesi Tip Fakiiltesi Egitim ve Arastirma Hastanesi
Genel Cerrahi poliklinigine basvuran, meme kanseri (malign) ya da fibroadenom
(benign) on tanisi almig ve cerrahi miidahale karar1 verilmis, 18 yas st onam
alinmig goniillii hastalardan ameliyat sirasinda alinacak timorlii ve saglikli doku
ornekleri ¢alismaya dahil edilmistir. Hasta yas araligi 18-87’dir. Hastalarin ikisi
erkek digerleri kadindir (Tablo 5). Ameliyat sirasinda lcm’nin altinda timorii

bulunan ve neoadjuvan tedavi alan hastalar ¢alisma disinda tutulmustur.

Tablo 5. Meme kanseri hastalarinin ozellikleri.

HISTOLOJIK
HASTA YAS CINSIYET DERECE
PK 54 K I
ND 35 K [
SS 18 K FA
MY 50 E I
NA 76 K I
ZB 61 K I
MH 44 K T
RT 42 K 1"
UK 44 K "
MCS 39 K "
cO 47 E I
NA 41 K I
NO 33 K "
SGA 35 K FA
SS 39 K FA
ZT 32 K T
HD 39 K T
NE 34 K I
AA 52 K I
SS 39 K I
GC 73 K T
MS 87 K 1"
SB 44 K T
SY 58 K I
TK 35 K I
GG 44 K 1"
MT 58 K 1"
AG 51 K "
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AY 66 K I
DY 55 K I
KU 18 K FA
AA 77 K I
SS 44 K I
MU 76 K i
GA 47 K |
DD 64 K |

TCA 29 K FA
AS 70 K i
SG 30 K FA
HB 75 K |
ES 42 K i
AB 64 K I

FA: Fibroadenom

3.2.2. Doku Orneklerinin Alinmasi

Kotl huylu (malign) ya da iyi huylu(benign) meme kanseri 6n tanili hastalardan
ameliyat sirasinda 0,5 cm, mercimek biiyiikliglinde timorlii doku 6rnegi ve tiimorli

dokuya komsu tiimorlii olmayan doku 6rnegi alinmustir.

Alinan ornekler Avatherm F20 doku hiicre tasiyicisi kullanilarak Betiil Ziya Eren
Genom ve Kok Hiicre Merkezi (GENKOK)’ne transfer edilmistir. GENKOK Genom
biriminde doku Ornekleri sivi azotta dondurularak deneylere baslanincaya kadar

—-80°C’de saklanmustir.
3.2.3.Dokulardan RNA izolasyonu

Biiytikligi 50-100 ng arasinda degisen tiimdrlii ve tiimorlii olmayan komsu doku
ornekleri tizerine yaklasik 500 ul kadar Qiazol eklendi. Karisim beatli tiipe konularak
magna lyzer cihazinda dokunun homojenize hale gelmesi saglandi. Vortekslendi ve
buz iizerinde 5 dk bekletildi. Uzerine 100 pl kloroform eklendi. 15 sn vortekslendi.
15 dk buz iizerinde inkiibe edildi. Sonrasinda 12000 g'de 20 dk +4°C santrifiij edildi.
Akoz faz yeni ependorf tiipe alindi. Akdz faz miktarina bagh olarak 1:1 oranda
izopropanol eklendi. Birkag¢ kez alt iist edildi. +4°C dolapta 1 gece bekletildi. Ertesi
giin 12000 g'de 30 dk +4°C santrifiij edildi. Ak6z faz kismi atildi. Pellet {izerine 1 ml
%75 etanol eklenip, vortekslendi.7500 g'de 5 dk +4°C santrifiij edildi. Siipernatant
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kisim atildi. Bu islem 2 kez tekrarlandi. Pellet etrafi pellete zarar vermeyecek sekilde
temizlendi. 5 dk kadar oda 1sisinda eppendorf tiipiin agz1 agik birakilarak beklendi.
Alkoliin ugmasi ve pelletin kurumasi saglandi. 30 pl niikleaz free water (NFW) ile ile
pellet resiispanse edildi. izole edilen RNA nin konsantrasyonu Ve safligi nanodrop
kullanilarak 6l¢iildii. NFW kullanilarak cihaz sifirlandi ve RNA konsantrasyonu ve

kalitesi belirlendi. Kullanilacagi zaman ¢ikarilmak iizere -80°C’de saklandi.

3.2.4. mRNA Ekspresyon Analizi
3.2.4.1.RNA orneklerinden komplementer DNA (cDNA) eldesi

cDNA izole edilmek lizere RNA 6rnekleri -80°C’den ¢ikarildi. Buz iizerinde erimesi
saglandi. Her biri 1000 ng’a gore ayarlandi ve RNA’larin konsantrasyonlari esitlendi.
Su+RNA total hacmi 15 pl olarak belirlendi. Biorad marka Iscript cDNA izolasyon
kiti kullanildi. Asagidaki tabloda belirlenen miktarda bilesenler eklenerek bir
reaksiyon karisimi hazirlandi ve {izerlerine su+RNA karisimi pipetaj yapilarak

eklendi. Thermal cycler PCR cihazinda asagida belirtilen programa konuldu.

cDNA Sentez
Enzim reverse transkriptaz 1 pl
Su ve RNA 15 ul
5x Iscript Reaction 4 nl
Total Hacim 20 pl
Program
25°C’de 5 dk
46°C’de 20dk
95°C’de 1 dk
4°C’de oo
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3.2.4.2. mRNA Ekspresyonu

Her bir hastanin timorlii ve saglikli olmak iizere 2 doku 6rnegiyle ¢alisildi. mRNA
ekspresyon seviyelerini belirmek i¢in Kkantitatif Real-Time PCR (QRT-PCR)
uygulandi. Yukarida anlatildig1 gibi cDNA elde edildikten sonra Biorad SYBR green
supermiks ve Oligomer marka primer kullanilarak Casp3, Casp9, Bcl-2 ve
housekeeping olarak da ACTB genlerinin ekspresyon seviyeleri belirlendi. Bunun
i¢in asagidaki tabloda belirtilen miktarlardaki PCR reaksiyon karisimi hazirlandiktan
sonra Light Cycler 480 Multiwell plate (Roche) igerisine 18’er ul karisimdan
paylastirildi. Uzerine ikiser pl cDNA &rnegi pipetaj yapilarak ilave edildi. Plate kisa
stireli santrifiij edildi ve Light Cycler 480 cihazinda deney baslatildi. Her bir 6rnek
triple olarak ¢alisildi.

MRNA Ekspresyonu
NFW 6 ul
Primer 2 ul
Enzim 10 pl
cDNA 2 ul

Total hacim 20 pl

mRNA PCR Program
95°C’de 5 dk
95°C’de 10 sn
60 °C’de 10sn 40 dongii

72°C’de 10sn (single)
40°C’de 10sn
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3.2.5. miRNA Ekspresyon Analizi
3.2.5.1. RNA orneklerinden cDNA Eldesi

c¢DNA izole edilmek iizere RNA 6rnekleri -80°C’den ¢ikarildi. Buz tizerinde erimesi
saglandi. Takara cDNA sentez kiti kullanildi. Asagidaki tabloda belirtildigi gibi
buffer ve enzimden 6,25 ul her tiipe dagitip sonrasinda RNA orneginden 3,75 pl

pipetaj yaparak karisima eklendi ve asagida belirtilen programa konuldu.

cDNA Sentez

MRQ Buffer 5 pul
MRQ Enzim 1,25 pl
RNA 3,75 ul
Total hacim 10 pl

Program

37°C’de 1 saat
85°C’de 5 dk
4°C’de o
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3.2.5.2. miRNA Ekspresyonu

Oncelikle izole edilen cDNA ’lar 1:5 oraninda NFW ile diliie edildi. Sonrasinda
Herbir miRNA 220 ul NFW ile sulandirildi ve stok hazirlandi. Hedef miRNA ve
housekeeping miRNA (U6) i¢in asagida belirtilen farkli protokoller uygulanarak

Takara SYBR green supermix kullanilarak miks hazirlandi. Once reaksiyon karisimi

Light Cycler 480 Multiwell plate eklendi. Sonrasinda herbir cDNA 6rnegimiz pipetaj

yaparak eklendi. Seal ile plate kapatilarak kisa bir spin yapild1 ve Light Cycler 480

cihazinda asagidaki tabloda verilen programa konuldu. Orneklerimiz triple ¢alisildi.

Her bir miRNA i¢in U6 icin
MiRNA Ekspresyon mMiRNA Ekspresyon
Enzim 2x (Tb Green) 12,5 pl Enzim 2x (Tb Green) 12,5 pul
Su 7,5 pl Su 9,5 ul
miRNA primer 2,5 ul U6 Forward primer 0,5 pl
MRQ 3’ primer 0,5 ul U6 Reverse primer 0,5 ul
cDNA 2 ul cDNA 2 ul
Total 25 ul Total 25 ul
mMiRNA PCR Program

95°C’de 15 dk

94°C’de 15 saniye

55°C’de 30 saniye 40 déngii

70°C’de 30 saniye

60°C’de 15 saniye
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3.2.5.3. Protein izolasyonu ve Western Blot

Iyi ve kétii huylu tiimérlii meme dokusu ile tiimérlii dokulara komsu saglikli doku
orneklerinde Casp3, Casp9, Bcl-2 proteinlerinin ifade diizeylerini western blot
yontemiyle analiz etmek icin asagida belirtilen basamaklar uygulandi (Hamurcu ve
ark., 2018; Hamurcu ve ark., 2019).

Basamaklar su sekilde siralanabilir:

1) Doku 6rneklerinin parcalanmasi ve protein izolasyonu

2) Proteinlerin jelde yiiriitiilmesi

3) Membrana transfer islemi ve blotlama

4) Antikorla muamele ve proteinleri goriintiilleme

1) Doku érneklerinin parcalanmasi ve protein izolasyonu

Lizis islemi; dokularin pargalanarak proteinlerin elde edilmesini saglamaktir. Bunun
igin lizis soliisyonu hazirlanarak ve dokunun boyutuna gore yeterli soliisyon

igerisinde parcalanmasi saglandi.

Protein lizis soliisyonunun hazirlanmasi: 100 pl hiicre lizis soliisyonu igine 0,4 pl
sodyum floriir (NaF), 1 pl proteaz inhibitor ve 1 pl fosfataz inhibitor eklendi. Miksin
icersine konulan doku her 10 dk’da bir vortekslendi. Bu islem doku parcalanana
kadar tekrarlandi. 13000 rpm’de 20dk +4°C’de santrifiijlendi. Santrifiij sonrasinda

izole edilen proteinler analize baslanincaya kadar —80°C’de saklandi.

Protein konsantrasyon hesaplama islemi: Bu asamada elde ettigimiz proteinlerden
2 pl protein iizerine 1:7 diliie olacak sekilde distile su ile seyreltme islemi yapildi.
Diliie 6rneklerimiz ve protein standartlar1 96'lik plate S'er pl olarak dagitildi. Ornek
ve standartlar ¢ift calisildi. Ornekler ve standartlar iizerine ilk olarak reagent A +
reagent S karisimindan 20 pl, daha sonra reagent B'den de 175 ul eklenerek 3 dk

homojenize olmas1 saglandi. Eliza okuyucuda 6l¢tim yapildi.
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2) Proteinlerin jelde yiiriitiilmesi ve elektroforez

Olgiim sonucumuza gore proteinlerimizin 40ul’de 40ug protein olacak sekilde
konsantrasyonlari1 hesaplandi. Her bir protein 6rnegi jele yiiklendi. Yiirlitme tamponu

igerisinde elektrikli ortamda 2-3 saat yiiriitiilerek proteinlerin ayrigsmasi saglandi.
3) Membrana transfer islemi ve bloklama

Jelin biiyiikliigline gére membran Ve filtre kagitlar1 kesildi. Membranin sag iist kosesi
etiketlendi. Membran once methanol, sonra dH,O’da bir siire bekletildi. Filtre
kagitlar1 ve siinger transfer buffer icerisinde islatildi. Yiiriitiilen jel ¢ikartildi ve
sandvic modeline gore transfer aparatina yerlestirildi. Bu modele gore sirayla;
stinger, filtre kagidi, membran, jel, filtre kagidi, siinger seklinde yerlestirildi.
Sonrasinda transfer aparati, transfer solusyonu igeren transfer tankina yerlestirildi.
Daha sonra, +4°C’de buz akiileri ile desteklenen transfer soliisyonu igerisinde 24 mA
akimda biitiin gece bekletilip proteinlerin jelden polivinilidin membran (PVDF)
membrana aktarilmasi saglandi. Transferin sonunda membran, 1X TBS-T igerisinde
hazirlanmis %5°lik siit tozu iceren soliisyonu ile bloklandi ve sonrasinda membran 3

kez 5’er dakika periyotlarla ¢alkalayici izerinde TBS-T soliisyonunda yikandi.
4) Antikorla muamele ve proteinleri goriintiileme

Transfer islemi tamamlanan membranlar hedefe yonelik primer antikorlarla (Casp3,
Casp9, Bcl-2 ve B-Aktin) muamele edildi. Bunun igin her bir primer antikor TBS-T
ve siit tozu ile hazirlandi. +4°C°de gece boyunca galkalayicida bekletildi. Ertesi giin
membran TBS-T soliisyonu ile 3 kez yikandi. Sonrasinda oda sicakliginda primer
antikora spesifik sekonder antikorla muamele edildi. Sonrasinda membranlar yine
ayni sollisyonla 3 kez yikandi ve ‘‘BIO-RAD ChemiDoc MP Imaging System’’
cihazinda goriintiilendi. Yiikleme kontrolii olarak B-aktin kullanildi. Hedef prote

Image J programi kullanilarak 6l¢iildii.
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3.3.3. istatistik Analiz

Gen ekspresyonu ve western blot analizleri i¢in uygun kontrol ve referans genler
calisildi. Gen ve protein ekspresyon verilerinin normalizasyonunda delta delta CT
(2** CT) metodu kullanildi. Verilerin normal dagilim uygunlugu Shapiro-Wilk testi
ile degerlendirildi. Hastalarin timorlii ve saglikli dokularinda Casp3, Casp9, Bcl-2
gen ekspresyonu ve protein ekspresyon seviyelerini karsilastirmak igin paired t testi
uygulandi. Molekiiler alttiplerin karsilastirilmasinda ise unpaired t testi kullanildi.
Parametrik degiskenler i¢in Wilcoxon, parametrik olmayan degiskenler i¢in Mann-
Whitney U kullanildi. Her bir deney, 3 tekrar (n=3) olacak sekilde calisildi. Ayrica
miR-484 ifade diizeyi ile yas ve Casp3, Casp9 arasindaki iliski olup olmadigi da
Spearman korelasyon analizi ile gosterildi. Istatistiksel analiz ve grafik ¢izimi igin
Graphpad 8.0 programi kullanildi. P<0.05 degeri istatistiksel agidan anlamli kabul
edildi.
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4. BULGULAR

Calismaya dahil edilen hastalarin yas, ameliyat tipi, lokalizasyon, molekiiler alt tip,
timor dereceleri, hormon reseptér varligi veya yoklugu, Ki-67 yiizdesi gibi

degiskenlere gére meme kanserli hastalarin 6zellikleri Tablo 6’de gosterildi.

Tablo 6. Klinik, histolojik ve patolojik verilere gore meme Kanserli hastalarin
gruplandirilmasi.

Hastalarin Klinikopatolojik Verileri Say1
Hasta Sayisi 42
Yas <50 25
>50 17
Ameliyat Tipi Mastektomi 30
Lumpektomi 12
Lokalizasyon Sag Meme 24
Sol Meme 18
Luminal A 12
Molekiiler Alt tip Luminal B 12
Her2+ 5
Triple Negatif 5
Fibroadenom 6
In situ 1
Invaziv Duktal Karsinom 21
Invaziv Lobiiler Karsinom 3
Duktal Karsinom in Situ 1
Histolojik Alt tip Digerleri 6
Fibroadenom 6
Tiimor Grade | 9
] 15
i 12
ER Pozitif 23
Negatif 7
PR Pozitif 8
Negatif 22
Her2+ Pozitif 12
Negatif 17
Ki 67 < %10 12
> %10 17




4.1. Ekspresyon Sonuclari
4.1.1. miR-484 Ekspresyon Profili
4.1.1.1. Tiimérlii ve Saghkh Dokularda miR-484 Ekspresyon Profili

Calismamizda meme kanseri (malign) tanis1 almig 36 hasta ve fibroadenom (benign)
tanis1 almig 6 hasta olmak {izere toplamda 42 hastanin tiimdrli dokusu ve tiimorli
dokuya komsu saglikli doku orneklerinden demografik ozelliklerine gére, DSO
siniflandirilmasi dikkate alinarak tiimoriin histolojik derecelerine, hormon reseptor
durumu ve Ki-67 degerine bakilarak molekiiler alt tiplere ayrilan hastalarin tiimorli
ve saglikli dokularda miR-484’iin ekspresyon seviyesi analiz edildi.miR-484
ekspresyon seviyeleri Tablo 7°de gosterildi.
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Tablo 7. Timorli ve saglikli meme doku 6rneklerinde miR-484 ekspresyon profili.

HASTA YAS }Dléfé)cLEOJIK miR-484 EKSPRESYONU (2°** CT)
TUMORLU SAGLIKLI
PK 54 T 031639 0,213123
ND 35 | 0,08189 0,823452
sS 18 FA 0,83495 0,578246
MY 50 | 1,27435 0,763001
NA 76 T 2.34527 1.156493
7B 61 T 2.04168 3.55477
MH 44 T 3.65471 0,408882
RT 12 T 0,4352 4227357
UK 44 i 074214 1,789748
MCS 39 m 3.5795 2329073
co 47 T 2.39455 0,503393
NA a1 | 0,14966 1101719
NO 33 i 2.60224 1802196
SGA 35 FA 0,24652 0,444346
SS 39 FA 4.46339 0,562434
7T 2 T 2.08458 1579816
HD 39 T 2.36159 3,629463
NE 34 | 0,49646 0,394954
AA 52 | 037625 0,829179
sS 39 T 1,3377 0,823452
GC 73 T 260224 1,443685
MS 87 i 3,48161 1,049539
SB 44 T 4,49947 1,840064
SY 58 | 0,3035 0,668851
TK 35 T 1.77738 1,590804
GG 44 M 6,91513 0,570285
MT 58 m 011186 0972491
AG 51 m 741145 0,965773
AY 66 T 1,26554 1172637
DY 55 T 0,763 1,03509
KU 18 FA 1,8022 0,479551
AA 77 T 1,85286 0,800934
sS 44 T 0,38683 0,641604
MU 76 m 3,20381 1,04229
GA 47 | 7.09865 0,371068
DD 64 | 1.8022 0,486245
TCA 29 FA 2.21876 i
AS 70 m 2.82795 1,056839
SG 30 FA 022527 0,979255
HB 75 | 1.3377 1071592
ES 42 T 009983 2.85295
AB 64 T 1,30112 0521145
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4.1.1.2. Malign ve Benign Tamst Almis Hastalarda Tiimorli ve Tiimorlii
Dokuya Komsu Saghkh Meme Dokusu Orneklerinde miR-484 Ekspresyon

Bulgulan

Calismamizda, meme Kanseri tanisi almis 36 (malign) hastadan ve fibroadenom
tanis1 almis 6 (benign) hastadan ameliyat sirasinda alinan timorlii ve tiimorli dokuya
komsu sagliklt meme doku 6rneklerinde miR-484’iin ekspresyon profili analiz edildi.
mMiR-484 ekspresyon seviyesinin tiimorlii dokularda saglikli dokulara gore daha
yiiksek oldugu bulundu ve bu farkin hem hastalarin totalinde hem de malign grupta

anlamli oldugu goriildii (sirasiyla Sekil 9A p=0.0155, Sekil 9B p=0.0065).
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Sekil 9.Tiim hastalarin tiimorli ve timorli dokuya komsu saglikli doku érneklerinde miR-
484 ekspresyon seviyesi. A. Malign ve benign teshisi konmus tiim hastalarin timorli
dokusuyla saglikli doku orneklerinde miR-484 ekspresyon seviyesinin karsilastirilmasi.
(*p<0.05) B. Sadece malign teshisi konan hastalarin tiimorlii dokusuyla saglikli doku
orneklerinde miR-484 ekspresyon seviyesinin karsilastirilmasi (**p<0.01).

4.1.1.3. Meme Kanserinin Molekiiler Alt Tiplerinde Tiimérlii ve Saghkh
Dokular Arasinda miR-484 Ekspresyon Seviyelerinin Karsilastirilmasi

Ameliyat esnasinda meme kanserli hastalardan alinan Ornekler daha sonra
Klinikohistolojik ve patolojik verilerine gore Luminal A, Luminal B, Her 2+, Triple

negatif olmak {izere molekiiler alt tiplerine ayrildi. Bu gruplara ek olarak
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fibroadenom dokular1 ¢alismaya dahil edildi. Oncelikle her grupta hastanin tiimorlii
dokusu ile timorlii dokuya komsu saglikli dokusunda miR-484 ekspresyon seviyesi
analiz edildi. Her bir molekiiler alt tipte timorlii dokularda saglikli dokulara gore
miR-484 ekspresyon seviyesinde artis gortildii. Bu artis Luminal B molekiiler alt
tipinde istatistiksel olarak anlamli iken (p=0.0439), diger molekiiler alt tiplerde ve
fibroadenom grubunda ekspresyon artmig olsa da farkin istatistiksel olarak anlamli
olmadig1 goriildii (Sekil 10).

A B C

Luminal A Luminal B Her 2+

N

miR-484 ekspresyonu

miR-484 ekspresyonu
miR-484 ekspresyonu

[-]
1
(o
L
%

»
o 9
%
<
9

Triple negatif E Fibroadenom

miR-484 ekspresyonu
N
miR-484 ekspresyonu

Sekil 10. Meme kanserinin molekiiler alt tiplerinde tiimorlii ve saglikli dokular arasinda
miR-484 ekspresyon bulgulari. A. Luminal A alt tipli meme kanseri hastalarinda tiimorli ve
saglikli dokularda miR-484 ekspresyon seviyesinin karsilastirilmasi. B. Luminal B alt tipli
meme kanseri hastalarinda tiimorli ve saglikli dokularda miR-484 ekspresyon seviyesinin
karsilagtirilmasi (*p<0.05). C. Her 2+ alt tipli meme kanseri hastalarinda timorlii ve saglikli
dokularda miR-484 ekspresyon seviyesinin karsilastirilmasi. D. Triple Negatif alt tipli meme
kanseri hastalarinda tiimorlii ve saglikli dokularda miR-484 ekspresyon seviyesinin
karsilagtirllmasi. E. Fibroadenom alt tipli meme kanseri hastalarinda timoérlii ve saglikli
dokularda miR-484 ekspresyon seviyesinin karsilastirilmasi.

4.1.14. Meme Kanserinin Molekiiler Alt Tiplerinde Tiimoérli Dokular
Aarasinda miR-484 Ekspresyon Seviyelerinin Karsilastirilmasi

Luminal A, Luminal B, Her 2+, Triple negatif meme kanserli molekiiler alt tiplerde
(malign) ve fibroadenom (benign) hasta grubundan alinan tiimérli dokularda miR-

484 ekspresyon seviyeleri karsilastirildi (Sekil 11). Klinik seyri stabil ilerleyen ve
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daha az agresif olan Luminal A grubunda sirasiyla agresifligi artan Luminal B,
Her2+ ve triple negatif grubunda tiimoérlii dokularda miR-484 ekspresyon seviyesi
karsilastirildi. Buna ek olarak tiim malign gruplar arasinda da timdrlii dokularda
miR-484 ekspresyon seviyesi analiz edildi. Luminal B molekiiler alt tipli timorli
dokularda Luminal A’ya kiyasla miR-484 ekspresyon seviyesinde artis oldugu
bulundu (p=0.0098) (Sekil 11A). Her 2+ grubundaki hastalardan alinan timorli
dokularda yine Luminal A grubuna kiyasla artis oldugu goriildii fakat bu artigin
anlamli olmadigi bulundu (p=0.0973) (Sekil 11B). Triple negatif grubunda ise
Luminal A grubundaki tiiméorlii dokulara gore miR-484 ekspresyon seviyesinde
istatistiksel olarak 6nemli oranda artis bulundu (p=0.0008) (Sekil 11C).

Luminal B ve Her2+ grubunda tiimorlic dokularda miR-484 ekspresyon seviyesi
karsilastirildiginda Luminal B’de miR-484’{in ifade diizeyi daha fazla fakat artigin
anlamsiz oldugu bulundu (Sekil 11D). Luminal B ile Triple negatif grubu
karsilagtirildiginda ise triple negatif grubunda tiimorlii dokularda miR-484
ekspresyon seviyesinin fazla oldugu fakat farkin anlamsiz oldugu goriildi (Sekil
11E). Her2+ ve Triple negatif grubunda tiimorlii dokular karsilastirildiginda triple
negatif grubunun her grupla kiyasta oldugu gibi Her2+ grubuyla kiyasla da miR-484
ekspresyon seviyesi daha fazladir ve bu fark istatistiksel olarak anlamlidir
(p=0.0338) (Sekil 11F). Sekil 11G’de ise tiim tiimorlii dokulardaki miR-484
ekspresyon seviyesi gosterildi. Fibroadenom grubundaki iyi huylu tiimérle (benign)
karsilastirarak miR-484 ekspresyon seviyeleri arasindaki fark bulundu. Fibroadenom
(benign) grubuna gore malign gruplarin hepsinde (Luminal A, Luminal B, Her2+,
Triple nagatif) miR-484 ekspresyon seviyesinde artis bulundu. Fibroadenoma gore
agresiflik derecesi arttikga miR-484 ekspresyon seviyesinin de arttigi net bir sekilde
gosterildi. Fibroadeneomla diger gruplar arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli
degilken sadece triple negatifle miR-484 ekspresyon seviyesi arasindaki farkin
istatistiksel olarak anlamli oldugu bulundu (p=0.0086) (Sekil 11G).
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Sekil 11. Tiumorli dokuda molekiiler alt tiplerde miR-484 ekspresyon profilinin
karsilagtirilmasi. A. Luminal A molekiiler alt tipiyle Luminal B molekiiler alt tipinde miR-
484 ekspresyon seviyesinin karsilagtirilmasi. (¥*p<0.01) B. Luminal A molekiiler alt tipiyle
Her 2+ molekiiler alt tipinde miR-484 ekspresyon seviyesinin kargilastirilmasi. C. Luminal
A molekiiler alt tipiyle Triple negatif molekiiler alt tipinde miR-484 ekspresyon seviyesinin
karsilastirilmast. (***p<0.001) D. Luminal B molekiiler alt tipiyle Her 2+ molekiiler alt
tipinde miR-484 ekspresyon seviyesinin karsilagtirilmasi. E. Luminal B molekiiler alt tipiyle
Triple negatif molekiiler alt tipinde miR-484 ekspresyon seviyesinin karsilagtirilmasi. F. Her
2+ molekiiler alt tipiyle Triple negatif molekiiler alt tipinde miR-484 ekspresyon seviyesinin
karsilagtirllmasi. (*p<0.05) G. Total olarak tim molekiiler alt tiplerde ve fibroadenom
grubunda miR-484 ekspresyon profili. (*p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001).
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4.1.1.5. Meme Kanserinde Malign ve Benign Tiimérlii Dokularda miR-484
Ekspresyon Bulgulari

Meme kanserli hastalarda malign (Luminal A, Luminal B, Her2+, Triple negatif) ve
benign (Fibroadenom) dokularda miR-484 ekspresyon seviyesi karsilastirildi (Sekil
12). Benign dokularda miR-484 ekspresyon seviyesinin diisiik oldugu bulundu (p=
Luminal A ile fibroadenom dokusunda miR-484 ekspresyon seviyesinin hemen
hemen ayni seviyede oldugu ve istatistiksel olarak da anlamli olmadigi goriildii
(Sekil 12A). Luminal B, Her2+, Triple negatif malign dokularinda benign dokulara
gore miR-484 ekspresyon seviyesinde artig oldugu goriildi (Sekil 12B, 12C) ve bu
farklardan sadece triple negatif ile arasinda anlamli bir artis oldugu bulundu

(p=0.0086) (Sekil 12D).
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Sekil 12. Meme Kanserinde malign ve benign tiimorlii dokularda miR-484 ekspresyon
bulgulariin karsilagtirilmasi. A. Tiimorlii dokularda fibroadenom ile Luminal A molekiiler
alt tipinin karsilagtirilmasi. B. Tiimérli dokularda fibroadenom ile Luminal B molekiiler alt
tipinin karsilastiriimasi. C. Timorli dokularda fibroadenom ile Her2+ molekiiler alt tipinin
karsilagtirilmasi. D. Tiimérli dokularda fibroadenom ile Triple negatif molekiiler alt tipinin
karsilastirilmasi (**p<0.01).
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4.1.1.6. Meme Kanserinde Tiimérlii Dokularmm Histolojik Derecelerinde miR-

484 Ekspresyon Bulgular:

Meme kanserli hastalardan alinan doku &rnekleri DSO siniflandirmasi dikkate
aliarak histolojik derecelerine gore gruplara ayrildi. Her bir gruptaki sayr ve

mIRNA ekspresyon seviyelerinin ortalamalar1 Tablo 8’de gosterildi.

Tablo 8. Meme kanseri hastalarinin histolojik derecelerine gére miR-484 profili.

Meme Kanseri Hastalarinn Sayi miR-484 ekspresyon profili (Ort
Ozellikleri (n=36) + SD)
Histolojik Derece-I 9 0,7277 £ 0,6474
Histolojik Derece-11 15 1,551+ 0,7813
Histolojik Derece- 111 12 2,854+2,349

Ort: Ortalama, SD: Standart Hata

Alman doku Ornekleri histolojik derecelerine gore gruplandirilarak miR-484’{in
ekspresyon seviyesi Kkarsilastirilmistir. Histolojik derecesi 11l olan hastalarda
histolojik derecesi II olan hastalara goére miR-484 ekspresyon seviyesinin arttigi
goriildii ve bu farkin anlamli oldugu bulundu (p=0.0469). Histolojik derecesi II olan
hastalardaki miR-484 ekspresyon profili de histolojik dereceleri | olan hastalara
kiyasla arttig1 goriildii ve bu farkin da istatistiksel olarak anlamli oldugu goriildii
(p=0.0345).Ayni sekilde histolojik derecesi III olan hastalarin histolojik derecesi I
olan hastalara gore de miR-484 ekspresyon seviyesinde artis oldugu gorildi
(p=0.0234).Hastalarin histolojik derecelerine gore Derece-I, Derece-11 ve Derece-IlI
arasinda miR-484 ekspresyon profili agisindan istatistiksel olarak énemli bir farkin
oldugu ve hastalarin histolojik dereceleri arttikga miR-484 ekspresyon seviyesinin de
arttig1 bulundu (Sekil 13 A,B,C). Ayrica histolojik derecelerine gore hastalar1 diisitk
grade (Grade I ve Grade II) ve yiiksek grade (Grade III) olarak karsilastirdigimizda
yiiksek grade olan hastalarda miR-484 ekspresyonunun diisiik grade olan hastalara
gore arttigr bulundu ve bu farkin istatistiksel olarak da anlamli oldugu gorildi

(p=0.0086) (Sekil 13 D,E).
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Sekil 13. Tiimorli dokularda histolojik derecelerine gore miR-484 ekspresyon bulgulari.
Sekil A-C. Histolojik dereceleri I, Il ve Il olan gruplarda miR-484 ekspresyon seviyelerinin
karsilastiriimas: (*p < 0.05). D ve E. Histolojik derecesi diisiik (Derece I ve II) ve histolojik
derecesi yiiksek (Derece III) olarak ayrilan grupta miR-484 ekspresyon seviyesinin
karsilastirilmasi (**p<0.01).
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4.1.1.7. Meme Kanserinde Yas ve miR-484 Ekspresyon Seviyesi Arasindaki
Miski

Doku Orneklerini alinan hastalarin yas ortalamasi 52,5 olarak bulundu. Hasta
ornekleri 50 yas {iistii ve 50 yas alt1 olarak gruplandirildi. Her 2 grupta da miR-484
ekspresyon seviyesiyle yas arasinda pozitif korelasyon oldugu bulundu. Boylelikle
artan yagla birlikte meme kanserine yakalanma riskinin de arttifi da
desteklenmektedir. Sekil 14. A’da 50 yas alt1 hastalarda artan yasla birlikte miR-484
ekspresyon seviyesinde artis bulundu. Bu artis pozitif yonde fakat anlamsizdir
(r=0.2983, p=0.2148). Sekil 14 B’de ise 50 yas {istli hastalarda yine benzer sekilde
artan yagla birlikte miR-484 ekspresyon seviyesinde de pozitif yonde kuvvetli bir
artisin oldugu bulundu. Bu farkin istatistiksel olarak anlamli oldugu bulundu
(r=0.8384, p< 0.0001) (Sekil 14).
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Sekil 14. Meme Kanserinde yas ve miR-484 ekspresyon seviyesi arasindaki korelasyon.
A.50 yas alti hastalarda yas ile miR-484 ekspresyon seviyesi arasindaki korelasyon
sonucglart. B. 50 yas distii hastalarda yas ile miR-484 ekspresyon seviyesi arasindaki
korelasyon sonuglart (****p <0.0001).
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4.1.2. Gen Ekspresyonu Bulgular:

4.1.2.1. Meme Kanseri Tiimorlii ve Saghkh Dokularda Bcl-2,Casp3,Casp9 Gen
Ekspresyon Profili

Calismamizda, meme kanseri tanisi almis 36 (malign) hastadan ve fibroadenom
tanist almig 6 (benign) hastadan ameliyat sirasinda aldigimiz timorli ve timorli
dokuya komsu saglikli meme dokusu drneklerinde Bcl-2, Casp3 ve Casp9 genlerinin
ekspresyon profili analiz edildi. Bcl-2 gen ekspresyon seviyesinin tiimorli dokuda
komsu saglikli dokuya gore arttigi bulundu. Bu farkin da istatistiksel olarak anlamli
oldugu goriildii (p=0.0015) (Sekil 15A). Casp3 ve Casp9 genlerinde ise timorlii
dokuda ekspresyon seviyesinin saglikli dokuya gore istatistiksel olarak azaldigi
bulundu (Casp3 p=0.0083, Casp9 p= 0.0026) (Sekil 15B, C).
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Sekil 15. Meme Kanseri timorlii ve saglikli dokularda Bcl-2,Casp3 ve Casp9 gen
ekspresyon bulgular1 A. Timorlii ve tiimorlii olmayan saglikli meme dokusunda Bcl-2 gen
ekspresyon profili (**p<0.01). B. Timorlii ve timorli olmayan saglikli meme dokusunda
Casp3 gen ekspresyon profili (**p<0.01). C. Tiimorlii ve timorli olmayan saglikli meme
dokusunda Casp9 gen ekspresyon profili (**p<0.01).
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4.1.2.1. Meme Kanseri Luminal A Molekiiler Alt Tipinde Tiimérlii ve Saghkh
Dokularda Bcl-2, Casp3 ve Casp9 Genlerinin Ekspresyon Profili

Ameliyat esnasinda meme kanserli hastalardan aldigimiz 6rnekler daha sonra
klinikohistolojik ve patolojik verilerine gére molekiiler alt tiplerine ayrildi. Luminal
A molekiiler alt tipli hasta grubumuzda timorlii doku ve tiimorlii dokuya komsu
saglikli dokuda her bir gen ekspresyonu seviyesi belirlendi (Sekil 16). Bcl-2 gen
ekspresyonunun tiimorlii dokularda saglikli dokulara gore arttigi bulundu bu farkin
da istatistiksel olarak anlamli oldugu goriildii (p=0.0172). Casp3 ve Casp9
genlerinde ise timorlii dokulardaki ekspresyon seviyesinin saglikli dokulara gore
azaldigi bulundu. Farkin istatistiksel olarak anlamli olmadigi bulundu (Casp3
p=0.2500, Casp9=0.4492) (Sekil 16).
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Sekil 16. Meme kanseri Luminal A molekiiler alt tipinde tiimorlii ve timorli dokuya komsu
saglikli dokularda Bcl-2, Casp3 ve Casp9 genlerinin ekspresyon seviyesi ve birbirleriyle
karsilastirilmasi. (*p<0.05).
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4.1.2.2.Meme Kanseri Luminal B Molekiiler Alt Tipinde Tiimorlii ve Saghkh
Dokularda Bcl-2, Casp3 ve Casp9 Genlerinin Ekspresyon Profili

Luminal B molekiiler alt tipli hasta grubumuzda tiimérli doku ve timorli dokuya
komsu saglikli dokuda her bir gen ekspresyonu seviyesi belirlendi (Sekil 17). Bcl-2
gen ekspresyonunun tiimorlic dokularda saglikli dokulara gore arttigi bulundu bu
farkin da istatistiksel olarak anlamli oldugu goriildii (p=0.0469). Casp3 ve Casp9
genlerinde ise tiimorli dokulardaki ekspresyon seviyesinin istatistiksel olarak saglikli
dokulara gére azaldigi bulundu (Casp3 p=0.0420, Casp9 p=0.0210) (Sekil 17).
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Sekil 17. Meme kanseri Luminal B molekiiler alt tipinde tiimérlii ve timorli dokuya komsu
saglikli dokularda Bcl-2, Casp3 ve Casp9 genlerinin ekspresyon seviyesi ve birbirleriyle
karsilastiriimasi (*p<0.05).
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4.1.2.3. Meme Kanseri Her2+ Molekiiler Alt Tipinde Timoérli ve Saghkh
Dokularda Bcl-2, Casp3 ve Casp9 Genlerinin Ekspresyon Profili

Her 2+ molekiiler alt tipli hasta grubumuzda tiimérlii doku ve tiimorli dokuya komsu
saglikli dokuda her bir gen ekspresyon seviyesi belirlendi (Sekil 18). Bcl-2 geninin
ekspresyon seviyesinin tiimorlii dokularda saglikli dokulara gore arttif
bulundu(p=0.5599) Casp3 ve Casp9 genlerinde ise tiimorlii dokulardaki ekspresyon
seviyesinin saglikli dokulara gore istatistiksel olarak azaldigi bulundu (Casp3
p=0.5443, Casp9=0.3247).
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Sekil 18. Meme kanseri Her 2+ molekiiler alt tipinde timorli ve tiimorlic dokuya komsu
saglikli dokularda Bcl-2, Casp3 ve Casp9 genlerinin ekspresyon seviyesi ve birbirleriyle
kargilastiriimasi.
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4.1.2.4. Meme Kanseri Triple Negatif Molekiiler Alt Tipinde Tiimorlii ve
Saghkh Dokularda Bcl-2, Casp3 ve Casp9 Genlerinin Ekspresyon Profili

Triple negatif molekiiler alt tipli hasta grubumuzda tiimoérlii doku ve tiimorlii dokuya
komsu saglikli dokuda her bir gen ekspresyonu seviyesi belirlendi (Sekil 19). Bcl-2
gen ekspresyon seviyesinin tiimdrlii dokularda saglikli dokulara gore arttigi bulundu
(p=0.5706). Casp3 ve Casp9 genlerinde ise tiimorli dokulardaki ekspresyon
seviyesinin saglikli dokulara gore istatistiksel olarak azaldigi bulundu (Casp3
p=0.1194, Casp9=0.0708)
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Sekil 19. Meme kanseri Triple Negatif molekiiler alt tipinde tiimorli ve timoérli dokuya
komsu saglikli dokularda Bcl-2, Casp3 ve Casp9 genlerinin ekspresyon seviyesi ve
birbirleriyle karsilagtiriimasi.
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4.1.2.5. Fibroadenom Alt Tipinde Tiimérlii ve Saghkh Dokularda Bcl-2, Casp3
ve Casp9 Genlerinin Ekspresyon Profili

Fibroadenom alt tipli hasta grubumuzda tiimorlii doku ve tiimérlii dokuya komsu
saglikli dokuda herbir gen ekspresyonu seviyesi belirlendi (Sekil 20). Bcl-2 geninin
ekspresyon seviyesinin timorlii dokularda saglikli dokulara gore arttigir bulundu
(p=0.0161). Casp3 ve Casp9 genlerinde ise tiimorli dokulardaki ekspresyon
seviyesinin saglikli dokulara gore istatistiksel olarak onemli oranda azaldig1 bulundu
(Casp3 p =0.7256, Casp9 p=0.0195).
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Sekil 20. Meme kanseri Fibroadenom grubunda tiimérlii ve tiimorlii dokuya komsu saglikli
dokularda Bcl-2, Casp3 ve Casp9 genlerinin ekspresyon seviyesi ve birbirleriyle
karsilastirilmasi (*p<0.05).
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4.1.3. miR-484 ile Bcl-2, Casp3 ve Casp9 Genleri Arasindaki Korelasyon
Bulgulan

Hastalarin miR-484 ekspresyon seviyesi ile Bcl-2, Casp3 ve Casp9 gen ekspresyonu
arasindaki iligski analiz edildi. miR-484 gen ekspresyonu seviyesi artarken Bcl-2 gen
ekspresyonu seviyesinin de arttigi ve ikisi arasinda pozitif yonlii bir iliski oldugu
bulundu(r=0.02588 p=0.01220) (Sekil 21A). Ancak miR-484 ekspresyon seviyesi
artarken Casp3, Casp9 gen ekspresyon seviyesinin azaldigi ve miR-484 ile Casp3 ve
Casp9 arasinda negatif yonlii bir iliski oldugu ancak istatistiksel olarak anlamh
olmadigi bulundu (Casp 3 r=0.2688 p=0.1054) (Casp 9 r=0.2400 p=0.1524) (Sekil 21
B, C).
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Sekil 21. miR-484 ile Bcl-2, Casp3, Casp9 genleri arasindaki korelasyon bulgular1 A. miR-
484 ile Bcl-2 gen ekspresyonu arasindaki korelasyon bulgulari. B. miR-484 ile Casp3 gen
ekspresyonu arasindaki korelasyon bulgulari. C. miR-484 ile Casp9 gen ekspresyonu
arasindaki korelasyon bulgulari.
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4.1.4.Bcl-2, Casp3, Casp9 Proteinlerinin Ekspresyon Seviyeleri

Meme kanserinde hastalardan alinan 6rnekler patolojik verilerine gére Luminal A,

Luminal B, Her2+ ve Triple negatif alt tiplere ayrildi. Bunlara ek olarak fibroadenom

grubunda alinan orneklerde ¢alismaya dahil edildi. Bu 5 farkli gruba ayirdigimiz

hastalarin tiimorli dokularinda Bel-2, Casp3 ve Casp9 protein ekspresyonlart analiz

edildi.

Luminal A (n=7), Luminal B (n=9), Her2+ (n=4), Triple negatif (n=4) ve
Fibroadenom (n=5) hasta gruplarinda Bcl-2, Casp3, Casp9 protein ekspresyonlari

analiz edildi. Calisilan hastalarin listesi Tablo 9’da verildi.

Tablo 9. Meme kanseri protein ekspresyonu ¢alisilan hasta listesi.

Histopatolojik tip
Luminal A Luminal B Her2+ Triple Negatif Fibroadenom

PK MH HD NO SS
DK RT DY MS SGA
NA UK ES GG SS
NA ZT AB AA KO
NE GC SG
AY TK
GA AG

AY

cO

Tabloda belirtilen hastalardan alinan tiimorlii dokularda Bel-2, Casp3, Casp9 protein

ekspresyon seviyeleri Sekil 22°de gosterilmektedir.
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Sekil 22. Meme kanseri Luminal A, Luminal B, Her2+, Triple negatif molekiiler alt
tiplerinde ve fibroadenom grubumuzda Bcl-2, Casp3, Casp9 ve beta aktin protein membran
gortintiileri. A. Meme Kanseri Luminal A molekiiler alt tipinde tiimorlii dokularda Bcl-2,
Casp3, Casp9 protein membran goriintiileri. B. Meme Kanseri Luminal B molekiiler alt
tipinde timorlii dokularda Bcl-2, Casp3, Casp9 protein membran goriintiileri. C.Meme
kanseri Her 2+ molekiiler alt tipinde tiimorlii dokularda Bcl-2, Casp3, Casp9 protein
membran gorintileri. D.Meme Kanseri Triple Negatif molekiiler alt tipinde timorlii
dokularda Bcl-2, Casp3, Casp9 protein membran goriintiileri. E. Fibroadenom grubunda
timorli dokularda Bel-2, Casp3, Casp9 protein membran goriintiileri.
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4.1.4.1. Meme Kanseri Molekiiler Alt Tiplerde Tiimérlii Dokularda Bcl-2,
Casp3 ve Casp9 Protein Ekspresyon Bulgular:

Western blot igin segilen hastalardan alinan dokularda protein ekspresyon
seviyelerine bakildi. Ayni hastalarin gen ekspresyon seviyesi de kendi igerisinde
analiz edildi ve bu sayede gen ve protein ekspresyonundaki bulgular birebir
karsilagtirilmis oldu. Bcl-2 protein ekspresyon seviyesinin Luminal A, Her2+ ve
Fibroadenom grubunda azaldig1 goriiliirken, Luminal B ve Triple negatif grubunda
arttig1 goriildi. Tiimorli dokuda Bcel-2 protein ekspresyonunda Luminal A’ya gore
Luminal B ve triple negatif molekiiler alt tipi ve fibroadenom grubunda artig goriildii.
Bu artisin Luminal B ve Triple negatifte istatistiksel olarak anlamli oldugu bulundu
(sirastyla p=0.0426, p=0.0491). Her 2+ molekiiler alt tipimizde ise Bcl-2 protein
ekspresyonunun seviyesi Luminal A, Luminal B, Triple negatif ve fibroadenom
grubuna gore azaldi. Farklarin istatistiksel olarak anlamli oldugu goriildii. (Sirasiyla
p=0.0185, p=0.0048, p=0.0267, p=0.0132) (Sekil 23 A). Bcl-2 gen ekspresyonu
sonuglar1 ile Bcl-2 protein ekspresyonu sonuglart benzerdir. Luminal A, Her2+ ve
Fibroadenom grubunda Bcl-2 gen ckspresyon seviyesinin azaldigi goriiliirken,
Luminal B ve Triple negatif grubunda arttigi goriildii. Timorlii dokuda Bcl-2 gen
ekspresyonunda Luminal A’ya gore Luminal B ve triple negatif molekiiler alt tipi ve
fibroadenom grubunda artis goriildii. Bu artisin Luminal B ve Triple negatifte
istatistiksel olarak anlamli oldugu bulundu (sirasiyla p=0.0285, p=0.0280) (Sekil 23
D).

Tiumorli dokularda Casp3 protein ekspresyon seviyesinin azdan ¢oga dogru Triple
negatif, Luminal B, Fibroadenom, Her 2+ ve Luminal A seklinde oldugu goriildii.
Aradaki farklarinsa istatistiksel olarak anlamli olmadig1 bulundu (Sekil 23 B). Casp3
gen ekspresyonu sonuglar1 da Casp3 protein ekspresyonu sonuglariyla benzerdir.
Herbir molekiiller alt tipte Luminal A grubuna gore Casp3 gen ekspresyonunda
azalma oldugu gorildi. Luminal A’ya gére Luminal B ve Triple negatif gen
ifadesindeki azalmanin istatistiksel olarak anlamli oldugu bulundu (sirasiyla

p=0.0251, p=0.0261). Fibroadenom grubunda ise triple negatif grubuna gore gen
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ekspresyon seviyesinde artis oldugu bulundu. Bu farkin ise istatistiksel olarak

anlamli oldugu gorildi (p= 0.0155) (Sekil 23 E).

Tiumorli dokularda Casp9 protein ekspresyon seviyesinin azdan ¢oga dogru Triple
negatif, Luminal B, Fibroadenom, Her 2+ ve Luminal A seklinde oldugu goriildii.
Aradaki farkin istatistiksel olarak anlamli olmadigi bulundu (Sekil 23 C). Casp9 gen
ekspresyonu sonuglart da Casp9 protein ekspresyonu sonuglartyla benzerdir. Herbir
molekiiller alt tipte Luminal A grubuna gore Casp9 gen ekspresyonunda azalma
oldugu gorildii. Luminal A’ya goére Luminal B ve Triple negatif gen ifadesindeki
azalmanin istatistiksel olarak anlamli oldugu bulundu (Sirasiyla p=0.0252, p=
0.0403). Fibroadenom grubunda ise Triple negatif grubuna gore gen ekspresyon
seviyesinde artig oldugu bulundu. Bu farkin ise istatistiksel olarak anlamli oldugu

goriildii (p=0.0064) (Sekil 23 F).

Meme kanseri tiimorlii dokularda miRNA ekspresyon bulgular1 sonucunda miR-484
ekspresyonun fibroadenom grubunda en az oldugu, Triple negatif grubunda ise en
fazla oldugu bulundu (Sekil 23 G). Bu bize miR-484’iin meme kanserinde onkogen
oldugunu bir kez daha gosterdi. Buna parelel olarakda antiapoptotik gen olan Bcl-
2’ninde protein ve gen ekspresyonu agisindan miR-484 ile parelel oldugu gosterildi.
Kanserlesme durumunda artan miR-484 ve apoptoza gitmeyi engelleyen Bcl-2
miktarindaki artig birbiriyle koreledir. Buna ek olarak Casp 3 ve Casp9 gen ve
protein ekspresyonunda ise fibroadenom grubunda gen ifade diizeyinin en fazla

oldugu, Triple negatif grubunda ise en az oldugu bulundu.
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Sekil 23. Meme kanseri molekiiler alt tiplerde tlimorlii dokularda Bel-2, Casp3 ve Casp9
protein ekspresyon bulgular1 ve gen ekspresyon bulgulariyla karsilastirilmasi. A. Molekiiler
alt tiplerde tiimorli dokularda Bcel-2 protein ekspresyonu profili (*p<0.05, p**<0.01).

B.
C.
D.
E.

F

Molekiiler
Molekiiler

alt
alt

tiplerde
tiplerde

timorli  dokularda
timorlit  dokularda

Bcl-2 gen
Casp3 gen

Molekiiler alt tiplerde tiimorlii dokularda Casp3 protein ekspresyonu profili.
Molekiiler alt tiplerde timorlii dokularda Casp9 protein ekspresyonu profili.

profili.
profili.

ekspresyonu
ekspresyonu

. Molekiiler alt tiplerde tiimorlii dokularda Casp9 gen ekspresyonu profili (*p<0.05,
**p<0.01). G. Molekiiler alt tiplerde tiimérlii dokularda miR-484 ekspresyon profili.
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4.1.5. miR-484 ile Tliskili Sinyal Y olaklar

miR-484 birgok yolakta gorev almaktadir. DIANA TOOLS-mirPath v.3 programi
kullanilarak yapilan KEGG ve GO analizlerine gore, miR-484’iin kanser iliskili
birgok yolakta rol alan genlerle iligkili oldugu bulundu. Sekil 24 ve Tablo 10 ve
11’de miR-484’1in iliski oldugu yolaklar gosterilmektedir (Sekil 24) (Tablo 10,11).
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Sekil 24. miR-484’¢ ait Heat Map Grafigi (KEGG).

Tablo 10. miR-484 i¢in KEGG Yolak Analizi

miR-484
Yolak p degeri
Fatty acid metabolism (hsa01212) 0.000476824920364

Lysine degradation (hsa00310) 0.00187272890897

Proteoglycans in cancer (hsa05205) 0.00911655261096

Central carbon metabolism in cancer (hsa05230) 0.0282005869051
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Tablo 11. miR-484 i¢in GO Yolak Analizi.

miR-484
Yolak p degeri
Protein targeting (GO:0006605) 0.000113759444878
Carbohydrate metabolic process (GO:0005975) 0.000113897955354
Nitric oxide metabolic process (GO:0046209) 0.000129263721781

Activation of signaling protein activity involved in unfolded protein
response (GO:0006987)

0.000129900864231

Fc-epsilon receptor signaling pathway(G0O:0038095) 0.00017770347544
Transcription initiation from RNA polymerase I 0.000265546081001
promoter (GO:0006367)

translational termination (GO:0006415) 0.000374904934063
Immune system process (GO:0002376) 0.000377722535744
Microtubule organizing center (GO:0005815) 0.000552321439372
Chromatin organization (GO:0006325) 0.000593065877661
Mitotic nuclear envelope disassembly 0.000893844049834
(G0:0007077)

Fibroblast growth factor receptor signaling pathway (G0O:0008543)

0.000903011610744

DNA metabolic process (GO:0006259) 0.000907865755697
Cell junction assembly (G0O:0034329) 0.00093561066904
Nitric-oxidesynthaseregulator activity(G0O:0030235) 0.00155612806649
Hexose transport (GO:0008645) 0.00169636947898
Glycosaminoglycanmetabolicprocess(GO:0030203) 0.00183363024908
Extracellular matrix organization (GO:0030198) 0.00206893550886
Platelet degranulation (GO:0002576) 0.00263359230327
Cell junction organization (GO:0034330) 0.00322297399671
Cellular component disassembly involved in0.00332642916027
execution phase of apoptosis (GO:0006921)

Endocytic vesicle lumen (GO:0071682) 0.00377794042687
Cytokine-mediatedsignaling pathway(G0:0019221) 0.00396701151036
Regulation of type | interferon-mediated signaling 0.00446058376114
pathway (GO:0060338)

Innate immune response (GO:0045087) 0.00469003262702
Nuclear-transcribed MRNA catabolic 0.00517708865957
process,nonsense-mediated decay (GO:0000184)

Endosome (GO:0005768) 0.00534820310017
Fc-gamma receptor signaling pathway involved in 0.00624399839145
phagocytosis (GO:0038096)

Chondroitinsulfate metabolic process (G0O:0030204) 0.00764454425598
ProteinN-linked glycosylation via asparagine(G0:001827) 0.00812274006606
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5.TARTISMA ve SONUC

Kadinlarda en sik goriilen kanser meme kanseridir. Meme kanseri kanser nedenli
oliimlerde ikinci sirada yer almaktadir. Her yil yaklagik 2 milyon yeni vakaya meme
kanseri tanis1 konmaktadir. Meme kanseri orani, yas, cinsiyet, hormonal bozukluklar,
aile gecmisi, yasam tarzi, populasyon artisi, fiziksel aktivite ve obezite gibi c¢esitli
risk faktorlerinden etkilenir (Sung ve ark.,2021). Hastalarda tarama ve erken tani igin
mammografi altin standart olarak tercih edilmektedir. Tedavide ise geleneksel meme
kanseri tedavilerinden cerrahi, radyasyon, kemoterapi ve hormon tedavisi
kullanilmaktadir. Meme kanseri multifaktoriyel bir kanserdir. Meme kanserinin
patogenezi tam olarak aydmnlatilamadigindan, tami i¢in etkili bir referans indeksi
bulunmadigindan, tan1 ve tedavi igin biyolojik gostergeler ve yeni hedefler klinik
uygulamalarda arastirma odagi haline gelmistir (Koh ve Kim, 2021). Klinik
uygulamadaki en popiiler hedef mikroRNA’lardir.

miRNA’lar 19-25 niikleotid biiyiikliigiinde kiigiik, kodlamayan RNA’lardir.
miRNA’lar translasyonu inhibe ederek veya mRNA’larin susturulmasini tetikleyerek
gen ekspresyonunun diizenlenmesinde Onemli rol oynarlar. miRNA’lar kiigiik
kodlanmayan RNA molekiilleri olarak post-transkripsiyonel gen regiilasyonunda
0zellikle normal ve patolojik durumlarda ¢esitli hiicresel ve biyolojik olaylarda
gorevlidir. miRNA ekspresyonundaki bozulmalar kanser dahil bir¢ok insan hastaligi
icin ortak ozelliktir. Degisen miRNA ekspresyonlar: bircok insan malignitesinin
patogenezi ile korelasyon gosterir, ki meme kanseri icinde miRNA’lar hem tani hem
de prognoz igin ¢ok degerli molekiiler biyomarkirlardir (Elango ve ark., 2019).
Meme kanserini etkileyen her bir yolakta Ts-miR ve Onko-miR olarak rol oynayan



birgok miRNA’lar vardir (Nurzadeh ve ark., 2021). Bu miRNA’lardan biri de miR-
484°tiir.

Son yillarda miR-484 ile ilgili bir¢ok alanda ¢alisma yapilmistir. Kanserle ilgili
caligmalarin da popiiler oldugu goriilmektedir. miR-484 ile yapilan calismalarda
sonuglar birbirleriyle korele degildir. Kanser tiirline gore miR-484’iin fonksiyonu
degisiklik gostermektedir. Kimi kanser tiirinde miR-484 onkogen rol oynarken

kiminde tiimor supressor olarak davranmaktadir. Bu ¢alismalar asagida 6zetlenmistir.

Mide kanserlerinde yapilan hem doku hem de hiicre hatti ¢alismalarinda miR-484
ekspresyonun azaldigi ve mide kanserinin olusumunda, gelismesinde anti-kanser rolii
oynadigt ve miR-484’tin artan ekspresyonunun hiicre proliferasyonunu,
tiimorojeniteyi baskiladigi ve apoptozu tesvik ettigi gosterilmistir (Liuve ark., 2020;
Li ve ark., 2020).

Servikal kanserde de benzer sekilde Hu ve arkadaglari, miR-484'in ZEB1 ve
SMAD?2'yi hedefleyerek hiicre proliferasyonu ve epitelyal-mezenkimal gegisi
baskiladigimi goésterdi (Hu ve ark., 2017). Servikal kanserde yapilan bir diger
caligmada ise miR-484’{in hiicre adhezyonu, go¢ii, istilasi ve EMT gegisinde yer alan
MMP14-TNF eksenini ve HNF1A-Wnt eksenini inhibe ederek anti-kanser etkileri
oldugu gosterilmistir. Gastrik ve kolorektal kanserlerde miR-484’ilin ekspresyonunun
diisiik oldugu ve tiimor supressor olarak davrandigr belirlenmistir (Hu ve ark., 2017,
Zare ve ark., 2018; Lu ve Lu, 2015). Pankreas kanserinde ise miR-484’iin timor
baskilayici olarak rol oynadigi kanitlanmigtir. Bu da pankreas kanserinin erken

teshisi i¢in umut verici arasindadir (Yin-Zhao ve ark., 2022).

Kolon kanserli hastalardan alinan serum orneklerinde ise evre 1-2°de miR-484’{in
ekspresyon diizeyi belirgin sekilde azalmisken; evre 3-4’de miR-484’iin ifadesinde
anormal bir artis oldugu goriilmiistiir. Bu da Lu ve arkadaglarina kolon kanseri
progresyonunun erken teshisine ve izlenmesine yardimci olabilecegini

diistindiirmiistiir (Lu ve ark., 2015).

Prostat kanserli hastalarda da miR-484’iin onkogenik olarak rol oynadig

goriilmektedir (Lee ve ark., 2020). Benzer sekilde hepatoseliiler karsinomada,
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yumurtalik kanserlerinde ve renal karsinomlarda da miR-484’{in ekspresyonunun
yiiksek oldugu ve hastaligin progresyonu ile iligkili oldugu gosterilmistir (Li ve ark.,
2017; Merhautova ve ark., 2015; Yang ve ark., 2016; Vecchione ve ark., 2013).
Ayrica kiiciik hiicre dis1 akciger kanserlerinde komsu saglikli dokulara gore tiimorlii
dokularda ve NSCLC hiicre hatlarinda ve akciger normal hiicrelerinde de miR-484
ekspresyonunun arttigr, NSCLC’nin ilerlemesini tesvik etmek i¢in onkogen olarak
islev gordiigii ¢alismada gosterilmistir (Li ve ark., 2017). Renhui ve ark., yiiksek
mMiR-484 ekspresyonunun glioma hastalar1 i¢in kotii prognozla iliskili oldugunu

gostermistir (Renhui ve ark.,2018).

Literatirde miR-484 ve meme kanseri iligkisinin arastirildigi g¢aligmalarda
vardir.Meme kanserli hastalarin serum orneklerinde miR-484’iin ekspresyonunun
yiiksek oldugu, hiicrelerde proliferasyonu, kemorezistansi arttirdigi bildirilmis ve
onkogenik miRNA olarak davrandigi belirlenmistir (Ye ve ark., 2015; Zearo ve ark.,
2014). Benzer sekilde Halubekova ve ark., 39 erken evre meme kanseri hastasinin
serum Orneklerinde miR-484 ekspresyon seviyesinin saglikli goniilliilere gore yiiksek

oldugunu gostermistir (Halubekova ve ark., 2020).

Shi ve ark. invaziv meme kanserli hastalarda 253 hasta da miRNA profilinin
karsilagtirmali analizinden yliksek miR-484 seviyesinin kotii prognoz ile iliskisi
oldugu sonucuna varmislardir (Shi ve ark., 2019). Volinia ve ark., invaziv duktal
karsinomali 466 hastanin miRNA veri analizininde miR-484 ile IDK hastalarinin
prognozu arasinda giiglii bir iliski oldugunu gostermistir (Volinia ve ark., 2013).
Kabil ve ark’da triple negatif meme kanserinde miR-484’{in onkogen olarak
davrandigin1 gostermislerdir. Ayrica Wei ve ark., da dstrojen reseptér ER+ meme
kanseri hiicrelerinde miR-484’lin tiimdr siipressér olarak rol oynadigini

gostermislerdir (Wei ve ark., 2021).

Bu calismada meme kanserli hastalarin doku o6rnekleri kullanilmistir. 6’s1 benign
36’s1 malign tiimore sahip 42 meme kanserli hastadan alinan tiimorlii ve timorli
dokuya komsu saglikli meme dokusu Orneklerinde saglikli dokuya gore tiimorlii
dokuda miR-484’tin ekspresyonu yiiksek bulundu. Ayrica alinan doku ornekleri

histopatolojik 6zelliklerine gore siniflandirarak hastalar Luminal A, Luminal B, Her
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2+, Triple negatif molekiiler alt tiplere ayrildi ve fibroadenom grubu da dahil edildi.
Bu 5 grup kendi igerisinde miR-484 ekspresyon seviyeleri analiz edildiginde tiim
gruplarda tiimorlii dokularda saglikli dokulara gére miR-484 ekspresyon seviyesinin
yiiksek oldugu bulundu. Ayrica tiimérlii dokularda fibroadenom grubunda (benign
tiimor) diger molekiiler alt tiplere sahip (malign) gruplar karsilastirildiginda miR-484
ekspresyon seviyesinin fibroadenom grubunda en azken; sirasiyla Luminal A, Her2+,
Luminal B ve triple negatif gruplarin ekspresyon seviyesinin arttigi belirlendi. Ayrica
malign grup kendi igerisinde karsilastirildiginda seyri en hafif, stabil grup olan
Luminal A’da miR-484 ekspresyon seviyesinin en diisitk oldugu, en agressif tip olan
triple negatifte ise miR-484 ekspresyon seviyesinin en yiiksek oldugu bulundu. Bu da
bize meme kanserinde agresiflik arttikca miR-484 ekspresyon seviyesinin de arttigini

kanitlamis oldu.

Calismaya dahil edilen malign tiimdre sahip 36 hastadan, DSO meme Kkanseri
simiflandirmasina gore 9 hasta derece-|, 15 hasta derece-11, 12 hasta derece-111 olarak
smiflandirildi. Bu hastalar1 histolojik derecelerine gore ayrildiginda da derecesi |
olan hasta grubunda miR-484 ekspresyon seviyesi en diisiiktiir. Derece arttikga miR-
484 ekspresyon seviyesinin de arttigi bulundu. Elde edilen verilere gére molekiiler
alt tipler ve histolojik dereceler disiiniildigiinde artan agressiflikle birlikte miR-
484’tin ekspresyonunun istatistiksel olarak onemli oranda arttigi gosterildi.
Sonuglarimizin meme kanserinde miR-484’{in onkogen olarak rol oynadigina da 1s1k
tutarak literatiirde bahsedilen 6nceki bazi verileri de destekledigi bulundu (Ye ve ark,
2015; Zearo ve ark, 2014; Halubekova ve ark., 2020).

Ayrica artan yasla birlikte meme kanserine yakalanma oranimnin da arttig
bilinmektedir. Yas ile miR-484 ekspresyonu arasindaki iliskiye bakildiginda da artan
yasla birlikte miR-484 ekspresyonunda da artig oldugu bulundu. Bizim ¢alismamizda
meme kanserinde ayni hastanin tiimorlii ve saglikli dokusunu kullanarak bireysel
farklanmalar devre dis1 birakilmis, tiimorlii ve saglikli doku arasindaki miR-484
ekspresyon farki net bir sekilde ortaya konulmustur. Bu da kanserin ortaya
¢ikmasinda miR-484’iin etkisinin olabilecegi hipotezimizi dogruladi. Ayni hastaya

ait malign ve benign dokularin kullanilmasi da ¢alismamizi 6zgiin kilmaktadir.
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Apoptoz, kaspaz kaskadinin aktivasyonuna bagli olarak meydana gelen
programlanmis hiicre 6liimii siirecidir. Apoptoz i¢ dengenin saglanmasinda, yarali,
enfekte veya gorevini tamamlamis hiicrelerin uzaklastirilmasinda, hiicresel gelisimde
ve hastalik patogenezinde Onemli bir rol oynamaktadir (Marzieh Asadi,2021).
Apoptozda intrinsik ve ekstrinsik olmak iizere 2 temel yolak gorevlidir. Intrinsik
yolagin kilit proteinlerden birisi Bcl-2°dir. Kaspazlar ise her iki yolakta da gorev
yapan proteazlardir. Bcl-2  proteinindeki  dengesizlikler ve  kaspazlarin
fonksiyonlarindaki azalma hiicrenin apoptozdan kagarak anormal sekilde

¢ogalmasinda rol oynayan sebeplerdendir (Marziehve ark., 2021).

Kanser ve apoptoz arasindaki iligkinin aydimlatilmast igin bircok ¢alisma
yapilmaktadir. Yang ve ark., Casp3 gen ekspresyonunun artmasinin meme
kanserinde kotii prognoz ile iliskili oldugunu ve genel sagkalim iizerinde olumsuz bir
etkisi oldugunu gosterdi (Yang ve ark., 2018). Yine baska bir ¢alismada meme
kanserli hastalar1 17,5 yil takip edilmis ve serum Orneklerinden Bcl-2 ve p53
miktarlarina bakilmigtir. Serum Bcl-2 ve p53 miktar1 sagliklilara gore hastalarda
yiiksek bulunmustur. Yiiksek Bcl-2 seviyelerine sahip hastalar, diisik Bcl-2
degerlerine sahip olanlardan daha kotii prognoza (17,5 yillik sagkalim) sahip oldugu
bulunarak bu durumun timor agressifligi ile de iliskisi oldugu vurgulanmistir
(Sirotkovic¢-Skerlev ve ark., 2021). Pankreas kanserinde anti-apoptotik protein Bcl-
2’nin asir1 ekspresyonunun kemoterapiye kotii yanit alinmasina yol actigr ve Bcl-
2’nin kanser i¢in potansiyel bir terap6tik hedef oldugu gosterilmistir (Zhang ve ark.,
2018). Li ve arkadaglar1 akciger kanserinde 20 hastada timérlii ve komsu saglikhi
doku orneklerinde miR-484, Casp3 ve Apafl ekspresyon seviyesini degerlendirdiler.
Tiimorli dokularda miR-484 ekspresyonunun yiikseldigini akciger kanserinde
onkogen olarak rol oynadigini gostermislerdir. Artan miR-484 ekspresyon
seviyesinin hiicre proliferasyonunu artirarak hiicre biiytimesini tesvik ettigini, Apaf-1
ve Casp3’iin ekspresyonunu ise azaltarak apoptozu baskilandigini bulmuslardir (Li
ve ark., 2017).

Asadi ve ark., kolorektal kanserde 50 hastada tiimdrli ve komsu saglikli doku

orneklerinde Casp3, Casp8 ve Casp9 genlerinin ekspresyon seviyelerine
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bakmislardir. Saglikli dokulara gore tiimorlii dokularda Casp3 ve Cas9 gen
ekspresyonunun azaldigini, Casp8 ekspresyonunun ise arttigini bulmuslardir (Asadi
ve ark., 2018). Zhang ve ark., 2019 yilinda triple negatif meme Kkanseri hastalarinda
doku ve hiicre hattinda miR-224’{in ekspresyonunun arttigin1 gostermislerdir. Artan
miR-224 seviyesinin ise Casp9'u baskiladigi ve apoptoz yolunu inaktive ettigini
belirlemiglerdir (Zhang ve ark., 2019). Yapilan bu ¢alismada meme kanserli
hastalardan alinan doku 6rneklerinde saglikli dokuya gore tiimorlii dokularda Casp3,
Casp9 gen ve protein seviyelerin de azalma, Bcl2 gen ve protein seviyesinde ise

artma oldugu bulundu.

Hiicre gogli, invazyonu, proliferasyonu ve apoptoz miRNA’lar tarafindan
yonlendirilebilir (Li ve ark., 2017). Timorogenez sirasinda miRNA’lar timor
slipressor gibi davranarak onkogenik iletisim modiilasyonunu diizenlerler veya
onkogen gibi davranarak anti-timor hiicresel yolaklar1 baskilarlar (Elango ve ark.,
2017). Bu calisma ile meme kanserinde miR-484’tin onkogenik rol oynadigi

belirlenmistir.
Bu calismadan elde edilen ana bulgular asagida belirtildigi sekildedir:

- Hastalar hem derecelerine gore hem de molekiiler alt tiplerine gore
smiflandirildiginda miR-484’tin meme kanseri igin kotii prognozla iliskili oldugu

bulundu.

- Calismamizda kontrol ornegi kullanmayip hastanin tiimorlii ve saglikli doku

orneklerini kullanarak bireysel farkliliklar elimine edilmis oldu.

- Onkogenik 0Ozellik gosteren miR-484’iin artan ekspresyonu apoptozun
mitokondriyal yolagini baskilayarak hiicrelerin apoptoza gitmesini durdurabilecegini

gosterdi.

- Intrinsik yolakta antiapoptotik olarak gérev yapan Bcl-2’nin ekspresyonunun
saglikli dokuya gore timoérlii dokuda artis gostermesinin  de apoptozun

baskilanmasina neden olabilecegi gosterildi.

- Timorli dokularda Casp3 ve Casp9 gen ve protein ekspresyonunda azalma

goriiliirken, saglikli dokularda ise artig goriilmektedir. Bu da bize kanserde koruyucu
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gen olarak disiindiiglimiiz kaspazlarin saglikli dokularda goérevini yapabilirken
timorlii dokularda baskilandigini, miktarinin azaldigin1 ve koruyucu olarak gorev
yapamadigin1  buna parelel olarak da apoptoza gidisin baskilandigin1 ve

tiimordgenezin desteklendigini gdstermektedir.

- Timorlii meme dokularinda mitokondriyal apoptotik yolakta onko-miR olarak
gorev yaptigimi disiindiigiimiiz miR-484 ve artan Bcl-2 ekspresyonu ile azalan

Casp3, Casp9 ekspresyonunun apoptozu baskilayabilecegini gostermektedir.

Bu yonlerden calismamizin literatiire yeni bilgiler kazandirdigimi diisiinmekteyiz.
llerleyen calismalar icin daha fazla hasta sayisiyla ilgili oldugunu diisiindiigiimiiz
yolakta daha fazla belirte¢ incelenerck, meme kanser alt tiplerini daha da
spesifiklestirip ozellikle en agressif tip olan triple negatif meme kanserinde

caligmanin devam ettirilmesini dnermekteyiz.
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	2.3.1.2.4. Tübüler Karsinom
	Memenin tübüler karsinomu, invaziv meme kanserlerinin yaklaşık %1 ila 2'sini oluşturan belirgin, daha az agressif, düşük dereceli nadir görülen bir meme karsinomudur. Uzak metastaz yapma eğiliminin düşük olması nedeniyle olumlu bir prognoz taşır. Her ...
	2.3.1.2.5. Medüller Karsinom
	Aksillar lenf düğümlerinde düşük tutulum oranlarıyla ilişkili invaziv karsinom tipidir. Daha iyi klinik sonuç verir. Tüm vakaların yaklaşık %3-5’inden sorumludur. BRCA geninde mutasyon görülmektedir. Genellikle 30-40’lı yaşlarda hastaları etkiler (Nas...
	2.3.1.2.6. Papiller Karsinom
	Bu Meme Kanseri türleri genişlemiş kanallardan ve miyoepitelyal hücre içermeyen fibrovasküler çekirdekli papiller yapılar içeren kistlerden oluşur. Papiller meme kanserleri nadirdir. Teşhis edilen tüm meme kanserlerinin yaklaşık %0.5'ini oluşturur. E...
	2.3.1.2.7. İnvaziv Kribriform Karsinom
	İnvaziv kribriform karsinom (İKK), nadir görülen bir primer meme kanseri türüdür. Tüm meme kanserlerinin %0,4’ünü oluşturmaktadır. İlk defa 1983 yılında ayrı bir histolojik tip olarak Page ve arkadaşları tarafından ortaya çıkarılmıştır. İyi prognoza s...
	2.3.1.2.8. Memenin Paget Hastalığı
	Nadir görülen meme hastalıklarındandır. Tüm meme kanserlerinin %1-3’ü kadardır. Hem erkek hem de kadınlar etkilenebilmektedir. Bu hastalık meme başı ve areolada ortaya çıkmaktadır. Kırmızı kaşıntılı döküntü şeklindedir. Genellikle tek taraflıdır ve ar...
	2.3.1.2.9. Apokrin Karsinom
	Sınırları kesin olarak belirlenmiş büyük atipik hücrelerin proliferasyonu, bol eozinofilik sitoplazma, büyük çekirdekler ve tümör hücrelerinin %90'ından fazlasında belirgin nükleoller ile karakterize nadir bir meme kanseri türü apokrin karsinomdur. Tü...
	2.3.1.2.10. Metaplastik Meme Karsinomu (MMK)
	1973 yılında Huvos ve ark tarafından ilk kez ortaya çıkmıştır. Metaplastik meme karsinom (MMK) nadir görülen meme karsinomudur. Tüm meme karsinomların yaklaşık %0,2-5’i kadarını oluşturur. MMK kötü prognoza sahiptir ve genellikle triple negatiftir. ER...
	2.3.2. Meme Kanserinin Moleküler Alt Tipleri
	Meme tümörlerindeki heterojenlik ve tümör histolojisi moleküler temelli ve patolojiye dayalı meme kanseri sınıflandırılmasının gerekliliğini ortaya koymuştur. Meme kanseri hormon reseptörlerinin (HR), ER ve/veya PR, ERBB2 eski adıyla Her2 ve hücre pro...
	2000 yılında Perou ve arkadaşları bu genlerdeki ekspresyon seviyelerine göre tümörleri dört moleküler alt tipte sınıflandırarak meme kanserinde moleküler profil oluşturmayı önerdi (Şekil 3).
	 Luminal A (ER+ ve/veya PR+ ve Her2− ve düşük Ki-67 seviyesi),
	 Luminal B (ER+ ve/veya PR+ ve /veya Her2+ ve yüksek Ki-67 seviyesi),
	 HER2 ile zenginleştirilmiş (ER− ve PR−/Her2+)
	 TNBC (ER− ve PR− ve Her2 −) (Perou ve ark., 2000; Pellegrino ark., 2021)
	Luminal meme kanserleri tüm meme kanserlerinin yaklaşık %70’ini oluşturan tümörlerdir. Luminal A ve Luminal B olmak üzere 2 tipi vardır (Łukasiewicz ve ark., 2021).
	2.3.2.1. Luminal A
	Luminal A, invaziv meme kanserlerinin %40 ila %50'sini temsil eden en yaygın moleküler alt tiptir. Tüm moleküler alt tipler arasında en iyi prognoza sahiptir. Yavaş büyüme eğilimindedir. Metastaz, nüks ihtimali azdır. Bu alt tip ER ve/veya PR pozitif...
	2.3.2.2.Luminal B
	Luminal A’dan sonra en sık görülen ikinci moleküler alt tiptir. Luminal A’nın aksine Luminal B tümörleri daha kötü prognoza sahiptir, daha yüksek dereceye sahiptirler. ER pozitiftirler ve PR negatif ve/veya Her2 pozitif olabilirler. Metastaz oranı Lum...
	2.3.2.3. Her 2 Zengin
	Her2, 1980'lerin ortalarında kanser hücresi büyümesini uyaran bir onkogen olarak tanımlandı. 4 tip reseptör içerir; Her1, Her2, Her3 ve Her4. Bu dört reseptör arasında Her2 reseptörleri, akciğer, meme, yumurtalık ve böbrek kanseri gibi farklı kanser t...
	Her2 aşırı ekspresyonu, gelişmiş tümör büyümesi, geleneksel kemoterapiye daha az yanıt ve genel olarak azalmış sağkalım ile ilişkilidir. Her2 pozitif meme kanserinin tek başına kemoterapötik ajanlarla tedavisinde yanıt zayıftır. Her2 reseptörüne karşı...
	2.3.2.4.Triple Negatif
	TNBC, tüm meme kanseri vakalarının yaklaşık %10-20'sini oluşturan meme kanseri alt tipidir. ER, PR ve Her2 ekspresyonları yoktur. TNBC çok çeşitli genetik, immünofenotipik, morfolojik ve klinik özelliklere sahiptir. Hr + ve Her2 + tümör tiplerine göre...
	2.4. Meme Kanserinde Evreleme
	2.5. Meme Kanseri Tanı Yöntemleri
	2.5.1. Mammografi
	2.5.2. Meme Ultrasonografi
	2.5.3. Magnetik Rezonans Görüntüleme (MRG)
	2.5.4. Positron Emisyon Tomografisi (PET)
	2.5.5. Tek Foton Emisyonlu Bilgisayarlı Tomografi (SPECT)
	2.6. Meme Kanserinde Tedavi Yöntemleri
	2.7. MikroRNA (miRNA’lar)
	2.7.1. miRNA biogenezi
	2.7.2. miRNA ve Kanser
	2.7.3. miRNA ve Meme Kanseri
	2.7.4. miR-484
	Kanser etiyolojisine yönelik yapılan en son araştırmalar epigenetiğin kanserde kilit rol oynadığını göstermektedir (Wu ve ark., 2015). Gen ekspresyonunun ana düzenleyicisi olarak kabul edilen miRNA’lar kanserin ilerlemesi, metastaz, apoptoz, otofaji v...
	2.8. Apoptoz
	Apoptoz terimi ilk defa 1972 yılında Kerr ve arkadaşları tarafından tanımlanmıştır Yunanca’dan türeyen bu kelime ağaçtan düşen yaprak anlamına gelmektedir. (Apo:ayrı Ptotis: düşen) (Kerr ve ark., 1972). Apoptoz; ihtiyaç duyulmayan, fonksiyonlarını yer...
	1)İntrinsik Yolak: Bu yolak hücre içi sinyalleriyle aktifleşmektedir. DNA hasarı, endoplazmik retikulum (ER) stresi, oksidatif stres gibi tetikleyicilere yanıt olarak mitokondriyal bütünlük tehlikeye girmektedir. Tetikleyiciler Bcl proteinini indükler...
	2.8.1. Kaspazlar
	Kaspazlar, sistein proteazlarıdır. Aspartik asit kalıntılarından sonra hedeflenen proteinleri parçalarlar. Hem immün hem de immün olmayan hücrelerde eksprese edilirler ve kaspazların çoğu, homeostaz sırasında yapısal olarak eksprese edilir. Kaspazlar,...
	Kaspazlar, işlevlerine ve yapılarına göre alt tipe ayrılan 14 proteinli sistein proteaz ailesine aittir:
	1. ENFLAMATUAR kaspazlar -1, -4, -5, -11, -12, -13 ve -14;
	2. BAŞLATICI kaspazlar -2, -8, -9 ve -10 ve
	3. EFEKTÖR kaspazlar -3, 6- ve -7 olmak üzere 3 gruba ayrılırlar (Singh ve ark.,2022).
	2.8.1.1. Kaspaz 9
	Kaspaz 9, kromozom 1 üzerinde bulunan CASP9 geni tarafından kodlanır. İntrinsik apoptoz yolu için bir başlatıcı kaspaz görevi gören Prokaspaz-9, monomer olarak bulunur ve üç alandan oluşur: N-terminal ön alanı, büyük ve küçük bir alt birimden oluşur (...
	2.8.1.2. Kaspaz 3
	Casp3 geni tarafından kodlanır. Büyük ve küçük alt birimlerden oluşmaktadır. Öncelikle olgunlaşmamış şekilde sentezlenir. İnaktif haldedirler, dimerizasyon ile aktifleşirler. Aktifleştiklerinde apoptozu geri dönüşümsüz olarak indüklemektedir. Her 2 yo...
	2.8.1.3. BCL-2 (B Hücresi Lenfoma 2)
	İntrinsik apoptoz yolağının düzenlenmesi ve yürütülmesinin anahtarı, hem pro-apoptotik hem de anti-apoptotik üyeleri içeren BCL-2 (B Hücresi Lenfoma 2) ailesi proteinleridir (Singh ve ark., 2022). Bcl-2 geni tarafından kodlanan Bcl-2 proteini, anti-ap...
	2.8.2. Apoptoz ve Kanser
	Apoptozdaki dengesizlikler bazı hastalıklara neden olmaktadır. Bu hastalıklardan biri de kanserdir. Kanser hücre proliferasyonu ve hücre ölümü arasındaki dengenin bozulması ve hücrelerin apoptozu gerçekleştirecek ölüm sinyallerini alamamasıyla ortaya ...
	Tümörlü hücrelerin apoptozdan kaçabileceği ya da hücre ölümüne karşı direnç geliştirebileceği çeşitli faktörler vardır. Bunlardan bazıları kaspazların ekspresyonundaki düşüş, inhibitör apoptoz protein ailesinin (IAP) ekspresyonundaki artış, p53’deki m...
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