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OZET
Doktora Tezi

KANSER KOK HUCRE SINYAL ILETIM YOLAKLARINDA GOREV ALAN
MIKRORNA'LARIN MEME TUMORLERINDE BiYOBELIRTEC OLARAK
DEGERLENDIRILMESI

Elif ERTURK

Bursa Uludag Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Biyoloji Anabilim Dali

Danisman: Prof. Dr. Ferda ARI '
Ikinci Damisman: Prof. Dr. M. Sehsuvar GOKGOZ (Bursa Uludag Universitesi)

Meme kanseri, diinya ¢apinda kadinlar arasinda en yaygin goriilen kanser tiirtidiir ve
kanser Oliimiiniin en sik nedenidir. mMikroRNA (miRNA)'larin kanserin baslamasi ve
ilerlemesi ve kanser kok hiicrelerin olusumundaki etkili rolleri nedeniyle biyobelirteg
ve/veya terapOtik hedef olarak kullanilabilecegi diisiiniilmektedir. Bu tez ¢aligmasinda,
kanser kok hiicre sinyal yolaklarinda etkili miRNA'larin meme tiimorlerinde
arastirilmasi amaglanmistir. Bu dogrultuda, 50 meme kanserli hastanin taze tiimor doku
ornekleri ve ilgili hastalarin 20'sinin normal doku o6rneklerinde 15 miRNA'nin RT-
gPCR yontemiyle ekspresyon analizleri gerceklestirildi. Verilerin degerlendirilmesinde,
Ki-Kare, Kolmogorov Smirnov, T, Tukey, Mann Whitney U, Spearman's Rho
korelasyon testleri, Binary Logistic Regresyon ve ROC analizi yapildi. Tim meme
kanseri hastalarinda miR-31 (p=0.034) ve miR-150-3p (p=0.034) ekspresyon
diizeylerindeki artis istatistiksel olarak anlamli bulundu. miR-31 ve miR-150-3p'nin
tanisal degerleri aragtirildiginda, bu iki miRNA'nin birlikte kullanimimim meme kanseri
tanisinda 6nemli olabilecegi belirlendi. Molekiiler alt gruplara gére Luminal A, Luminal
B, HER2(+) ve TNBC olarak 4 gruba ayrilan hastalar arasindaki miRNA ekspresyonlar1
incelendiginde ise, 1limli (Luminal A ve B) grupta miR-200c (p=0.039) ve miR-27a
(p=0.018) ekspresyonlarinin artig1, agresif (HER2(+) ve TNBC) grupta ise ayni
miRNA'larin ekspresyonlarinin azaligi istatistiksel olarak anlamli tespit edildi. miR-
200c ve miR-27a'nin tanisal giicii degerlendirildiginde, bu iki miRNA'nin hastaligin
Luminal A ve B ya da HER2+ ve TNBC 6zellikte olma durumunu belirlemede etkili
olabilecegi goriildi. Bu bulgularin 1s1ginda, miR-31 ve miR-150-3p miRNA'larinin
meme kanseri hastalarinin  prognozunu ve gelisebilecek metastatik  siireci
degerlendirmede yol gosterici, miR-200c ve miR-27a'nin meme tiimorlerinin  alt
tiplerinin ayriminda prediktif potansiyelinin olabilecegi diisiiniilmektedir. Sonug olarak,
miRNA  ekspresyon farkliliklarimin  meme tiimorlerinde  biyobelirteg  olarak
kullanilmasinin yakin gelecekte miimkiin olabilecegi ve bu dogrultuda ileri fonksiyonel
analizlerin yapilmasi gerektigi kanaatine varimstir.

Anahtar Kelimeler: Meme kanseri, miRNA, kanser kok hiicre, biyobelirteg

2020, xi + 143 sayfa.



ABSTRACT
PhD Thesis

EVALUATION OF MICRORNAS IN CANCER STEM CELL SIGNALING
PATHWAYS AS BIOMARKERS IN BREAST TUMORS

Elif ERTURK

Bursa Uludag University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Biology

Supervisor: Prof. Dr. Ferda ARI
Second Supervisor: Prof. Dr. M. Sehsuvar GOKGOZ (Bursa Uludag University)

Breast cancer is the most common type of cancer among women worldwide and is the
most common cause of cancer death. It is thought that microRNAs (miRNAS) can be
used as biomarkers and/or therapeutic targets due to their effective role in the initiation
and progression of cancer and in the formation of cancer stem cells. In this thesis work,
it is aimed to investigate miRNAs effective in cancer stem cell signaling pathways in
breast tumors. Expression analyzes of 15 miRNAs were performed by RT-qPCR
method in fresh tumor tissue samples of 50 breast cancer patients and in normal tissue
samples of 20 of the related patients. In the evaluation of the data, Chi-Square,
Kolmogorov Smirnov, T, Tukey, Mann Whitney U, Spearman's Rho correlation test,
Binary Logistic Regression and ROC analysis were performed. The increase in miR-31
(p=0.034) and miR-150-3p (p=0.034) expression levels was statistically significant in
all breast cancer patients. When the diagnostic values of miR-31 and miR-150-3p were
investigated, it was determined that the use of these two miRNAs together could be
important in the diagnosis of breast cancer. When the miRNA expressions were
examined among the patients who were divided into 4 groups as Luminal A, Luminal B,
HER2 (+) and TNBC according to molecular subgroups, the increase in miR-200c (p =
0.039) and miR-27a (p = 0.018) expressions in the mild (Luminal A and B) group and a
decrease in the expressions of the same miRNAs in the aggressive (HER2 (+) and
TNBC) group were statistically significant. When the diagnostic power of miR-200c
and miR-27a was evaluated, these two miRNAs were found to be effective in
determining whether the disease was Luminal A and B or HER2+ and TNBC. In the
light of these findings, it is thought that miR-31 and miR-150-3p miRNAs can be a
guide the evaluation of the prognosis of breast cancer patients and the metastatic
process that may develop, miR-200c and miR-27a can be thought to have predictive
potential in the differentiation of subtypes of breast tumors. As a result, it was
concluded that the use of mIRNA expression differences as a biomarker in breast
tumors may be possible in the near future and further functional analyzes should be
performed accordingly.

Key words: Breast cancer, miRNA, cancer stem cell, biomarker

2020, xi + 143 pages.
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SIMGELER ve KISALTMALAR DiZiNi

Simgeler Aciklama
o Alfa

B Beta

€ Epsilon

Y Gama

v Mikro

Kisaltmalar Aciklama

ABCG1 ATP Binding Cassette Subfamily G Member 1
ABCG2 ATP Binding Cassette Subfamily G Member 2
ABD Amerika Birlesik Devletleri

AGO2 Argonaute RISC Catalytic Component 2
AJCC Amerikan Ortak Kanser Komitesi

AKT3 AKT Serin/Treonin Kinaz 3

ALDH Aldehit Dehidrojenaz

ALH Atipik Lobiiler Hiperplazi

APC Adenomatoz Polipozis Koli

ATM Ataxia Telangiectasia Mutated

ATP Adenozin Trifosfat

BCL2 B-Cell Lymphoma 2

BIM BCL2-Like 11

BOD1 Biorientation Of Chromosomes In Cell Division 1
BRAF B-Raf Proto-Onkogen, Serin/Treonin Kinaz
BRCA1l Meme Kanseri Tip 1

BRCAZ2 Meme Kanseri Tip 2

BRH Benign Reaktif Hiperplazi

CBF1 Centromere-Binding Protein 1

CCL21 C-C Motif Chemokine Ligand 21

CCND1 Siklin D1

CCND2 Siklin D2

CCNJ CyclinJ

CCRY C-C Motif Chemokine Receptor 7

CDH1 Kaderin 1

CDK6 Siklin Dependent Kinaz 6

cDNA Komplementer DNA

CHEK2 Kontrol Noktas1 Kinaz 2

CKla Kazein Kinaz 1 Alfa

Vi



CK5/6 Sitokeratin 5/6

DCIS Duktal Karsinoma In Situ

DGCRS8 DiGeorge Kritik Sendrom Bolgesi 8

DNA Deoksiribo Niikleik Asit

dNTP Deoxynucleotide

DUSP4 Dual Specificity Phosphatase 4

EGFR Epidermal Biiyiime Faktorii Reseptorii
EMD Epitel-Mezenkimal Degisim

EMSY BRCAZ2-interacting Transcriptional Repressor
EpCAM Epitelyal Hiicre Adezyon Molekiilii
ERBB3 ErbB2 Receptdr Tirozin Kinaz 3

ERBB4 ErbB2 Receptdr Tirozin Kinaz 4

ER Ostrojen Reseptorii

ERa Ostrojen Reseptor Alfa

FGFR1 Fibroblast Biiyiime Faktorii Reseptorii 1
FGFp Fibroblast Growth Factor Beta

FoCAl Friend Of Cyclin A

FOXC1 Forkhead Box C1

GSK-3p Glikojen Sentaz Kinaz-3f3

HDAC Histon Deasetilaz

HER?2 ErbB2 Reseptor Tirozin Kinaz 2

HIF-1a Hypoxia Inducible Factor 1 Subunit Alpha
HIPK1 Homeodomain Interacting Protein Kinase 1
HMGA2 High Mobility Group AT-Hook 2
HOXD10 Homeobox D10

HRAS HRAS Proto-Oncogene, GTPaz

HRT Hormon Replasman Tedavisi

IDC Invaziv Duktal Karsinoma

IGFBP-2 Insulin Like Growth Factor Binding Protein 2
ILC Invaziv Lobiiler Karsinoma

JAK?2 Janus Kinase 2

Ki67 Proliferasyon Markir1 Ki-67

KKH Kanser Kok Hiicre

KLF8 Kruppel Like Factor 8

KRAS KRAS Proto-Onkogen, GTPaz

LCIS Lobiiler Karsinom In Situ

LEF1 Lymphoid Enhancer Binding Factor 1
LGR Leucine Rich Repeat Containing G Protein
LRP5 Diisiik Yogunluklu Lipoproteinle Iliskili Protein 5
MEGF9 Multiple EGF Like Domains 9

MERTK MER Proto-Oncogene, Tyrosine Kinase
miRNA MikroRNA

MKKH Meme Kanseri Kok Hiicresi
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MYC
NANOG
NF-Kp
NPM1
OCT4
PALB2
PARP
PCR
PDCD4
PIK3CA
PI3K

PR
PTCH
PTEN
P63
gPCR
RASSF1A
RHOC
RNA
SATB2
SHH
SMO
SNAIL
SNORD48
SOX2
SPIN1
SPOCK1
SPRED1
STAT3
STK11
TGF-f
TNBC
TNM
TPM1
TP53
TWIST
uUiCC
U6
WHO
VEGF
ZEB1
ZEB2

MY C Proto-Oncogene

Nanog Homeobox

Niikleer Faktor Kappa f3

Niikleoposmin 1

Octamer Binding Transcription Factor 4
Partner And Localizer Of BRCA2
Poli(ADP-Riboz) Polimeraz 1

Polimeraz Zincir Reaksiyonu

Programmed Cell Death 4
Fosfotidilinozitol-4-5-Bifosfat 3-Kinaz Katalitik Alfa
Fosfotidilinozitol-3-Kinaz

Progesteron Reseptori

Patched

Fosfotaz ve Tensin Homologu

Tumor Protein P63

Kantitatif Polimeraz Zincir Reaksiyonu
Ras Association Domain Family Member 1
Ras Homolog Family Member C

Ribo Niikleik Asit

SATB Homeobox 2

Sonic Hedgehog Signaling Molecule
Smoothened, Frizzled Class Receptor

Snail Family Transcriptional Repressor 1
Small Nucleolar RNA, C/D Box 48
SRY-Box Transcription Factor 2

Spindlin 1

Kazal Benzeri Proteoglikan 1

Sprouty Related EVH1 Domain Containing 1
Signal Transducer And Activator Of Transcription 3
Serin/Treonin Kinaz 11

Transforming Growth Factor Beta

Uclii Negatif, Triple Negatif Meme Kanseri
Tiimor, Nod ve Metastaz

Tropomyosin 1

Timor Protein 53

Twist Family BHLH Transcription Factor
Uluslararas1 Kanser Kontrolii Birligi

RNA, U6 Small Nuclear

Diinya Saglik Orgiitii

Vascular Endothelial Growth Factor A
Zinc Finger E-Box Binding Homeobox 1
Zinc Finger E-Box Binding Homeobox 1

viii



SEKILLER DIiZiNi

Sayfa
Sekil 2.1. Kanserin en temel 10 6zelliginin sematik goSterimi........ccvevvrvivveniiiiesinersninn. 4
Sekil 2.2. 2018 yil1 tahmini kiiresel kanser yiKii..........ccooerieiiiiiiiiiiiecee 8
Sekil 2.3. Meme kanserinin anatomik ve histolojik kokenleri..........ccococvvviiiiiiiiiiinnnnne, 11
Sekil 2.4. Inaktif (sol panel) ve aktif (sag panel) WNT sinyal yolaklari ........................ 27
Sekil 2.5. Notch sinyal YOIagl ......cccoviiiiiiiiiiiiiiie e 30
Sekil 2.6. Hedgehog inhibisyonu (sol panel) ve aktivasyonu (sag panel) sinyal yolaklari
......................................................................................................................................... 32
Sekil 2.7. miRNA'larin biyogenezi, islenmesi ve olgunlagmas ..........c.ceeerveiveiirnenne. 37
Sekil 2.8. Onkogenler ve tiimor baskilayicilar olarak miRNA'lar ........cccocvevviieiiiiennnen. 4
Sekil 2.9. miRNA'larin meme kanseri kok hiicreleri sinyal yolaklarinin .............ccceeeee.
diizenlenmesindeki TOIT .......eoiiiiiiiiiiicie e 57
Sekil 3.1. RNA izolasyonu sematik OStEIIMI ........ccvevveriveieireeiieiesie e 74
Sekil 3.2. RT-qPCR analizi sematik gOStErTMI ......oecvveiueeiiieiiiiiie e 76

Sekil 4.1. Hasta ve kontrol grubunun miR-31 ve miR-150-3p ekspresyon dagilimlar1 88
Sekil 4.2. Meme kanserli hastalarda miR-31 ve miR-150-3p ekspresyonlarinin tanisal
degerleri i¢in yapilan ROC analizi SONUCU .........ccoovveiiiiiiiiiiiicsicsese e 89
Sekil 4.3. HER2(+) ve kontrol grubunun miR-15b-5p ekspresyon diizeyi dagilima ...... 92
Sekil 4.4. TNBC ve kontrol grubunun let-7c ve miR-200c ekspresyon diizeylerinin

AGUIMIATT ¢t r e re e e 93
Sekil 4.5. Luminal A ve kontrol grubunun miR-31 ve miR-15b-5p ekspresyon
diizeylerinin dagilimlarts ..........ccooiiiiiiiiii 95
Sekil 4.6. Luminal B ve kontrol grubunun miR31, miR-135a-5p, miR-150-3p ve miR-
374a ekspresyon diizeylerinin dagilimlart ...........coccoviiiiiiiiiii 97
Sekil 4.7. HER2(+) ve TNBC hasta gruplarmmin miR-15b-5p ekspresyon diizeyi
arasindaki farkIar ..o 99
Sekil 4.8. HER2(+) ve Luminal A hasta gruplarinin miR-200c ekspresyon diizeyi
arasindaki farklar..........coooviiii 100
Sekil 4.9. HER2(+) ve Luminal B hasta gruplarinin miR200c, miR-15b-5p, miR-935,
miR-374a ve miR-17-5p ekspresyon diizeyleri arasindaki farklar .............cccocoooennne 102
Sekil 4.10. TNBC ve Luminal A hasta gruplarinin miR-34a, let-7¢c, miR-200c, miR-31
ve miR-27a ekspresyon diizeyleri arasindaki farklar.............cccoccoovvveieniiic i, 104
Sekil 4.11. TNBC ve Luminal B hasta gruplarinin miR-34a, let-7c, miR-31, miR-935,
miR-374a ve miR-17b-5p ekspresyon diizeyleri arasindaki farklar .............cc.ccoovneeene. 106
Sekil 4.12. Luminal A ve Luminal B hasta gruplarinin miR-135a-5p, miR-15b-5p, miR-
935 ve miR-150-3p ekspresyon diizeyleri arasindaki farklar ............ccccoeevivnieiinennnns 108

Sekil 4.13. Thmli (Luminal A ve Luminal B) ve agresif (HER2(+) ve TNBC) hasta
grularinin miR-34a, let-7¢, miR-200c, miR-31, miR-27a, miR-935, miR-374a ve miR-
17-5p ekspresyon diizeyleri arasindaki farklar ............ccccooiiiiiiiiii 111
Sekil 4.14. Ilimli (Luminal A ve Luminal B) ve agresif (HER2(+) ve TNBC) hasta
gruplarinda miR-200c ve mi-27a ekspresyonlarinin tanisal degerleri i¢in yapilan ROC
ANANTZE SONUCU ..ot 113



CIZELGELER DiZiNi

Sayfa

Cizelge 2.1. Meme kanserinin molekiiler / intrinsik alt tipleri .........cccccvevveriveieiieeieennnns 19
Cizelge 2.2. Meme kanserinin anatomik evre gruplart ..........c.cccocevviiiiniiiniiiinicneenne 23
Cizelge 2.3. Meme kanserinde baslica tiimor baskilayict miRNA'lar, hedefleri ve
FONKSIYONIATT .ot 47
Cizelge 2.4. Meme kanserinde baslica onkogenik miRNA'lar, hedefleri ve fonksiyonlar1
........................................................................................................................................ 49

Cizelge 2.5. Meme kanseri kok hiicrelerinin fenotipik belirteclerini hedefleyen
MIRNATAE .o 53
Cizelge 2.6. Meme kanseri kok hiicrelerinde sinyal yolaklarini hedefleyen miRNA'lar
......................................................................................................................................... 58
Cizelge 3.1. cDNA sentezi i¢in reaksiyon KariSimi ..........ccocceeiveiiiiiicniieieene e 75
Cizelge 3.2. cDNA sentezi i¢in PCR Kosullart ........cocccovoiiiiiiiiiiiie e 75
Cizelge 3.3. RT-qPCR i¢in reaksiyon kogullart ..........cccocoveiiiiiiiiiiiic e 77
Cizelge 3.4. Ekspresyon analizleri gergeklestirilen 15 miRNA'ya ait 6zellikler............. 78
Cizelge 3.5. RT-qPCR KoSUIIart ........cccoiiiiiiiiiiiii e 78
Cizelge 4.1. Hasta ve kontrol gruplarina gore bazi demografik ve klinikopatolojik
bulgularin dagilimi .......cooiiiiii e 81

Cizelge 4.2 Ilimh (Luminal A ve Luminal B) ve agresif (HER2(+) ve TNBC) meme
kanseri hasta gruplarinin demografik ve klinikopatolojik verilerle iliskisi i¢in yapilan

Sperman's rho korelasyon analizi SONUGIATT ..........cccciiiiiiiiiiicic e 85
Cizelge 4.3. Meme kanseri hasta gruplarinin dagilimi ..o 86
Cizelge 4.4. Tim meme kanserli hastalar ile kontrol grubunun miRNA ekspresyon
diizeyleri fark analizi SONUGIATT ........eoiiiiiiiiiiie e 88

Cizelge 4.5. Meme kanserli hastalarda miR-31 ve miR-150-3p ekspresyon diizeyleri ile
hastalara ait demografik ve klinikopatolojik veriler arasindaki iligki igin yapilan

Sperman's rho korelasyon analizi SONUGIAIT..........cocviiiiiiiiiiii 90
Cizelge 4.6. Kontrol grubu ile HER2(+) grubu arasinda miRNA ekspresyon diizeyleri
fark analizi SONUGIATT ......c.vviiiiii i 91
Cizelge 4.7. Kontrol grubu ile TNBC grubu arasinda miRNA ekspresyon diizeyleri fark
ANALIZI SONUGIATT 1..vviiiiiic i e e e b e e e srbe e e nnreeans 93
Cizelge 4.8. Kontrol grubu ile Luminal A grubu arasinda miRNA ekspresyon diizeyleri
fark analizi SONUGIATT ......c.uviiiiiiiiiie e 9
Cizelge 4.9. Kontrol grubu ile Luminal B grubu arasinda miRNA ekspresyon diizeyleri
fark analizi SONUGIATT ......c.uviiiiiiiiiie e 96
Cizelge 4.10. HER2(+) ile TNBC hasta gruplarinin miRNA ekspresyon diizeyleri ve
fark analizi SONUGIATT ......c.vviiiiii i 98
Cizelge 4.11. HER2(+) ile Luminal A hasta gruplarinin miRNA ekspresyon diizeyleri
ve fark analizi SONUGIATT .......coiuvveiiie e 100
Cizelge 4.12. HER2(+) ile Luminal B hasta gruplarinin miRNA ekspresyon diizeyleri ve
fark analizi SONUGIATT ........oviiiiiiiiiii e 101
Cizelge 4.13. TNBC ile Luminal A hasta gruplarinin miRNA ekspresyon diizeyleri ve
fark analizi SONUGIATT ........cocviiiiiiiic e 103
Cizelge 4.14. TNBC ile Luminal B hasta gruplarinin miRNA ekspresyon diizeyleri ve
fark analizi SONUGIATT ........eviiiiiiiiii e 105
Cizelge 4.15. Luminal A ile Luminal B hasta gruplarinin miRNA ekspresyon diizeyleri
ve fark analizi SONUGIATT ......ooiviiiiiii i s 107



Sayfa
Cizelge 4.16. Iliml1 (Luminal A ve Luminal B) ve agresif (HER2(+) ve TNBC) hasta
gruplarinin miRNA ekspresyon diizeyleri ve fark analizi sonuglart ..........cccccevveeneen. 109
Cizelge 4.17. Illimli (Luminal A ve Luminal B) ve agresif (HER2(+) ve TNBC) hasta
gruplar1 arasinda anlamlilik saptanan miRNA ekspresyon diizeylerinin multivariate
olarak etkinligi i¢in yapilan binary logistik regresyon analizi sonuglart ..................... 112

Xi



1. GIRIS
Meme kanseri, diinyada kadinlar arasinda en sik goriilen ve en ¢ok oliime neden

olanidir. Son yillardaki 6nemli gelismelere ragmen, taninin ge¢ konulmasi ve tedavideki

yetersizlige bagl olarak sagkalim oranlari diisiik seyretmektedir (Adhami ve ark. 2018).

Meme kanseri de dahil olmak iizere bir¢ok kanserin kok hiicre 6zelliklerini gosteren bir
hiicre popiilasyonu tarafindan yonlendirildigi bilinmektedir. Kanser kok hiicre (KKH)'
leri veya tiimor baslatan hiicreler olarak adlandirilan bu hiicrelerin, sadece tiimoriin
baslatilmasini ve biiylimesini saglamakla kalmayip, ayn1 zamanda timd6r metastazina ve
terapotik dirence de aracilik ettigi bilinmektedir (Yu ve ark. 2012). Meme kanseri kok
hiicreleri (MKKH), kok hiicre benzeri 6zellikler sergileyen ve meme kanserinde tiimor
gelisimi, niikks ve metastazdan sorumlu olarak ortaya c¢ikan tiimor kitlesi igindeki

hiicrelerin kiigiik bir alt popiilasyonundan olusmaktadir (Liu ve ark. 2012).

MKKH'de gen ekspresyonunun kontroliiniin karmasikligina genellikle hiicre disi
sinyaller, mutasyonlar ve epigenetik kontrol tarafindan tetiklenen sayisiz sinyal yolu
aracilik etmektedir. Bu yolaklarin anormal aktivasyonu meme kanserinde tiimor
gelisimine, timdr agresivitesinin artmasina ve tedavi direncine neden olmaktadir.
Giincel ¢alismalar, meme tiimorlerinde kritik rol oynayan bu sinyal yolaklarinin
inhibisyonunun etkili tedavi yaklagimlari i¢in 6nemli oldugunu gostermektedir (Takebe

ve ark. 2011).

MikroRNA (miRNA)'lar, 18-24 niikleotitten olusan ve kodlama yapmayan RNA'lardir.
Hedef mMRNA'larin translasyonunu inhibe ederek veya stabilitesini diizenleyerek; hiicre
cogalmasini, farklilagmasini, invazyonunu ve apoptozisini kontrol ederler. Son yillarda
ortaya ¢ikan kanitlar meme kanserinde miRNA diizensizliginin, kanser kok hiicre ve

ilgili sinyal yolaklart ile iligkili oldugunu gostermektedir (Zhang ve ark. 2014).

Bu bilgiler dogrultusunda mevcut tez calismasinda, meme kanserli hastalarda olasi
etkileri bilinmeyen ve kanser kok hiicre sinyal yolaklarinda dogrudan ve/veya dolayli
olarak goérev alan 15 MiIRNA'nin (let-7¢c, miR-15b-5p, miR-17-5p, miR-27a, miR-31,
miR-34a, miR-125b, miR-135a-5p, miR-142, miR-150-3p, miR-200c, miR-340, miR-
374a, miR-381 ve miR-935) ekspresyon seviyelerindeki degisimler, hastalara ait normal

ve tiimorlii taze doku orneklerinde incelenmistir. Bu c¢alismanin 6nemli bir noktasi,



kanser kok hiicre ile iligkili sinyal yolaklarinda yer alan bazi miRNA'larin meme
kanserindeki etkinliklerinin arastirildigi ilk c¢alisma olmasidir. Bu tez calismasinin
sonuclari, meme kanserinin molekiiler mekanizmalarinin anlasilmasina katki; klinik
acidan biiylik O6nem tasiyan diagnostik, prognostik ve terapotik hedeflerin
kesfedilmesine ve kanser tedavisinde basari oranini yiikseltecek yeni biyobelirteg

adaylarinin gelistirilmesine olanak saglayabilir.



2. KURAMSAL TEMELLER ve KAYNAK ARASTIRMASI

2.1. Kanser

Kanser tiim diinyada mortalite ve morbiditenin 6nde gelen nedenlerinden biri olup
kardiyovaskiiler hastaliklardan sonra diinyada en yaygin hastaliklardan biri olarak kabul
edilmektedir. Kanser en yalin anlamiyla hiicrelerin kontrolsiiz bir sekilde boliinmesidir
(Ames ve ark. 1995). Viicudumuzdaki organ ve dokular1 olusturan saglikli hiicreler
boliinebilme yetenegine sahiptir. Olen hiicrelerin yenilenmesi ve hasarli dokularin
tamiri amaciyla belirli bir olgunluga erisen hiicreler boliinebilirler. Hiicrenin boliinme
talimatlari, Deoksiriboniikleik asit (DNA)'daki bazi genler tarafindan verilir. Ancak
hiicrelerin boliinebilme yetenegi sinirlidir. Kromozomlarin uglarinda bulunan koruyucu
telomerler belirli bir kisaliga eristikten sonra hiicre boliinebilme yetenegini kaybeder ve
islevsiz kalir. Bunun {izerine hiicrenin programli 6limii yani apoptozu ger¢eklesir. Bu
Ozellik viicudun i¢ dengesinin korunmasi igin ¢ok Onemlidir (Ames ve ark. 1995).
Hiicrelerin birbiriyle iliskilerini kontrol eden genlerin mutasyona ugramasi ve dis
faktorlerin (ultraviyole, radyasyon, kanserojenler vb.) etkisiyle bu i¢ denge bozulabilir.
Yeni hiicrelerin iiretilmesine gerek yokken bile hiicreler anormal bir sekilde bolinmeye
ve biiylimeye baslar ve hiicrelerin birikmesiyle tiimor olusur. Timor iyi huylu olursa
viicudun diger kisimlarina yayillmaz ve cerrahi yontemlerle viicuttan ¢ikarildiklarinda
tekrarlamazlar. Ancak tiimor kot huyluysa normal dokunun arasina sikisarak o
dokunun gorevini yerine getirmesine engel olur ve buradan kan damarlar1 ve lenfler
yoluyla viicudun baska yerlerine yayilabilir. Viicuttan ¢ikarilsa bile belirli bir zaman
sonra tekrardan niiksedebilir (Liberman ve ark. 1996). Bilindigi iizere kanser tek bir
hastalik degildir. 120'den fazla tiirii vardir. Kansere kars1 etkili tedavilerin

gelistirilmesi kanserin temel 6zelliklerinin tespit edilmesine baglidir.

Hanahan ve ark. (2010) yilinda kanserin alti temel 6zelligini siralamiglardir. 2011

yilinda diger dort 6zelligini de eklemisler ve boylece kanserin 10 temel 6zelligini ortaya

koymuslardir (Sekil 2.1) (Hanahan ve Weinberg 2011).
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Sekil 2.1. Kanserin en temel 10 6zelliginin sematik gosterimi (Hanahan ve Weinberg
2011'den degistirilerek alinmigtir)

2.2. Kanser Hiicrelerinin Ozellikleri
2.2.1. Bilyiime sinyallerine sahip olma
Normal hiicreler boliinmek i¢in disaridan biiylime sinyallerine ihtiya¢ duyar. Kanser

hiicreleri gegirdikleri mutasyonlar sonucunda normal bliylime sinyallerine ihtiyag

duymazlar. Ciinkii kendi biiyiime sinyallerini tiretirler (Hanahan ve Weinberg 2011).
2.2.2. Biiyiimeyi engelleyici faktorlerden kacinma

Normal hiicreler i¢ dengenin korunmasi amaciyla biiylime engelleyici sinyallere tepki
gostererek boliinmezler. Ancak kanser hiicreleri biiyiime engelleyici sinyallerini

aldiklar1 reseptorleri bozarak bu sistemi atlatirlar (Hanahan ve Weinberg 2011).



2.2.3. Bagisiklik hiicrelerinden kaginma

Viicudun bagisiklik hiicreleri kendi hiicrelerini yiizey reseptorlerinden taniyarak
Oldiirmez. Ancak yabanci hiicrelerin ylizey reseptorleri normal hiicrelerinkiyle ayni
olmadig1 i¢in tanimaz ve Oldiiriir. Kanser hiicreleri de viicudun kendi hiicreleri oldugu
icin normal hiicrelerle ayni ylizey reseptorlerine sahiptir ve dolayisiyla bagisiklik

sistemi hiicrelerinden kolaylikla kagabilir (Hanahan ve Weinberg 2011).
2.2.4. Simirsiz boliinme yetenegi

Viicudumuzdaki hiicreler (kok hiicreler disinda) smirli sayida boliinme yetenegine
sahiptir. Belirli bir siire boliindiikten sonra "senescence” adi verilen yaslilik donemine
girerler. Bu duruma telomerlerin kisalmasi sebep olur. Kromozomlarin u¢ kisimlarinda
"telomer" adi verilen diziler bulunur. Her hiicre ¢ogalmasinda telomerler kisalir ve
boylece genler korunur. Kanser hiicreleri telomer kisalmasini engellemek icin
"telomeraz" adi verilen enzimlerinin aktivitesini artirirlar. Boylece sinirsiz ¢ogalma

yetenegine sahip olurlar (Hanahan ve Weinberg 2011).
2.2.5. Tiimor destekleyici iltihap

Tiimdr ortami sadece kanser hiicrelerini barindirmaz, ayni1 zamanda iltihaplanma ile
iliskili bagisiklik sistemi hiicrelerini de igerir. Bu hiicreler biiyiime faktorleri ve
enzimlerin sayisini artirarak kanserin damar olusturmasini ve yayilmasini destekleyen
bir ortam olusturur. Ayn1 zamanda reaktif oksijen radikalleri tireterek DNA'min hasar

gormesine ve kanserlesmeye neden olur (Hanahan ve Weinberg 2011).
2.2.6. invazyon ve metastaz

Normal hiicreler genellikle bulunduklari konumlardan ayrilmazlar. Kanser hiicreleri
belirli bir biyiikliige ulastiklarinda baska doku ve organlara go¢ ederler. Bu
olaya "metastaz" ad1 verilir. Kansere bagli yasam kayiplarmin %90'imdan metastazlar
sorumludur. Hiicrelerin birbirlerine veya bir dokuya tutunmasini saglayan genlerde

meydana gelen hasarlar metastazi tetikler (Hanahan ve Weinberg 2011).



2.2.7. Anjiyogenez

Normal hiicreler besin ve oksijen ihtiyaglarini karsilamak i¢in kan damarlarina ihtiyag
duyarlar. Ancak erigkin bireylerde damar olusumu ¢ok azdir. Kanser hiicreleri ¢ok hizli
boliindiiklerinden dolay1 yliksek oranda besin ve oksijene ihtiya¢ duyarlar. Bu sebeple

damar olusturma yetenegine sahiptirler (Hanahan ve Weinberg 2011).

2.2.8. Gen yapisinda mutasyonlar

DNA hasarlariin birikmesi kanserlesmenin en 6nemli sebebidir. Ayn1 zamanda DNA
tamirinde gorev alan enzim fonksiyonlariin kaybolmasi gen yapisindaki bozulmalarin

artmasini destekler (Hanahan ve Weinberg 2011).
2.2.9. Apoptozdan kacinma

Normal hiicrelerde DNA hasari meydana geldiginde tiimor biiylimesini baskilayan
genler hiicre ¢ogalmasini durdurarak DNA tamir mekanizmalarini baslatir. Ancak
DNA'daki hasar tamir edilemeyecek boyutta ise programli hiicre dliimiiyle (apoptoz)
sorunlu hiicreler ortadan kaldirilir. Kanser hiicreleri programli hiicre oliimiine karsi

direng gosterecek mekanizmalara sahiptir (Hanahan ve Weinberg 2011).

2.2.10. Enerji metabolizmasini yeniden diizenleme

Kanser hiicreleri ¢ok hizli boliinme yetenegine sahip olduklarindan dolayr fazla
miktarda enerjiye ihtiya¢ duyarlar. Bunun i¢in oksijen varligima bakmadan glikozu
kullanarak stirekli enerji iiretirler. Bu duruma "Warburg etkisi" ad1 verilir (Hanahan ve
Weinberg 2011).

Kanserli dokularda sadece kanser hiicreleri bulunmaz, farkli birgok hiicre ve doku tipi,
kanser hiicreleri ile bir arada bulunmaktadir. Kanser mikrogevresi olarak tanimlanan,
kanser hiicrelerini ¢evreleyen ve normal hiicrelerden olusan olduk¢a kompleks bir doku
tipi ortaya ¢ikmaktadir. Mikrogevrenin yapisinda, kanser hiicrelerinin yan1 sira, normal
genetik yapiya sahip stromal hiicreler (multipotensiyal stromal hiicreler/mezensimal
hiicreler, endotel hiicreleri, fibroblastlar ve bagisiklik sistemi hiicreleri), ekstraseliiler
matriks ve sekresyon friinleri (biiyiime faktorleri, sitokinler ve kemokinler)

bulunmaktadir. Kanser hiicreleri ile mikrogevre arasindaki siki bir iliski bulunmaktadir.



Kanserli dokularin mikrogevresi; kanserlerin baslamasinda, ilerlemesinde, tedaviye
cevap olusturmasinda ve metastaz gelisiminde énemli rol oynamaktadir (Ozbilgin ve

Gareveran 2016).

Glintimiizde en ciddi saglik sorunlarindan biri olan kanserin goriilme oran1 her gecen yil
artmaktadir. Uluslararas1 Kanser Arastirma Merkezi (IARC) ve Diinya Saglik Orgiitii
(WHO) son verilerine gore, 2018 yilinda 18,1 milyon yeni kanser vakas1 ve 9,6 milyon
kanserden Oliim gergeklesmistir. 2018'de 30 ila 69 yas arasindaki 15 milyon 6limden
4,5 milyonunun kansere bagh gelistigi goriilmektedir. 2018 yilinda en sik teshis edilen
kanser erkeklerde akciger olmak tizere (%14,5) bunu prostat (%13,5) ve kolorektal
kanser (%10,9) izlemistir. Kadinlarda ise, meme kanseri (%24,2) 6liimlerin 6nde gelen
nedenidir, bunu kolorektal (%9,5) ve akciger kanseri (%8,4) takip etmektedir. En sik
goriilen 10 kanser, kanser insidansi ve mortalitesinin %60-70'inden sorumludur (Sekil
2.2). Bununla birlikte yasam beklentisi, epidemiyolojik ve demografik ozellikler
nedeniyle yeni vaka ve Oliimlerin sayist artmaya devam etmektedir (Ferlay ve ark.

2019).



Vaka sayist % Erkek
Akeiger 1368524 145 .
Prostat 1276106 135
Kolorektal 10267215 109
Mide 683 754 1
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Yemek borusu 399699 4)
Hodgkin dis1 lenfoma 284713 ]
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Sekil 2.2. 2018 yili tahmini kiiresel kanser yiikii (Anonim 2018'den degistirilerek
alinmistir)

Neredeyse her iilke son on yilda kanser vakalarinda bir artis gormiistiir ve oniimiizdeki
20 yil iginde kanser oranlarmin en az %60 oraninda artmasi beklenmektedir. Bir¢ok
diisiik ve orta gelirli iilkede, kaliteli tam1 ve kapsamli tedaviye erisimi olmayan ¢ok
saylda kanser hastasi bulunmaktadir. 2019'da, yiiksek gelirli iilkelerin %90'1indan
fazlasi, disiik gelirli tilkelerin %15'inden azina kiyasla, halk sagligi sisteminde kanser
igin tedavi hizmetlerinin mevcut oldugunu bildirmistir (Bray ve Moller 2006, Ferlay ve
ark. 2019).

Ulkelerin %80'inde kanser nedenli erken &liim oranlarindaki egilimler, iilkelerin

stirdiiriilebilir kalkinma hedeflerine ulasma yolundaki ilerlemeyi engellemektedir.



Ongoriilen kiiresel yiik 2040'a kadar yaklasik 29-37 milyon yeni kanser vakasina yani
yaklagik iki katina ¢ikacak, diisiik ve orta gelirli iilkelerde en biiyiik artis goriilmiis
olacaktir. Kanser vakalar1 ve oliimler esit olmayan sekilde ortaya ¢ikmaktadir. Gelirleri
daha diisiik olan iilkelerde sonuglar daha kotiidiir. Diinyada diisiik ekonomik seviyedeki
insanlar daha kotii kanser sonuclarina sahiptir ve finansal zorluklarla karsilasma

olasiliklar1 ¢ok daha yiiksektir (Bray ve ark. 2012).

2.3. Meme Kanseri

Meme kanseri, diinyadaki kadinlar arasinda en yaygmn goriilen kanser tirii olup
kadinlarda tespit edilen kanser 6liimlerinin ana nedenidir. 2012 yilinda, toplam kanser
vakalarinin %25'ini ve kadinlar arasinda toplam kanser 6liimlerinin %15'ini olusturan
yaklagik 1,7 milyon kanser vakasi ve 521 900 kanser 6liimii rapor edilmistir (Torre ve
ark. 2015). Genel olarak, tiim yas gruplari i¢in hayatta kalma oranlar1 zamanla artmustir;
bununla birlikte, lenf nodlarina veya Gtesine tiimor metastazi ve tiimor boyutu ile ilgili
tanidaki evre ve sagkalim arasinda gii¢lii bir iliski bulunmaktadir (Rosso ve ark. 2010,
Tryggvadottir ve ark. 2010, Holleczek ve ark. 2011). Meme kanseri vakalari igin,
Amerika Birlesik Devletleri (ABD)'de 2001 ve 2007 yillar1 arasindaki 5 yillik sagkalim
orani, lokalize evre i¢in %98,6 ile bolgesel evre icin %83,8 arasinda degismekle birlikte,
uzak evre hastaligi icin bu oran %23,3'e diismektedir (Sankaranarayanan ve ark. 2010).
Diinyanin diger iilkelerinden gelen raporlar meme kanseri sagkalim oranlari i¢in benzer
sonuglar gostermektedir (Sankaranarayanan ve ark. 2010). WHO'nun yayinladigi
verilere gore 2018 yilinda Tiirkiye'de ise 210 537 yeni kanser vakas1 goriilmiis, bu
vakalarin %356,5'ini erkek hastalar olusturmustur. 2018'de kanser nedeniyle Slenlerin
sayist 116 710 olurken hayatin1 kaybedenlerin yaklasik %640 ise erkek hastalardan
olusmaktadir (Anonim 2018).

Muhtemelen meme dokusu fiziksel olarak bir insanin hayatta kalmasi i¢in gerekli bir
organ olmadigindan hastalar daha oOliimciil kanserlere kiyasla daha iyi sagkalim
stirelerine sahiptir. Yine de cerrahi miidahaleden kaynaklanan zihinsel ve duygusal
rahatsizliklarin yani sira niiksetme veya metastaz nedeniyle meydana gelen Sliimler
kadin sagligini ciddi sekilde tehlikeye atmaktadir. Meme kanserinin Eski Misir kokenli

bilinen ilk tanimlarindan beri, insanlar bu hastalig1 yok etmek i¢in kendilerini farkl



araglar bulmaya adamislardir. Bu sayede 6zellikle son yillarda bu alanda sigramalar ve
atilimlar yapilmistir. Mastektomi ve kemoterapi, meme kanseri hastalarinin hayatta
kalmasimi biiyiikk Ol¢iide iyilestirmistir ve tedavi sonrasi psikolojik etkiyi en aza
indirmek i¢in ¢ok daha iyi cerrahi prosediirler uygulanmaktadir (Cliffton ve Young
1951, Figueiredo ve ark. 2004). Bununla birlikte, altta yatan mekanizma ve patogenezi
tam olarak anlamadan, hastaligi 6nleme ve tedavinin etkinligi her zaman sinirh

olacaktir.
2.4. Meme Anatomisi

Meme kanserini anlayabilmek i¢in ilk dnce memenin yapisini bilmek gerekmektedir.
Insan meme bezi gelisimi embriyonik yasam boyunca baslayan ilerleyici bir siiregtir
(Pandya ve Moore 2011). Meme bezi, karmasik bir stroma i¢ine gomiilii, ¢ok dalli bir
epitel agindan olusmaktadir (Sekil 2.3) (Huebner ve Ewald 2014). Meme epitelyumu,
epidermal plakadan embriyonik gelisim sirasinda ortaya ¢ikar. Epitelyal mezenkimal
etkilesimlerle diizenlenmis olan plakalar altta yatan mezenkime iner ve meme bezinin
temel kanal yapisini tretir (Macias ve Hinck 2012, Huebner ve Ewald 2014). Meme,
steroid hormonu ve biiylime faktorii reseptor sinyaline yanit olarak ergenlik, hamilelik
ve emzirme ile iliskili olarak boyut, sekil ve islevde dramatik degisikliklere
ugramaktadir (Huebner ve Ewald 2014). Memenin benzersiz bir 6zelligi, meme
epitelinin lokal ve sistemik sinyallere karsi olduk¢a duyarli olmasi, ergenlik ve
hamilelik sirasinda kanal yapilarinin 6nemli morfolojik degisiklikler gostermesidir

(Visvader ve Stingl 2014).

Meme kanseri lenf sistemi yoluyla da yayildigi icin lenf yapisini idrak edebilmek
onemlidir. Lenf bezleri fasulye seklinde olan ve lenf damarlarina bagli olan bagisiklik
sisteminin hiicreleridir. Lenf damarlar1 ise memeden kan yerine bagisiklik sistemi
hiicrelerini ve atik maddeleri lenf sivisini tasimakla gorevlidir (Pandya ve Moore 2011).
Memedeki lenf dolasim aglar1 genelde koltuk altindaki lenf bezlerine baglanir. Bazilar
ise kopriiciik kemiklerinin alt veya istlerine ve memeye baglanir. Meme kanseri lenf
damarlarina bagl olarak gelisebilir. Boyle bir durum bas gosterdiginde meme kanseri
hiicrelerinin kan damarlartyla viicudun diger kisimlarina metastaz yapma olasilig

yiiksektir. Ek olarak, lenf damarlarina yayilmis kanser hiicrelerinin miktar1 ile diger

10



organlara sigramis olmasi dogru orantilidir. Ancak lenf bezlerinde meme kanseri
gelismis hastalarin hepsinde metastaz gelismez. Lenf bezlerinde kanser gelismeyen
ancak sonradan diger organlarinda metastaz gelisen hastalar da mevcuttur (Pandya ve

Moore 2011).

Biiyiik meme kasi

Kii¢iik meme kasi

Sekil 2.3. Meme kanserinin anatomik ve histolojik kokenleri (Feng ve ark. 2018'den
degistirilerek alinmistir)

2.5. Meme Kanseri Risk Faktorleri

2.5.1. Meme kanserinin 6nemli risk faktorleri olarak genetik yatkinhklar

Meme kanseri icin bazi Onemli risk faktorleri bireyin kontrolii disindadir
(Anothaisintawee ve ark. 2013, Howell ve ark. 2014, Barnard ve ark. 2015, Kaminska
ve ark. 2015). Ornegin, sadece bir kadin olmak meme kanseri i¢in ana risk faktoriidiir,
clinkii bu hastaligin goriilme olasilig1 kadinlarda, erkeklere gore yaklasik 100 kat daha
fazladir. Yaslanma, ¢ogu meme kanserinin 55 yas ve lstii kadinlarda teshis edildigi
gercegi ile kiginin kaginilmaz olarak meme kanseri riskini artirir. Meme kanseri ile ilgili

olarak cinsiyet ve yaglanmanin dogasinda var olan risklerin 6tesinde, bir kadinin meme
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kanseri teshisi konmus birinci derece akrabasi (anne, kiz kardesi veya kiz1) varsa, meme

kanseri gelisme riskinin neredeyse iki katina ¢giktig1 belgelenmistir (McTiernan 2003).

Meme kanserli ABD'li kadinlarin yaklasik %15'inde teshis konulmus bir aile {iyesi
bulunmaktadir (Hulka 1996, Colditz ve ark. 2012). Genel olarak, meme kanserlerinin
yaklasik %5-10'u bir ebeveynden miras alinan gen mutasyonlarina baghdir. Kalitsal
meme kanserinin en yaygin nedeni (meme kanseri tip 1) BRCAL ve/veya (meme
kanseri tip 2) BRCA2 geninde kalitsal bir mutasyondur (Hulka 1996, Veronesi ve ark.
2005, Polyak 2007, Allison 2012, Colditz ve ark. 2012). Istatistiksel olarak, BRCA1
mutasyonu olan kadinlarda yasam boyu %55-65 oraninda meme kanseri gelisme riski
vardir. BRCA2 mutasyonu olan kadinlar igin, yasam boyu risk %45'dir. Ortalama
olarak, BRCA1 ve/veya BRCA2 gen mutasyonu olan bir kadinin 80 yasina kadar meme
kanserine yakalanma olasilig1 yaklasik %70'dir. Mutasyonun etkisi, daha fazla aile tiyesi
etkilenirse meme kanseri riskini arttirdigindan, kag aile {iyesinin meme kanseri oldugu
ile ilgilidir. (Hulka 1996, Polyak 2007). ABD'de, BRCA mutasyonlar1 Askenazi (Dogu
Avrupa) kokenli Yahudi insanlarda diger irklara ve etnik gruplara gére daha yaygindir.
Bu iki mutasyondan birine sahip kadinlarda, daha gen¢ yasta meme kanseri teshisi
konmas1 ve her iki memede de kanser gelisme olasilig1 daha yiiksektir (Veronesi ve ark.
2005, Allison 2012). Bununla birlikte, BRCA1 ve BRCAZ2 genlerinden herhangi birinde
mutasyonlara sahip olmak, yumurtalik kanseri riskinin artmasiyla da iligkilidir (Hulka
1996, Veronesi ve ark. 2005). Buna karsilik, BRCA1 mutasyonlar erkeklerde meydana
gelen meme kanserlerinde daha az bulunurken, BRCA2 mutasyonlarinin yaklasik
%6,8'lik kism1 6miir boyu meme kanseri riski ile iliskilidir (Hulka 1996, Veronesi ve
ark. 2005, Polyak 2007, Allison 2012, Colditz ve ark. 2012). Meme kanseri riskindeki
artislarda BRCA mutasyonlarindan daha az yaygin ve daha az siddetli olmasina ragmen,
diger bircok gendeki kalitsal mutasyonlar da meme kanseri gelisimine yol agabilir
(Hulka 1996, Veronesi ve ark. 2005, Polyak 2007, Allison 2012, Colditz ve ark. 2012).

Ataxia Telangiectasia Mutated (ATM) (bu genin iki anormal kopyasinin kalitsal olmasi,
ataksi-telanjiektazi hastaligina neden olur), Tiimor Protein 53 (TP53) (bu genin kalitsal
mutasyonlari, meme kanseri riskinin arttig1 Li-Fraumeni sendromunun yani sira 16semi,
beyin tiimorleri ve sarkomlar gibi diger bazi kanserlere neden olur), Checkpoint Kinase
2 (CHEK2) (CHEK2 mutasyonu meme kanseri riskini yaklasik iki kat artirabilir),
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Phosphatase And Tensin Homolog (PTEN) (bu gendeki kalitsal mutasyonlar, kanserli
olan ve olmayan meme tiimdrleri i¢in daha yiiksek bir risk olusturur ve ayrica sindirim
sistemi, tiroid, rahim ve yumurtaliklarda biiyiime ile birlikte Cowden sendromuna neden
olabilir), Cadherin 1 (CDH1) (bu gendeki kalitsal mutasyonlar, yaygin mide kanserine
neden olur ve invaziv lobiiler meme kanseri riskini artirir), Serine/Threonine Kinase 11
(STK11) (bu gendeki mutasyonlar, meme kanseri de dahil olmak {izere bircok kanser
tiiri i¢in daha yiiksek riskle Peutz-Jeghers sendromuna yol agabilir) ve ~ Partner  And
Localizer Of BRCA2 (PALB2) (BRCA2 geni tarafindan {iretilen bir protein ile
etkilesime girer, gende mutasyonlar olugturur ve meme kanseri riskinin artmasina neden
olur) mutasyon belirlenen genlerden bazilaridir (Hulka 1996, Veronesi ve ark. 2005,
Polyak 2007, Allison 2012, Colditz ve ark. 2012).

2.5.2. Meme kanserinin genetik olmayan risk faktorleri

Meme kanserinde genetik faktorlerin disinda genetik olmayan risk faktorleri de
hastaligin gelisimini tetiklemektedir. Bunlar arasinda; ailede meme kanseri Oykiisiiniin
olmasi, 1rk ve etnik kdken, bazi iyi huylu meme hastaliklar1 (fibroz ve/veya basit kistler,
hafif hiperplazi, adenoz, filloid tiimoér, tek papilloma, duktal ektazi, periduktal fibroz,
skuamo6z ve apokrin metaplazi, epitelyal iligkili kalsifikasyonlar, lipoma, hamartom,
hemanjiyom, noérofibrom, adenomyoepithelioma veya mastitis (meme iltihab1), bazi
proliferatif meme lezyonlar1 (duktal hiperplazi, fibroadenom, sklerozan adenoz,
papillomatoz veya radyal skar, atipik duktal hiperplazi (ADH) ve atipik lobiiler
hiperplazi (ALH), lobiiler karsinom in situ (LCIS) veya lobiiler neoplazi, meme
radyasyon tedavisi, yasam tarzi ve kisisel davranislarla ilgili risk faktorleri, dogum
kontrolii ve kontraseptifler, menopozdan sonra hormon replasman tedavisi (HRT), asir1
alkol tiiketimi, asir1 kilolu veya obez olmak, ¢ocuk sahibi olmama veya emzirmeme,
menstriiasyona erken baslamak veya 55 yasindan sonra menopozun durmasi ve fiziksel
aktivite eksikligi sayilabilir (Dupont ve Page 1985, McTiernan 2003, Wang ve ark.
2004, Hartman ve ark. 2005, Collins ve ark. 2006, Polyak 2007, Yang ve ark. 2007,
Vogel 2008, Patterson ve ark. 2010, Allison 2012, Colditz ve ark. 2012,
Anothaisintawee ve ark. 2013, Anderson ve ark. 2014, Howell ve ark. 2014, Barnard ve
ark. 2015, Kaminska ve ark. 2015).
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2.5.3. Meme kanserinde epigenetik

Anormal DNA metilasyonu ve histon modifikasyonu gibi epigenetik degisikliklerin
kansere neden olma, kanserin ilerlemesi ve tedavisinde Onemi gittikge daha fazla
artmakta ve kullanilmaktadir (Baylin ve Jones 2011). Ek olarak, epigenetik faktorler,
kanser hiicresi heterojenliginin gelisimi igin bir mekanizma saglayabilir. Ug
transkripsiyon faktorii Ostrojen Reseptdr Alfa (ERo), Friend Of Cyclin A (FOCAL1) ve
GATA Binding Protein (GATA)nin baglanma bolgelerindeki belirgin demetilasyon,
Ostrojen reseptorii (ER) pozitif (+) meme kanserlerinde normal meme dokusuna kiyasla
tespit edilmistir (Boidot ve ark. 2010, Castoria ve ark. 2012, Wahl ve Spike 2017). Bu
genlerin yiiksek ekspresyonu, normal ve bazal benzeri meme kanserlerinin aksine
luminal A ve luminal B tiplerinde de goriilmustiir (Wahl ve Spike 2017). ERa baglanma
bolgelerindeki DNA metilasyonu, ER(+) meme kanserleri i¢in tamoksifen gibi anti-
Ostrojen tedavilerine karst direncin temel bir nedeni olabilir (Choi ve ark. 2018, Stone
ve ark. 2015, Wang ve ark. 2018).

Biiyiik 6l¢ekli tiim genom dizileme ve RNA dizileme tekniklerinde, biyoinformatik
analizlerle kombinasyonlarda son zamanlarda kaydedilen hizli ilerlemeler, insan
genomu hakkindaki anlayisimizi derinden degistirmistir. Sasirtict bir sekilde, kapsamli
global transkriptomik analizler, insan genomunun %80'ine kadar, %<2'sinin proteinleri
kodladigin1 gostermistir (Djebali ve ark. 2012, lyer ve ark. 2015, Meseure ve ark. 2015,
Elkon ve Agami 2017). Bu nedenle, memeli transkriptomunun biiyiik ¢ogunlugu, gen
ekspresyonunda ve diger biyolojik islemlerde cesitli, 6nemli diizenleyici rol oynayan
kodlayict olmayan RNA'lart (nkRNA'lar) kapsar (lyer ve ark. 2015, Lo ve ark. 2016).
nkRNA'lar boyut ve yapisal veya diizenleyici 6zelliklere gore iki kategoriye ayrilir. 200
ntRNA'dan biiyilk nkRNA'lara uzun kodlama yapmayan RNA'lar veya InkRNA'lar
denir, oysa nkRNA'lar <200 nt mikroRNA'lar1 (veya miRNA'lar1), kiigiik niikleolar
RNA'lar1 (veya snoRNA'lar1) ve piwi RNA'lar1 (veya piRNA'lar1) igermektedir (Mercer
ve ark. 2009, Taft ve ark. 2010, Lo ve ark. 2016).

miRNA'lar, biyogenezi, fonksiyonu ve tiimdr olusumundaki Onemi ile karakterize
edilen, en iyi incelenen kisa kodlayici olmayan RNA'lardir (lyer ve ark. 2015, Lo ve
ark. 2016, Elkon ve Agami 2017). Ote yandan, InkRNA'lar meme kanseri de dahil
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olmak iizere gesitli kanserlerin gelisiminde rol oynar (Lo ve ark. 2016). LncRNA'lar ve
miRNAlar gibi diger kodlayict olmayan RNA'lar, hem birlikte hem de transkripsiyon
sonrasi gen diizenlemesini degistirmek i¢in RNA baglayict protein (RBP)'ler ile
calismaktadir (Janakiraman ve ark. 2018). Epigenetik modifikasyonlar yoluyla,
IncRNA'larin gen baskilayic1 olarak islev gordiigii bir¢ok durum vardir, ancak
IncRNA'larin da gen aktivatorleri olarak islev gorebilmeleri miimkiindiir (Yoon ve ark.

2013, Nakagawa ve Kageyama 2014).
2.6. Meme Kanserinin Siniflandirilmasi
2.6.1. Patoloji, invazivlik ve prevalansa dayali meme kanseri tiirleri

Kanallar, lobiiller veya aradaki doku gibi memenin farkli bolgelerinin temsil edildigi
bircok meme kanseri tiirii vardir. Meme kanseri tiirii, etkilenen spesifik hiicreler
tarafindan belirlenir. Hangi hiicre kaynaginin dahil olduguna bagli olarak, meme
kanserleri karsinomlar ve sarkomlar olmak iizere iki genis sinifa ayrilabilir.
Karsinomlar, memenin epitel bileseninden kaynaklanan ve siit yapimidan sorumlu
terminal kanallar1 ve lobiilleri olusturan hiicrelerden olusan meme kanserleridir.
Sarkomlar, miyofibroblastlar1 ve kan damar1 hiicrelerini igeren memenin stromal
bilesenlerinden kaynaklanan daha nadir bir meme kanseri formudur (birincil meme
kanserinin <%1'i). Bu gruplar her zaman yeterli kategoriler degildir, ¢iinkii bazi
durumlarda tek bir meme timorii farkli hiicre tiplerinin bir kombinasyonu olabilir
(Hulka 1996, Veronesi ve ark. 2005, Polyak 2007, Allison 2012, Colditz ve ark. 2012).

Cogu meme kanseri karsinomdur. Karsinomlarin i¢inde, primer tiimdr boélgelerinin
invazivliklerine gore tanimlanmis bir¢ok farkli meme kanseri tiirii vardir. Her biri farkl
prognozlara ve tedavi etkilerine sahip olduklarindan, ¢esitli alt tipler arasinda dogru bir
sekilde ayirim yapabilmek hayati 6nem tasimaktadir. Patolojik 6zellikler ve invazivlik
kriterlerine dayanarak, yaygin meme kanserleri ii¢ ana gruba ayrilabilir. Bu gruplar;
non-invaziv (veya in situ), invaziv ve metastatik meme kanserleridir (Hulka 1996,
Veronesi ve ark. 2005, Polyak 2007, Allison 2012, Colditz ve ark. 2012).
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2.6.2. invaziv Olmayan (veya In Situ) Meme Kanseri
2.6.3. Duktal karsinoma in situ (DCIS, intraduktal karsinoma)

En yaygin meme kanseri tiirlerinden biri olarak, Duktal Karsinoma In Situ (DCIS),
onceden var olan normal kanallarin i¢inde gelisen, invaziv olmayan veya pre-invaziv bir
meme kanseridir (Hulka 1996, Veronesi ve ark. 2005, Polyak 2007, Allison 2012,
Colditz ve ark. 2012). DCIS'in kendisi invaziv olmasa da, in situ karsinomlarin invaziv
kanser olma potansiyeli yiiksektir, bu nedenle hastanin invaziv kanser gelistirmesini

onlemek i¢in erken ve uygun tedavi 6nemlidir.
2.6.4. Invaziv veya infiltratif meme kanseri

Invaziv meme kanserleri, gevredeki meme stromal dokusu igine dogru biiyiiyen, normal
meme loblar1 ve kanallarinin disina yayilan kanser hiicrelerine sahiptir (Hulka 1996,
Veronesi ve ark. 2005, Polyak 2007, Allison 2012, Colditz ve ark. 2012). invaziv meme
kanseri olan kadinlarin yaklagik iicte ikisi, teshis edildiginde 55 yas ve iizerindedir.
Invaziv karsinomlar, lenf diigiimleri veya diger organlar gibi viicudun diger bolgelerine
yayllma ve metastatik meme Kanserleri sinifina giren metastaz olusturma potansiyeline
sahiptir (Hulka 1996, Veronesi ve ark. 2005, Polyak 2007, Allison 2012, Colditz ve ark.
2012). llgili doku ve hiicre tiplerine dayanarak, invaziv meme kanserleri ayrica

asagidaki iki tiire ayrilir:
2.6.5. Invaziv duktal karsinoma (IDC)

Invaziv Duktal Karsinoma (IDC) en yaygm meme kanseri tiiriidiir ve tiim meme
kanserlerinin yaklagik %801 invaziv duktal karsinomlardan olusur (Hulka 1996,
Veronesi ve ark. 2005, Polyak 2007, Allison 2012, Colditz ve ark. 2012). Memenin
tibiiler karsinomu, memenin mediiller karsinomu, memenin miisindz karsinomu,
memenin papiller karsinomu ve memenin kribriform karsinomu olmak tizere IDC
siiflandirmasi birkag alt tip icermektedir (Hulka 1996, Veronesi ve ark. 2005, Polyak
2007, Allison 2012, Colditz ve ark. 2012).
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2.6.6. Invaziv lobiiler karsinoma (ILC)

Invaziv Lobiiler Karsinoma (ILC), en yaygin ikinci meme kanseri tiiriidiir ve tiim meme
kanserlerinin yaklasik %210-15'ini olusturur (Hulka 1996, Veronesi ve ark. 2005, Polyak
2007, Allison 2012, Colditz ve ark. 2012). Her ne kadar ILC, kadinlari her yasta
etkileyebilse de yasli kadinlarda daha sik goriilmektedir. ILC, yasamda IDC'den daha
sonra ortaya ¢ikma egilimindedir (Hulka 1996, Veronesi ve ark. 2005, Polyak 2007,
Allison 2012, Colditz ve ark. 2012).

Birlikte ele alindiginda, tiim meme kanseri vakalarinin %90-95'i invaziv alt kategorilere
ayrilmaktadir. IDC ve ILC kanserlerinin her biri farkli patolojik 0Ozellikler
gostermektedir. Lobiiler karsinomlar ayr1 ayri, tek veya tabakalar halinde diizenlenmis
hiicreler olarak biiyiir ve onlar1 duktal karsinomlardan ayiran farkli molekiiler ve
genetik sapmalara sahiptirler. Duktal ve lobiiler karsinomlar, farkli prognozlara ve
tedavi segeneklerine sahip olabilirler ve bu nedenle bu tiirleri birbirlerinden agik bir

sekilde ayirt etmek onemlidir (Hulka 1996, Veronesi ve ark. 2005).
2.6.7. Metastatik meme kanseri

Evre IV veya ileri meme kanseri olarak da bilinen metastatik meme kanserleri,
viicuttaki diger organlara yayilmis ge¢ evre meme kanserleridir (Hulka 1996, Veronesi
ve ark. 2005, Polyak 2007, Allison 2012, Colditz ve ark. 2012). Meme kanserlerinden
metastazlar koltuk altindaki lenf diigimlerinde ve/veya akciger, karaciger, kemik ve
beyin gibi uzak bdlgelerde bulunabilir. Primer tiimor ¢ikarildiktan sonra bile,
mikroskobik tiimor hiicreleri veya mikro-metastazlar viicutta kalabilir ve bu da kanserin
geri donmesine ve yayllmasina neden olur. Klinik olarak, hastalara baglangicta
metastatik hastalik (veya de novo metastatik meme kanseri) teshisi konabilir veya ilk
tedaviyi aldiktan aylar veya yillar sonra metastazlar gelisebilir. Meme kanserinin geri
doniisii ve metastaz yapma riski, biiyiilk Olclide tiimoriin benzersiz molekiiler
biyolojisine ve tani1 anindaki evreye bagli olarak kisiden kisiye degistigi i¢in agikca
anlasilamaz veya Ongoriilebilir degildir. Ne yazik ki, erken evre meme kanseri teshisi
konan kadinlarin yaklasik %30'unda hastaligin metastatik bir formu gelismektedir
(Hulka 1996, Veronesi ve ark. 2005, Polyak 2007, Allison 2012, Colditz ve ark. 2012).
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2.6.8. Daha az yaygin meme Kkanseri tiirleri

IDC ve ILC tiim meme kanseri vakalariin yaklagik %90-95'ini olustururken, klinik
ortamda nadir rastlanilan birka¢ meme kanseri tiirii goriilebilir (Hulka 1996, Veronesi
ve ark. 2005, Polyak 2007, Allison 2012, Colditz ve ark. 2012). Bunlar arasinda
memenin paget hastaligi (Hulka 1996, Veronesi ve ark. 2005, Polyak 2007, Allison
2012, Colditz ve ark. 2012), memenin anjiyosarkomu (Hulka 1996, Veronesi ve ark.
2005, Polyak 2007, Allison 2012, Colditz ve ark. 2012), papiller karsinom (Hulka 1996,
Veronesi ve ark. 2005, Polyak 2007, Allison 2012, Colditz ve ark. 2012) ve filloid
timorler (Hulka 1996, Veronesi ve ark. 2005, Polyak 2007, Allison 2012, Colditz ve
ark. 2012) sayilabilir

2.6.9. inflamatuar meme kanserleri (IBC)

Inflamatuar Meme Kanserleri (IBC), tiim meme kanserlerinin %1-5"ini olusturan nadir
bir invaziv meme kanseri tiridir (Hulka 1996, Veronesi ve ark. 2005, Polyak 2007,
Allison 2012, Colditz ve ark. 2012). IBC semptomlari, prognozu ve tedavisi diger
meme kanseri tiirlerinden farklidir. Tipik IBC semptomlari arasinda iltihap benzeri
meme sigmesi, cildin mor veya kirmizi rengi ve derideki lenf damarlarin1 bloke eden
kanser hiicrelerinin neden oldugu meme derisinin ¢ukurlagsmasi veya kalinlasmasi yer
alir. IBC siklikla bir meme sigsmesi ile mevcut degildir ve mamogramlarda
tanimlanamayabilir. IBC gen¢ kadinlarda ortaya c¢ikma egilimindedir ve Afrikali-
Amerikal1 kadinlarda ve asir1 kilolu veya obez kadinlarda daha yaygindir. Dahas1 IBC,
yaygin meme kanseri tiplerinden daha hizli, daha agresif biiylir ve yayilir. IBC
genellikle meme kanseri hiicrelerinin cilt i¢ine biiylidiigii lokal olarak ileri bir asamada
teshis edilir. Yaklasik ticte biri vakada, IBC'ler teshis sirasinda viicudun uzak
bolgelerine metastaz yapar ve bu da hastaligin basarili bir sekilde tedavi edilmesini
zorlastirir (Hulka 1996, Veronesi ve ark. 2005, Polyak 2007, Allison 2012, Colditz ve
ark. 2012).

2.6.10. Erkeklerde, ¢cocuklarda ve ergenlerde meme kanserleri

In situ veya invaziv olabilen erkek meme karsinomlari, tiim meme kanseri vakalarinin

<%1'inden sorumludur (Hulka 1996, Veronesi ve ark. 2005, Polyak 2007, Allison 2012,
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Colditz ve ark. 2012). Cogu vaka ER ekspresyonu olan invaziv duktal karsinomlardan
olustugu icin erkek meme kanserleri kadinlarda goriilenlerle ayni goriinebilir.
Erkeklerde en sik goriilen meme lezyonu, ya tek tarafli ya da bilateral memeleri
icerebilen jinekomasti (veya meme biiylitme)'dir. Meme lezyonlar1 c¢ocuklarda ve

ergenlerde de nadirdir, ancak ortaya ¢ikabilir (Polyak 2007, Allison 2012).
2.7. Meme Kanserinin Molekiiler veya Intrinsik Alt Tipleri

Meme kanseri, heterojen ve fenotipik agidan farkli bir hastalik grubunu kapsamakta ve
tedaviye farkli davranislar1 ve cevaplari olan birkac biyolojik alt tipten olugmaktadir.
(Hulka 1996, Veronesi ve ark. 2005, Polyak 2007, Allison 2012, Colditz ve ark. 2012).
Gen ekspresyon caligmalari, prognoz ve terapdtik hedeflerde 6nemli Ol¢lide farklilik

gosteren birkag farkli meme kanseri alt tipini tanimlamistir.

Gen ekspresyon profilleme tekniklerinin ilerlemesiyle, bu alt tipleri farklilastiran
genlerin listesi, ER ekspresyonu (luminal kiime), HER2 ekspresyonu, ¢ogalmasi ve
bazal kiime adi verilen birkag gen kiimesinden olusmaktadir (Hulka 1996, Veronesi ve
ark. 2005, Polyak 2007, Allison 2012, Colditz ve ark. 2012). Bu anlayis ile meme
kanserleri genellikle belirli genlerin ekspresyon profiline dayanan bes intrinsik veya

molekiiler alt tipe ayrilmaktadir (Cizelge 2.1).

Cizelge 2.1. Meme kanserinin molekiler/intrinsik alt tipleri

Alt tipler Molekiiler isaretler  Ozellikler Tedavi secenekleri?
Luminal A ER+, PR+, HER2-, ~%70, Hormonal tedavi
diistik Ki67 En yaygin, en iyi prognoz Hedefe yonelik tedavi
Luminal B ER+, PR+, HER2+, %10 - %20 Hormonal tedavi
yiiksek Ki67 Luminal A' dan daha diisiik sagkalim  Hedefe yonelik tedavi
HER2+ ER-, PR-, HER2+ %05 - %15 Hedefe yonelik tedavi

%15 - %20

Uglii negatif ER-, PR-, HER2- Siyah kadinlarda daha yaygin, geng Hedefe yonelik smirh

yasta teshis, en kotii prognoz tedavi
Normal benzeri CR T PRE, HER2-,  Nadir, diisiik gogalma gen kiimesi Hormonal tedavi
diisiik Ki67 ekspresyonu Hedefe yonelik tedavi

2 Geleneksel cerrahi ve cerrahi olmayan tedavinin yani sira
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2.7.1. Luminal A meme kanseri

Bu alt tip; ER ve/veya PR(+), HER2(-) ve proliferasyon markir1 Ki67 (Ki67)'nin diisiik
seviyelerine sahiptir. Luminal A kanserleri tim meme kanserlerinin yaklasik %401
olusturur. Diisiik evrelidirler, yavas biiylirler ve en iyi prognoza sahip olma
egilimindedirler. Tedavi tipik olarak hormonal tedaviyi igermektedir (Hulka 1996,
Veronesi ve ark. 2005, Polyak 2007, Allison 2012, Colditz ve ark. 2012).

2.7.2. Luminal B meme kanseri

Tiim meme kanserlerinin <%20'sini olusturan bu alt tip, ER ve/veya PR(+), HER2(+)
veya (-) ve yiikksek Ki67 seviyelerini temsil eder. Luminal B kanserleri, luminal A
kanserlerinden biraz daha hizli biiyiir ve prognozu biraz daha kétidir (Hulka 1996,
Veronesi ve ark. 2005, Polyak 2007, Allison 2012, Colditz ve ark. 2012).

2.7.3. HER2 pozitif meme kanseri

Bu alt tip, meme kanserlerinin %210-%15'ini olusturmaktadir. ER ve PR ekspresyonunun
olmamasi, HER2 ve ¢ogalmadan sorumlu gen kiimelerinin yiiksek ekspresyonu ve
luminal ve bazal kiimelerin diisiik ekspresyonu ile karakterizedir (Hulka 1996, Veronesi
ve ark. 2005, Polyak 2007, Allison 2012, Colditz ve ark. 2012). HER2 ile
zenginlestirilmis kanserler luminal kanserlerden daha hizli biiylir ve genellikle daha
kotli bir prognoza sahiptir. Bununla birlikte, Herceptin (veya trastuzumab), Perjeta
(veya pertuzumab), Tykerb (veya lapatinib) ve Kadcyla (veya T-DM1 veya ado-
trastuzumab emtansin) gibi HER2 proteinini hedefleyen terapilerle basariyla tedavi
edilebilir. HER2 ile zenginlestirilmis alt tipin klinik olarak HER2(+) meme kanseri ile
esanlamli olmadig1 agikliga kavusturulmalidir. Klinik HER2(+) meme kanserlerinin
yaklagik %50'si HER2 acisindan zenginlestirilmisken, geri kalan %50'si herhangi bir
molekiiler alt tipi igerebilir, ancak ¢ogunlukla HER2(+) ve luminal alt tiplerdir. Bununla
birlikte, HER2 ile zenginlestirilmis tiimorlerin yaklasik %30'u klinik olarak HER2
negatiftir (Hulka 1996, Veronesi ve ark. 2005, Polyak 2007, Allison 2012, Colditz ve
ark. 2012).
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2.7.4. Bazal benzeri meme kanseri/ii¢lii negatif (TNBC)

Tiim meme kanserlerinin yaklasik %20'sini olusturan TNBC alt tipi; ER(-), PR(-) ve
HER2(-) olarak karakterize edilmektedir (Hulka 1996, Veronesi ve ark. 2005, Polyak
2007, Allison 2012, Colditz ve ark. 2012). TNBC, BRCA1 gen mutasyonlari olan
kadinlarda oldugu kadar, 40 yasindan kiiciik kadinlar ve Afrikali-Amerikalilar kadinlar
arasinda da yaygindir. (Hulka 1996, Veronesi ve ark. 2005, Polyak 2007). TNBC,
genellikle diger meme kanseri tiplerinden daha agresif davranir ve bu da onu ileri evreli
meme kanseri yapmaktadir. TNBC'de en sik goriilen histoloji, duktal karsinomun
infiltrasyonudur, ancak nadir bir histolojik alt tip olan mediiller karsinom da genellikle

ticlli negatiftir.

TNBC, DNA onarim yolaginda BRCAI1/2  mutasyonlarini/delesyonlarini;
Fosfotidilinozitol-4-5-Bifosfat 3-Kinaz Katalitik Alfa (PIK3CA) ve AKT Serin/Treonin
Kinaz 3 (AKT3) mutasyonlari ve/veya amplifikasyonlari ve PI3K/mTOR yolaginda
Fosfotaz ve Tensin Homologu (PTEN) ve TSC Complex Subunit 1 (TSC1)'nin
delesyonlari/mutasyonlari; Fibroblast Biiyime Faktorii Reseptoric 1 (FGFRL),
Epidermal Biiyiime Faktorii Reseptori (EGFR) amplifikasyonlar;; ERBB2 (HER2),
ErbB2 Receptor Tirozin Kinaz 3 (ERBB3) ve ErbB2 Receptdr Tirozin Kinaz 3
(ERBB4) mutasyonlar1 ve B-Raf Proto-Onkogen, Serin/Treonin Kinaz (BRAF), KRAS
Proto-Onkogen, GTPaz (KRAS) ve HRAS Proto-Oncogene, GTPaz (HRAS)
amplifikasyonlari/mutasyonlar;; RAS/RAF/MEK  yolagimin  Dual  Specificity
Phosphatase 4 (DUSP4)'iniin delesyonu; hiicre dongiisii kontrol noktalarinin Siklin
Dependent Kinaz 6 (CDK®6), Siklin D1 (CCND1) ve Siklin D2 (CCND2)
amplifikasyonlari; JAK/STAT yolaginda Janus Kinase 2 (JAK2)'nin amplifikasyonu;
Notch yolagi, INK/AP-1 yolagi ve HIF1o/ARNT yolag: olmak iizere birden ¢ok sinyal
yolunda degisiklige yol agan genleri iceren birden ¢ok kopya sayisi degisikligine
sahiptir (Curtis ve ark. 2012, Kandoth ve ark. 2013, Bianchini ve ark. 2016, Costa ve
ark. 2017, Denkert ve ark. 2017, Marotti ve ark. 2017). Bu degisikliklerin ¢ogu,
TNBC'lerde kisisellestirilmis hedefe yonelik tedaviler i¢in yeni hedefler olarak
kullanilabilir. Kemoterapiye direngli TNBC'lerin yaklasik %901 bu yollarin ¢ogunda
degisiklikler igerdiginden, Poli(ADP-Riboz) Polimeraz 1 (PARP) inhibitorleri,
Fosfotidilinozitol-3-Kinaz (P13K) inhibitdrleri, 1s1 sok proteini 90 (HSP 90) inhibitorleri
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ve histon deasetilaz (HDAC) inhibitorlerinin yani sira bagisiklik kontrol noktasi
inhibitorleri su anda klinik arastirma altindadir (Curtis ve ark. 2012, Kandoth ve ark.
2013, Balko ve ark. 2014, Schadendorf ve ark. 2015, Bianchini ve ark. 2016, Shu ve
ark. 2016, Costa ve ark. 2017, Asano ve ark. 2018).

2.7.5. Normal benzeri meme kanseri

Bu alt tip luminal A'ya benzemektedir. ER ve/veya PR(+), HER2(-)'dir ve diisiik
seviyelerde Ki67 proteinine sahiptir (Hulka 1996, Veronesi ve ark. 2005, Polyak 2007,
Allison 2012, Colditz ve ark. 2012). Normal benzeri meme kanseri iyi bir prognoza

sahip olsa da, prognozu luminal A kanserinin prognozundan biraz daha kdotiidiir.

Meme kanserlerinin hiicresel ve molekiiler heterojenligi, yeni nesil genomiklerin ve
transkriptomik tekniklerin ortaya ¢ikmasiyla miimkiin kilinan ¢oklu genetik
degisikliklerin analiz edilmesini zorunlu kilar (Hulka 1996, Veronesi ve ark. 2005,
Polyak 2007, Allison 2012, Colditz ve ark. 2012). Gen eckspresyon c¢alismalari
prognozda ve terapdtik hedeflerin ekspresyonunda belirgin sekilde farkli olan birkag
farkli meme kanseri alt tipini tanimlamistir (Perou ve ark. 2000, Sorlie ve ark. 2001,
Prat ve ark. 2010). Aslinda, igsel alt tipler, hormon reseptori ile iligkili genlerin
ekspresyonuna karsilik gelen iki ayr1 gruba ayrilir. Bu ayrisma, ER(+) ve ER(-)
kanserlerin farkli progenitor hiicrelerden tiiretilebilen biyolojik olarak farkli fenotipleri
tanimladiklarini gosteren literatiir ve klinik deneyimlerle tutarhidir (Sorlie ve ark. 2001).
Ayrica, genomik analizler ve transkriptomik profilleme, meme kanserlerinin molekiiler
siniflandirmasinin niianslart hakkinda kritik bilgiler saglamis, ¢esitli teshis ve

prognostik panellerin kurulmasina yardimei olmustur (Sotiriou ve ark. 2006).
2.8. Meme Kanserinde Klinik Evreleme

Meme kanseri teshisi konduktan sonra, hastalarin tedavisini etkileyecek olan hastaligin
evresini belirlemek i¢in testler yapilmaktadir. Meme kanserinin Evre I, Evre 11, Evre III
ve Evre IV klinik evrelendirilmesi, Amerikan Ortak Kanser Komitesi (AJCC) ve
Uluslararas1 Kanser Kontrolii Birligi (UICC) tarafindan Tiimor, Nod ve Metastaz

(TNM) meme kanseri evreleme sistemine gore yapilmaktadir (Cizelge 2.2).
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Cizelge 2.2. Meme kanserinin anatomik evre gruplari

Evreler Tamm
Evre 0 In situ duktal karsinom
Evre | 1A Boyutu <20 mm olan primer invaziv tiimor, nodal tutulum yok
IB <20 mm primer tiimori olan veya olmayan nodal mikrometastazlar (> 0,2 mm,
<2,0 mm)
<20 mm primer tiimorli hareketli ipsilateral seviye I, I lenf nodu metastazi;
Evre Il A N
veya> 20 mm, <50 mm nodal tutulumu olmayan timor
B > 20 mm, <50 mm tiimorlii hareketli ipsilateral seviye I, II lenf nodu metastazi;
veya nodal tutulumu olmayan > 50 mm tiimor
> 50 mm tiimorli hareketli ipsilateral seviye I, II lenf nodu metastazi; veya sabit
Evre 111 IINA  ipsilateral seviye I, II herhangi bir boyutta primer tiimor veya i¢ lenf nodu

metastazi
1B Meme duvari ve / veya deri invazyonlu primer timor

Supraklavikiiler veya ipsilateral seviye III lenf nodu metastaz1 olan herhangi bir
Ic boyutta primer timor;
veya ipsilateral seviye I, II ve internal lenf nodu metastazli

Evre IV Uzak organ metastazi olan herhangi bir olgu

In situ lobiiler karsinom meme kanseri evreleme sisteminden ¢ikarilmis ve iyi huylu olarak kabul
edilmigtir

2.9. Kanser Kok Hiicre Biyolojisi

Ik olarak 1930'lu yillarda, 16semi olusturulmus fare modelinde tek bir hiicrenin orjinal
parental tiimorii olusturabildigi ancak her bir tek hiicrenin tiimor olusturma konusunda
basarili olamadig dolayisiyla tiimor popiilasyonu igerisinde az miktarda bulunan bir alt
popiilasyonun varligr tanimlanmistir (Furth ve ark. 1937). 1997 yilinda ise "KKH
teorisi" ya da "Hiyerarsi modeli" ne dair en kesin ve dikkat c¢ekici gelisme
CD347/CD38" yiizey antijenlerine sahip bir hiicre alt grubunun, in vivo kosullarda,
timor olusturabildiginin gdsterilmesi olmustur. Ayrica bu hiicrelerin, kendi kendini
yenileme ve farklilasma yetenegi dahil olmak iizere normal kok hiicrelerle benzer

ozellikleri paylastiklari rapor edilmistir (Bonnet ve Dick 1997).

Al-Hajj ve ark. (2003) ilk kez solid bir kanserde (meme kanseri) KKH varligini
(CD44*/CD24 /Lin /9istky o5stermislerdir. Son on yilda ise, diger solid tiimérler igin de
KKH’lerinin varligi tanimlanmigtir (Islam ve ark. 2015). Tiimér olusturma kabiliyetine

sahip bu hiicre grubunun tiimoér igerisindeki sayilarinin ¢ok az oldugu ve tedavide
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kullanilan ilaglar tarafindan elimine edilemediklerinde hastaligin tekrari ve tedavi

direncinden sorumlu olduklar1 6ngoériilebilir (Al-Hajj ve ark. 2003).
2.10. Kanser Kok Hiicre Hipotezi

Tlimorlerin gelisimini agiklamak ic¢in iki ayr1 ve birbirine zit model gelistirilmistir.
Klonal evrim modeli (sitokastik model), bir tiimor igindeki tiim hiicrelerin, tiimdriin
korunmasina degisik derecelerde katkida bulundugunu varsaymaktadir. Bu modelde,
zaman ic¢inde bir takim genetik ve epigenetik degisiklikler meydana gelir, sonugta en
agresif kanser hiicrelerinin tiimdriin ilerlemesini saglamaktan sorumlu oldugu goriiliir.
Ayrica, bir dizi genetik mutasyonla, timor igindeki herhangi bir kanser hiicresi invaziv
hale gelebilir, metastazlarin gelismesine yol agabilir, tedavilere diren¢ olusturabilir ve

hastaligin tekrarlanmasina katkida bulunabilir (Bjerkvig ve ark. 2005).

Kanser kok hiicre modeli (hiyerarsik model) ise tiimor hiicrelerinin bir alt kiimesini
olusturan kanser kok hiicrelerinin, tiimdriin  baslatilmasi, ilerlemesi  ve
tekrarlanmasindan sorumlu oldugunu One silirmektedir. Kendini yenileme ve
farklilasma yoluyla, kanser kok hiicreleri, ¢esitli tiimor hiicrelerinin {iretilmesinden
sorumludur ve tiimdr heterojenitesine katkida bulunur. Ayrica, bu hipoteze gore, timor
metastazlar1  ve tedavilere diren¢ dogrudan kanser kok hiicrelerinden

kaynaklanmaktadir (Bjerkvig ve ark. 2005).
2.11. Kanser Kok Hiicre Ozellikleri
2.11.1. Hiicre yiizey antijenleri ve yiizey bagimsiz biiyiime

Tiimoriin biiyiik bir kismint olusturan farklilasmis kanser hiicrelerinden farkli olarak
KKH'leri, normal kok hiicreleri (NKH)'leri ile benzer sekilde, birtakim hiicre yiizey
belirteglerini eksprese ederler. Ornegin, meme KKH'leri, CD44 glikoproteini eksprese
ederken CD24 proteinini disiik diizeyde eksprese eder veya etmez (CD44%/CD24").
Solid tiimérlerde; CD44, CD24, CD133, epitelyal hiicre adezyon molekiilii (EpCAM)
gibi KKH yiizey belirtegleri bulunmaktadir (Karakas ve ark. 2014).
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2.11.2. Pasiflik (*'quiescence’) ve dormansi

KKH’leri, ¢ogunlukla hiicre siklusunun pasif fazinda kalan, dormant veya diisiik
mitotik indekse sahip hiicrelerdir. Kemoterapi ve radyoterapinin prolifere olan hiicreleri
hedefledigi dikkate alindiginda, KKH'lerinin bu 06zellikleri, onlar1 hizli béliinen
hiicreleri hedefleyen tedavilere kars1 daha az duyarli yapmaktadir. Dolayisiyla, boliinen
hiicrelerin aksine, goreceli olarak pasif olan KKH'leri, ¢ogu kemoterapotik ilacin

etkisinden korunmus olurlar (Clevers 2011).
2.11.3. Apoptotik mekanizmanin diizenlenmesi

Apoptoz; anti-apoptotik ve pro-apoptotik molekiillerin dengesini sikica kontrol eden
fizyolojik bir programdir. DNA hasari, onarilmadigi takdirde programli hiicre 6liimii
veya apoptozla sonuclanir ancak kanser hiicrelerinde bu denge, DNA onarimi
olamadiginda dahi siklikla apoptozun engellenmesi yoniindedir. Kanser hiicrelerinin
apoptoz direnci klasik sekilde, anti-apoptotik proteinlerin (B-cell lymphoma 2 (BCL2)
aile proteinleri, apoptozis inhibitorleri) asir1 ekspresyonu veya BCL2-like 11 (BIM)
gibi pro-apoptotik proteinlerin ekspresyonlarnin azalmasi ile iligkilendirilir (Letai
2008). Dolayisiyla bu proteinler inhibe edilerek, KKH'leri kemoterapdtiklere veya
apoptoza duyarli hale getirilmektedir.

2.11.4. Kanser kok hiicre plastisitesi ve epitelyal mezenkimal doniisiim

Epitel-mezenkimal doniisiim (EMD), embriyonik gelisim siirecinde epitelyal hiicrelerin
g6¢ edebilmelerinden sorumlu fizyolojik bir olaydir. Bu siiregte polarize epitelyal
hiicreler, hiicre-hiicre baglantilarinin zayifladigi daha hareketli ve daha invazif
karakterli hiicrelere doniisiirler. Molekiiler diizeyde, epitelyal belirteglerin (CDHI1 ve -
Katenin gibi) ekspresyonu, yerlerini mezenkimal belirteglere (Vimentin ve Fibronektin
gibi) birakir. Bu genlerin ekspresyonu ise, Twist Family BHLH Transcription Factor
(TWIST), Zinc Finger E-Box Binding Homeobox 1 (ZEB1) gibi ¢esitli
transkripsiyon faktorleri tarafindan gerceklestirilir (Scheel ve Weinberg 2012).

Plastisite, doku kaynakli kok hiicrelerin, igerisinde yer aldigi dokunun diferansiye

hiicre fenotiplerini verme potansiyeline karsilik gelirken, KKH baglaminda, fenotipik

25



olarak farklilasmig bir hiicrenin de-diferansiye olarak kok hiicre karakteristiklerini elde
etmesini ifade etmektedir (Singh ve Settleman 2010). EMD-iliskili kok hiicre veya
benzeri hiicrelerin olusumu, herhangi bir maruziyet neticesinde yetiskin epitelyal kok
hiicre havuzunun azalmasina karsin kritik onem tagimaktadir. Ne yazik ki benzer
mekanizma ile timdrijenik KKH'leri meydana gelebilir ve bu hiicreler TWIST veya
Kruppel Like Factor 8 (KLF8) gibi transkripsiyon faktorlerini fazla miktarda eksprese
ederler. Yani, EMD geciren hiicreler, KKH-benzeri 6zellikler kazanirlar veya bir diger

deyisle KKH'leri mezenkimal karaktere sahiplerdir (Mani ve ark. 2008).
2.11.5. Otofaji

KKH'leri, hipoksi, besin azligi veya toksik ilaglar gibi birtakim olumsuz kosullara
maruz kaldiklarinda, canliliklarim1 ve metabolik homeostazlarini devam ettirebilmek
adina cesitli katabolik siiregleri aktiflestirilebilirler. Homeostaz devamliligi i¢in temel
mekanizma ise otofaji’dir. Bu siiregte, hiicre igin gereksiz ve islevsel olmayan
molekiil/organeller; lizozomal enzimler araciligiyla pargalanarak, hiicreye enerji ve
aminoasitler saglanir. KKH'lerinde antikanser terapilerin, otofajiyi uyardigi ve sonug
olarak tedavi direncini sagladigi gosterilmistir. Dolayisiyla otofaji inhibisyonu,

tiimorleri kemoterapiye karsi duyarli hale getirir (Ojha ve ark. 2015).
2.12. Kanser Kok Hiicrelerinde Gelisimsel Sinyal Yolaklar:

Normal kok hiicreyi kontrol eden molekiiler sinyal yolaklar1 homeostazisi oldukga 1yi
diizenlenmistir. Ancak bu yollarin bir¢ogu insan kanserlerinde ve deneysel timor
olusumu modellerinde anormal olarak aktive edilir veya bastirilir. Bu tiir anormallikler,
KKH'lerin kendini yenileme, ¢ogalma, hayatta kalma ve farklilasma ozelliklerine
katkida bulunur. Genel olarak, bu yolaklar karmasiktir, bircok digsal ve i¢gsel molekiiler
sinyaller ve diizenleyici elementler yer almaktadir. Bu sinyal yolaklarinin bir¢ogu
dogrusal degil, birbirleriyle beslenen sinyal aracilarinin i¢ ige ge¢mis aglaridir. Bu
nedenle, hiicre ylizeyi proteinlerinin (6rnegin, CD44 ve CD133), hiicre igi
isaretleyicilerin 6rnegin, Aldehit dehidrojenaz (ALDH), kok hiicre genlerinin &rnegin,
Octamer Binding Transcription Factor 4 (OCT4) ve SRY-Box Transcription Factor 2
(SOX2) ekspresyonunu ve fenotipik deneyleri 6rnegin, timor kiiresi olusumu ve seri

olarak nakledilebilen in vivo tiimorler i¢eren gesitli molekiiler metodolojiler, kok hiicre
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karakteri olusumunu test etmek i¢in kullanilir (Boman ve Wicha 2008, Huang ve ark.
2009, Tang 2012, Ajani ve ark. 2015).

2.12.1. Klasik Wnt/p-katenin sinyal yolag

Wnt/B-katenin yolagi, 19 Wnt ligandin1 ve >15 reseptorii kapsayan oldukg¢a karmasik,
evrimsel olarak korunmus bir sinyal yoludur (Kahn 2014). Geleneksel olarak, Wnt
yolunun Kanonik (transkripsiyonel regiilatér f-katenin aracili) ve Kanonik olmayan (-
katenin bagimsiz) iki sinyal yolunu kapsadig: diistintilmektedir (Kahn 2014). Kanonik
Whnt sinyal yolu, Wnt ligandlarinin, Frizzled reseptorlerine ve/veya komsu bir hiicre
tizerindeki disiik yogunluklu lipoproteinle iliskili protein 5 (LRPS5) ve LRP6
koreptorlerine baglanmasiyla aktive edilir (Sekil 2.4).
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Sekil 2.4. Inaktif (sol panel) ve aktif (sag panel) Wnt sinyal yolaklar1 (William ve
Matsui 2016'dan degistirilerek alinmistir)
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Son veriler, Leucine Rich Repeat Containing G Protein (LGR)'lere bagli R-spondin
ligandlarinin hareketi yoluyla Wnt yolagmin aktive oldugunu goéstermistir (Holland ve
ark. 2013, Clevers ve ark. 2014). Wnt ligand baglanmasinin yoklugunda, bir yikim
kompleksinin hareketi ile transkripsiyonel regiilatér B-katenin proteininin hiicre igi
seviyeleri diisiik tutulmaktadir. Kompleks, iskele proteinleri Axin ve Adenomatdz
Polipozis Koli (APC) ile kinaz proteinleri Glikojen Sentaz Kinaz-3 (GSK-3fB) ve
Kazein Kinaz 1 Alfa'y1 (CKla) igcermektedir. GSK-3B ve CKla, tbikitinasyon ve
proteozomal yikim igin fosforile B-katenini isaretler (Clevers ve ark. 2014, Kahn 2014).
Wnt, Frizzled/Lrp'ye baglandiginda, Lrp'nin sitoplazmik alani fosforile olur, GSK-3f3
ve Axin ayrilir boylece iskele proteini (Dvl) tek kalir.

Bu yikim, kompleksin dagilmasina neden olur. Ardindan serbest -katenin c¢ekirdege
yerlesir, lenfoid arttirict faktor (LEF)/T hiicre faktori (TCF), transkripsiyon
faktorlerine baglanir ve ¢ok sayida hedef genin transkripsiyonunu aktive eder

(Pulvirenti ve ark. 2011, Clevers ve ark. 2014).

Kanonik ve kanonik olmayan Wnt yolaklar1 yoluyla sinyalizasyon, ¢ok ¢esitli dokularin
embriyonik gelisimi ve homeostazi i¢in gereklidir (Holland ve ark. 2013, Kahn 2014).
Genel olarak, kanonik Wnt yolu ¢ogalma, hayatta kalma ve hiicre kaderi kararlarini
diizenler, kanonik olmayan Wnt yolu ise, asimetrik hiicre bdliinmesini, hiicre
polaritesini ve migrasyonu diizenlemektedir. Ancak bu yolaklar birbirini dislamaz,
etkilesim halindedirler. Wnt yolu aracilarimi1 kodlayan genlerdeki mutasyonlar,
medulloblastom, lenfoma ve 16semi ile meme, mide ve kolorektal kanser gibi bir¢ok
kanserde yaygindir (Polakis 2012). Dahasi, APC tiimor baskilayict mutasyonlari ailesel
adenomatdz polipozise ve sporadik kolorektal kanserlerin coguna neden olmaktadir
(Polakis 2012).

Deneysel kanitlar; kan, bagirsak, akciger, meme bezi, sinir sistemi, deri ve idrar yolu
kanserleri KKH'lerinin diizenlenmesinde Wnt aktivasyonunun roliinii desteklemektedir
(Holland ve ark. 2013). Whnt-B-katenin yolagi, meme hiicresi gelisiminin bir¢ok
evresinde diizenleyici bir rol oynar ve meme kanseri kok hiicrelerinin (MKKH)
stabilizasyonunda 6nemli bir isleve sahiptir (Malanchi ve ark. 2008, Incassati ve ark.

2010). insan meme kanserlerinde, Wnt yolag:1 ve asag akis hedef genlerinin birgok
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aktivatorii amplifiye edilir veya yukar1 regiile edilirken yolagin inhibitorleri inaktive
edilir veya epigenetik olarak susturulur (Incassati ve ark. 2010). Meme bezlerinde
Wntl'in konstitiitif asir1 ekspresyonunun neden oldugu yerlesik bir meme timor
olusumunun fare modelinde, meme kok hiicreleri kontrole oranla >6 kat daha fazladir
(Shackleton ve ark. 2006). Fare modeli meme timor virlisi (MMTV)-Wntl
calismasinda, Lrp5 reseptoriiniin kaybi hiperplastik biiyiimeyi ve tiimor olusumunu
inhibe etmis ve salg1 bezlerindeki progenitor hiicre sayisini azaltmistir (Lindvall ve ark.
2006). Bunun yaninda, farelerde, tiimor baskilayict APC geninin kayb1 bagirsakta hizli
adenom olusumuna neden olmaktadir. Insanlarda ise APC geninin kayb1 ailesel ve

sporadik KKH'lerle sonuglanmaktadir (Polakis 2012).

Tiimor olusumuna ek olarak, Wnt sinyali KKH aracili metastaz ve KKH karakterinin
korunmasi ile iliskilendirilmistir (Jang ve ark. 2015). Akis sitometri analizi, meme
KKH'lerinin, parental hiicreler ile karsilastirildiginda, Wnt sinyal proteinleri Lymphoid
Enhancer Binding Factor 1 (LEF1), siklin D1, B-katenin ve TCF-4 seviyelerini dnemli
Olciide daha yiiksek seviyelerde eksprese ettigini goOstermistir. Benzer sekilde,
KKH'lerde Wntl'in bozulmasi, CD44 ve ALDHI1 kok hiicre genlerinin ekspresyonunu,
timor olusumunu ve meme kanseri hiicrelerinin KKH alt popiilasyonunu azaltmistir
(Jang ve ark. 2015). Bu veriler, meme kanserinde kanser kok hiicre karakterinin
korunmasi i¢in Wnt sinyalinin gerekli oldugunu gostermektedir (Jang ve ark. 2015).
Son olarak, metastatik ve metastik olmayan meme KKH'lerinde Wnt genlerinin
ekspresyonlart anlamli seviyede yiiksek bulunmustur (Jang ve ark. 2015). Bu veriler,
Dvl'yi asir1 eksprese eden ve lenfatik metastaz egilimi gosteren meme kanseri hiicreleri
arasinda yliksek oranda KKH bulundugunu gostermekte ayrica KKH'lerde amplifiye
Wnt sinyalinin meme kanseri metastaz1 i¢in onemli olabilecegini diislindiirmektedir

(Jang ve ark. 2015).
2.12.2. Notch sinyal yolag:

Notch ligandlar1 (DLL1, DLL3, DLL4, JAG1 ve JAG2) ve reseptorleri (Notchl-4)
transmembran proteinleridir. Bu yolak, ligandin, bitisik bir hiicrede bir reseptore
baglanmasiyla aktive edilir (Sekil 2.5) (Karamboulas ve Aillles 2013). Bu etkilesim,

once bir disintegrin ve metalloproteinaz (ADAM)'larin, daha sonra y-sekretaz ile
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reseptoriin sitoplazmik alaninin proteolitik boliinmesini baglatir. Bu ikili boliinme ile,
Notch hiicre i¢i alanin1 (NICD) sitoplazmaya birakir, buradan ¢ekirdege taginir ve
Centromere-Binding Protein 1 (CBF1), CSL/RBPJ transkripsiyon faktorii ve Longevity
Assurance Gene (LAG) 1 sinyal baglama proteini yoluyla hedef genlerin
transkripsiyonunu aktive eder (Karamboulas ve Aillles 2013, Takebe ve ark. 2015).

-| Simyal hiicresi plazma zar : i

DLLIJAG \
Hiicre dis1 bogluk :
-I o : | ADAMs > Noteh
1c1 hiicre plazma zar | _ —
Hiicre i¢i bogluk - NICD{
a7 E;:’ )

_|—)~Hedef gen transkripsiyonu
AW

Cekirdek

Sekil aciklamasi ) P
- -» Protein lokaliasyonu —AKtif artmis gen transkripsiyonu
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Sekil 2.5. Notch sinyal yolagi (Willim ve Matsui 2016'dan degistirilerek alinmistir)

Notch yolagi; embriyonik merkezi sinir ve hematopoietik sistemlerin, vaskiilatiir, kalp,
gozler, pankreas, bagirsak ve diger organlarin gelisiminde, hiicre kaderi spesifikasyonu
ve kok ve progenitor hiicrelerin farklilagsmasinin diizenlenmesinde oldukg¢a korunmus
ve kritiktir (Chiba 2006, Karamboulas ve Aillles 2013, Takebe ve ark. 2015).
Yetiskinlerde, Notch sinyalizasyonunun cilt, hematopoietik sistem, bagirsak ve iskelet

kasi sistemindeki kok ve progenitor hiicre fonksiyonlarini etkiledigi gosterilmistir.
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Notch yolaginin; 16semi, glioblastoma, meme, kolon, pankreas ve akciger dahil olmak
iizere bir¢ok kanserde tiimor hiicrelerinin 0Ozelliklerini diizenledigi gosterilmistir
(Ranganathan ve ark. 2011). Bu sinyal yolagi, meme bezi gelisiminin ¢esitli
asamalarinda yer alir, meme kanseri patogenezinde 6nemli rol oynar ve bu nedenle yeni
bir terapotik hedefi temsil edebilir (Weng ve ark. 2004). Notch sinyali, MKKH'lerde
kendini yenileme, onarim ve apoptozun diizenlenmesinde de goérevlidir. Bu nedenle,
Notch sinyalizasyonunun veya bilesenlerinin inhibisyonu, Notch aracili MKKH'lerin
olusumunu ve meme kanseri metastazini azaltmak i¢in ¢ok onemlidir (Weng ve ark.
2004). Bununla birlikte, KKH'lerde Notch sinyallesmesinin potansiyel rolii agik
olmamakla birlikte aktif Notch sinyali farkli dokularda bir tiimér promotérii veya
baskilayicisi olarak islev gorebilir (Ranganathan ve ark. 2011). Ornegin, kolorektal
kanserdeki APC mutasyonlar1 gibi Notchl'de aktive edici mutasyonlar T hiicresi akut
lenfoblastik 16seminin gelisimi i¢in nedenseldir (Weng ve ark. 2004, Ranganathan ve
ark. 2011). APC mutasyonlarinin sebep oldugu adenomlarda, Notch inhibisyonu
adenom hiicrelerini goblet hiicrelerine farklilasmaya zorlamistir, bu da farklilasmamis
KKH durumunu korumak i¢in hem Notch hem de Wnt aktivasyonunun gerekli
olabilecegini diisiindiirmektedir (Van Es ve ark. 2005). Notch'un KKH karakterinin
korunmasindaki roliinii arastiran bagka bir ¢alismada, hastadan tiiretilen pankreatik
KKH'lerin Notchl, Notch3, Jagl, Jag2 ve Notch hedef geni Hes1'i yiiksek seviyelerde
eksprese ettigi gosterilmistir (Abel ve ark. 2014). KKH'lerin bir gama sekretaz (y-Sec)
inhibitorii ile tedavisi, KKH alt popiilasyonunu ve tiimor kiiresi olusum sikligimi
azaltmigtir (Abel ve ark. 2014). Hiicre olimii teknikleri, y-sekretaz inhibitori
tedavisinin hiicre dongiisii ilerlemesini bozdugunu ve apoptozu arttirdigini, bu da Notch
sinyallemesinin pankreatik KKH karakterini desteklemek ic¢in hiicre sagkalimim

destekleyebilecegini gostermistir (Abel ve ark. 2014).

Ozofagus adenokarsinom hiicreleri kullanan ksenograft tiimdr modellerinde, bir y-
sekretaz inhibitorii ile tedavi yoluyla Notch yolunun inhibisyonu, primer timor
biliyiimesini biliylik 6l¢iide azaltmistir. Transplantasyon sirasinda sekonder tiimor
biiylimesinin bagarisiz olmasi, Notch kaybinin, kanseri baslatan hiicre popiilasyonunun

tiikenmesine neden oldugunu diisiindiirmistiir (Wang ve ark. 2014).
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2.12.3. Hedgehog (Hh) sinyal yolag:

Hedgehog yolaginin bilesenleri arasinda Hedgehog ligandlar1 (Sonic, Desert ve Indian)
ve bunlarin ortak kokenli reseptorleri Patched (PTCH), transmembran proteini
Smoothened, Frizzled Class Receptor (SMO) ve yolagin aktivasyonunu veya
baskilanmasini  modiile eden Gli transkripsiyon faktorleri (Gli)'lerden 1-3
bulunmaktadir (Merchant ve Matsui 2010). PTCH reseptorii, ligand tarafindan
kullanilmadiginda SMO'nun temel bir inhibit6rii olarak islev goriir. Bu durumda, hedef
gen transkripsiyonu Gli3 ve Gli2-R (baskilayici formunda Gli2) tarafindan bastirilir.
PTCH'ye ligand baglandiktan sonra, hedef genlerin transkripsiyonunu kolaylastirmak
icin transkripsiyonel aktivatorler Glil ve Gli2-A (aktivator formunda Gli2) araciligiyla
SMO iizerindeki baski kalkmis olur (Sekil 2.6) (Merchant ve Matsui 2010).
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Hh yolagi; sinir sistemi, iskelet sistemi, akciger, kalp ve bagirsak da dahil olmak iizere
embriyogenez sirasinda bir¢cok organin gelismesi ve uygun sekilde diizenlenmesi i¢in
hiicresel ¢ogalmayi, farklilasmay1 ve migrasyonu kontrol etmektedir (Merchant ve
Matsui 2010, Petrova ve Joyner 2014). Birgok yolaktan farkli olarak, Hh yolagi,
yetiskin merkezi sinir sistemi, cilt, sa¢ ve disler hari¢ ¢ogu postnatal dokuda biiyiik
olgtide etkisizdir. Son zamanlarda, Hh aktivitesinin yerlesik kdk ve/veya progenitor
hiicre popiilasyonlarini diizenledigi gosterilmistir (Merchant ve Matsui 2010, Petrova
ve Joyner 2014). Fare ¢alismalari, kanser hiicre soylar1 ve hasta 6rneklerinin in vitro
analizleri, bir diizineden fazla kanser tiirlinde anormal Hh sinyalinin varligini
dogrulamistir (Merchant ve Matsui 2010). KKH fonksiyonunda Hh sinyalinin rolii,
bazal hiicreli karsinom (BHK), multipl miyelom, glioblastom, kronik miyeloid 16semi
(KML) ve kolon kanseri gibi ¢esitli kanserlerde belgelenmistir (Hutchin ve ark. 2005,
Merchant ve Matsui 2010). PTCH1 geninde mutasyon tespit edilen bireyler
medulloblastoma gelistirmeye yatkindir. Ayrica PTCHI1 genindeki mutasyonlar,
hastalari, ileri BHK'ye yatkin hale getiren bir hastalik olan Gorlin sendromuna neden
olmaktadir (Peterson ve ark. 2015). Hh yolaginin, multipl miyelom, glioma ve
KML'deki KKH'lerin 6zelliklerini diizenledigi gdsterilmistir (Clement ve ark. 2007,
Peacock ve ark. 2007, Zhao ve ark. 2009). insan multipl miyelom hiicre hattindan izole
edilen progenitor hiicrelerin analizinde, SMO geni asir1 eksprese edilmis ve parental
hiicrelere kiyasla yiiksek Glil transkripsiyonel aktiviteye karsilik gelmistir (Peacock ve
ark. 2007). SMO inhibisyonu, KKH'lerde ¢ogalmanin, kanser kok hiicre karakterinin ve
kendi kendini yenilemenin zayiflamasina neden olmustur. Insan gliomunda KKH'lerin
Hh sinyal genleri Glil, Sonic Hedgehog Signaling Molecule (SHH) ve PATCHED1'i
asir1 eksprese ettikleri gézlenmistir (Clement ve ark. 2007). Glioma KKH'lerinin bir Hh
sinyal inhibitorii ile tedavisi, Nanog Homeobox (NANOG), SOX2 ve OCT4 kok hiicre
genlerinin ekspresyonunun azalmasi ile birlikte ¢ogalma, hayatta kalma, kendini
yenileme ve klonojenisitede bir azalmayla sonuglanmistir (Clement ve ark. 2007). Bu
veriler glioma KKH'lerinin fonksiyonel destek i¢cin Hh sinyalini gerektirebilecegini
gostermektedir (Clement ve ark. 2007). SMO kayb1 olan bir KML fare modelinde
SMO'un asir1 ekspresyonu, KKH frekansini 4 kat ve KML ilerlemesini 6nemli 6l¢iide

arttirmistir (Zhao ve ark. 2009).
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Bununla birlikte, kolon kanseri karaciger metastazlarindan izole edilen hastadan
tiretilen KKH'lerin, metastatik olmayan kontrollere kiyasla yiliksek seviyelerde Hh
sinyal genleri Glil, Gli2 ve HIP eksprese ettigi bulunmustur (Varnat ve ark. 2009).
Ilaveten, Glil sadece KKH'lerde eksprese edilmistir (Varnat ve ark. 2009). Bu sonuglar,
timoriin  korunmasini ve biiylimesini tesvik edebilecek kolon KKH karakteri ve
sagkalimi i¢in Hh sinyalinin gerekli olabilecegini diisiindiirmektedir (Varnat ve ark.
2009). KKH'lerin sikliginin hastalik ilerlemesi ile arttigin1 gosteren deneylerin
sonuglariyla birlestiginde, bu veriler kolon kanseri ilerledik¢e Hh sinyal aktivitesinin
artabildigini gostermektedir (Varnat ve ark. 2009). Gergekten de, karaciger
metastazlarindan izole edilen KKH'ler, metastatik olmayan kontrollere kiyasla, Glil'in
hedefi olan Snail Family Transcriptional Repressor 1 (SNAIL1)'i yiiksek seviyelerde
eksprese etmistir (Varnat ve ark. 2009). SNAIL1'in, metastazin tesvik edilmesinde yer
alan bir siire¢ olan EMD kolaylastirdig1 diistiniildiigiinde, gen transkripsiyonel verileri,
Hh  sinyallemesinin ~KKH'lerin  prometastatik  roliinde  6nemli  oldugunu

diistindiirmektedir (Varnat ve ark. 2009).

2.13. Meme Kanseri Kok Hiicreleri

Son ¢alismalar, meme kanseri gelisiminin esas olarak, hiicrelerin bir alt popiilasyonu
olan MKKH'ler tarafindan yonlendirildigini gostermektedir. Bu hiicre alt popiilasyonu
kendi kendini yenileme, farklilagsma, tiimor olusumu, metastaz ve hatta tedaviye direng
gosterebilir (Das ve ark. 2019). Hiicre migrasyonunu, farklilagsmasini ve ¢ogalmasini
kontrol etmek i¢in CD44, CDI133 gibi vyiizey belirteglerini eksprese etme,
kemoterapétik ilaglarin atilimi igin ATP Binding Cassette Subfamily G Member 1
(ABCG1) ve ATP Binding Cassette Subfamily G Member 2 (ABCG2) gibi transporter
proteinlerini yiiksek seviyede eksprese etme; oksidatif stresi azaltmak icin detoksifiye
edici enzim ALDH]1 aktivitesi gdsterme ve terapdtik hasarlardan hemen sonra DNA
onarim siirecinde aktive olmalar1 (Nakanishi ve Ross 2012, Charafe-Jaufret ve ark.
2013, Holohan ve ark. 2013, Das ve ark. 2019) gibi farkli genotip-fenotipik dzellikler
gosterirler. Bu 6zellikler onlar1 kemo-radyoterapilere duyarsiz kilar (Nakanishi ve Ross
2012, Charafe-Jaufret ve ark. 2013, Holohan ve ark. 2013). Ayrica, MKKH sayisinin

geleneksel tedavilerle, tedaviden sonra azalmak yerine arttigi ve bunun da meme
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kanserinin niiksetmesine neden oldugu gosterilmistir (Charafe-Jaufret ve ark. 2013).
Ayrica, ER(+), PR(+), HER2(+) ve ig¢lii negatif gibi birkag meme kanseri alt tipinin
varligi meme kanserine karsi spesifik bir tedavi planlamay1 zorlastirir (Das ve ark.
2019). MKKH'ler tiim meme kanseri alt tiplerinde onemli roller oynamaktadir ve bu
nedenle meme kanseri riskini ortadan kaldirmak veya en azindan tehdidini en aza

indirmek icin MKKH'leri hedeflemek biiyiik 6nem tagimaktadir.

2.14. MikroRNA'lar

mikroRNA'lar (miRNA'lar), asil rolii degredasyonuna yol acarak mRNA'y1 diizenlemek
ve ayni zamanda protein seviyelerini ayarlamak olan 17-25 niikleotitten olusan kiigiik,
kodlayict olmayan bir RNA smifini temsil etmektedirler. Onceki ¢aligmalar, miRNA
kodlayan sekanslarin insan genomunun %1'ini olusturdugunu gostermistir (Wang ve
ark. 2016, Condrat ve ark. 2020).

miRNA'lar, 1993 yilinda Lee ve calisma arkadaslari tarafindan yuvarlak solucan
Caenorhabditis elegans (C.elegans)’da Lin-4 olarak adlandirdiklari genin higbir protein
kodlamamasina ragmen 22 niikleotid uzunlugunda kii¢iik bir RNA transkribe etmesiyle
kesfedilmiglerdir, ancak miRNA terimi ilk kez 2001 yilinda kullanima girmistir
(Condrat ve ark. 2020). 2000 yilinda ise yine yuvarlak solucan C. elegans'da 22
niikleotid uzunlugunda, canlinin gelisim zamanlamasini diizenleyen ve Let-7 olarak
isimlendirilen bir miRNA, Reinhart ve arkadaslar1 tarafindan bulunmustur (Reinhart ve
ark. 2000). Daha sonraki yillarda Lin-4 ve Let-7'ye benzeyen bir¢ok kiigiik RNA
molekiilii, hemen hemen biitiin ¢ok hiicreli organizmalarda kesfedilmis ve miRNA'lar

olarak isimlendirilmistir (Kai ve ark. 2018).

Insan genomunda kodlanan binlerce miRNA vardir ve bu miRNA'larin hedef genlerinin
hiicre gelisimi, farklilagma, ¢ogalma, immiinite ve apoptoz ile iligkili sinyal
yolaklarinda diizenleyici rolii bulunmaktadir. Ancak, diizensiz miRNA ekspresyonunun
meme kanserini de i¢ine alan bir¢ok hastalik patogenezinde yer aldig: bildirilmektedir
(Kai ve ark. 2018). Bu ag¢idan bakildiginda, miRNA aracili gen ekspresyonu énemli ve

vazgecilmez bir mekanizma olarak kabul edilmektedir.
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2.14.1. miRNA biyogenezi

miRNA'nin biyogenezi, primer miRNA (pri-miRNA)'nin transkripsiyonunun, RNA
polimeraz II ve III'in etkisi altinda gergeklestigi ¢ekirdekte baslar (Lee ve ark. 2004,
Krol ve ark. 2010). Ortaya ¢ikan molekiil, bir ucunda ilmek igeren sa¢ tokasi benzeri
bir yapidir (Lee ve ark. 2004). Sag tokasi yapisi, Drosha (RNAaz III enzimi) ve
kofaktorii DiGeorge Kritik Sendrom Bolgesi 8 (DGCRS8)'den (Pasha) olusan
mikroigslemci kompleksi tarafindan kesilir ve 60-70 niikleotid uzunlugunda prekiirsor
MiRNA (pre-miRNA)'nin olusmasina neden olur. PremiRNA, niikleustan Exportin-5
(XPOS) araciligi ile sitoplazmaya taginir ve diger bir RNAaz III enzimi olan Dicer
tarafindan 21-24 niikleotid uzunlugunda ¢ift iplikli (dubleks) miRNA'ya kesilir. Olgun
diziye kesilecek olan iplik, miRNA indiiklenmis susturma kompleksini olusturan
(RISC), Argonaute RISC Catalytic Component 2 (Ago2) protein kompleksiyle birlesir.
Eksik baz eslesmesiyle, miRNA RISC'i indiikler ve hedef mRNA’larin boliinmesi,
translasyonal baskilama veya deadenilasyon yoluyla susturmaya yonlendirilir (Sekil

2.7) (Condrat ve ark. 2020).

RISC/miRISC kompleksi tarafindan mRNA’nin taninmasi genelde miRNA'nin 5'
ucundaki 2-7 niikkleotidin yer aldig1 bir ¢ekirdek bolgesine dayanmaktadir (Borchert ve
ark. 2006). Ayrica, ¢ift iplikli miRNA'nin, genellikle kilavuz ipligi olarak bilinen
iplerinden biri, RNA kaynakli susturma kompleksine (RISC) entegre edilecekken,
yolcu ipligi olarak bilinen digeri, bazi durumlarda islevsel oldugu bulunmasina ragmen
degrade olur (Kwak ve Tomari 2012). Cogu zaman, baslangicta daha az stabil olan
S'ucu veya bir urasil igeren ipligin kilavuz ipligi olarak se¢ilmesi daha olasidir
(Borchert ve ark. 2006, Kwak ve Tomari 2012, Ha ve Kim 2014, Meijer ve ark. 2014).
Yolcu ipligin bozulmadigi ve her ikisinin miRISC kompleksine dahil edildigi
durumlarda, kilavuz iplikteki olgun miRNA baskin olan olacaktir (Ha ve Kim 2014,
Meijer ve ark. 2014, Condrat ve ark. 2020).

36


https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Condrat+CE&cauthor_id=31979244
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Condrat+CE&cauthor_id=31979244

| .
i Sitoplazma
miRNA geni ya da intron Cekirdek | p

5 (RNAPolll /i l Transkripsiyon j

.. /
%}‘II||||||IImI\II\IIHIHIHIHIH /
o /

R Pri-miRNA /

3
Drost '@ Boluume

Pre-miRNA
Niikleer tagmmm
/// 5’
- \||\||\||\||\|||||||||||I
- 3 Pre-miRNA

CDED i —
u_D:I]]]]II]]]II]IIII_” — L

3 Cift iplikli mIRNA § 5
Yikim

RISC olusumu
1L

5 3 T
TTTTTTITTTITTIITTIITTIT1

Olgun nuRNA

S\

Hedef mRNA'larin bolinmesi Translasvonel baskilama mRNA deadenilasyonu

Sekil 2.7. miRNA'larin biyogenezi, islenmesi ve olgunlasmasi1 (Winter ve ark. 2009'dan
degistirilerek alinmistir)

miRNA'min insan viicudundaki ana rolii, mRNA'nin bozulmasina aracilik ederek ve
ayrica kanonik ve kanonik olmayan mekanizmalar yoluyla transkripsiyon ve
translasyonu diizenleyerek gen regiilasyonunda rol almalaridir (Bartel 2009). Kanonik
mekanizma, miRNA kilavuz ipligini iceren miRISC kompleksinin, 3'translasyona
ugramayan bolgesi (3'UTR) yoluyla hedef mRNA'ya baglanarak etkisini
gerceklestirdigi anlamina gelir (Bartel 2009). Bu islem, 5 ugtan ilk 2-7 niikleotid olan
miRNA'nin ¢ekirdek bolgesine uygun olarak gerceklesir ve bunu mMRNA
deadenilasyonu, translasyonel baski ve son olarak degradasyon izler (Lee ve ark. 2003,
Winter ve ark. 2009, Li ve ark. 2012). Bununla birlikte, insan hiicrelerinde, miRISC
kompleksi ve mRNA arasindaki etkilesimlerin yaklasik %601 kanonik degildir bu da
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zincirlerinin her zaman tamamen tamamlayici olmadigi anlamina gelir (Kwak ve ark.
2010, Lin ve Gregory 2015). Bu, tek bir miRNA'nin potansiyel olarak ¢ok sayida
mRNA'y1 hedefleyebilecegi fikrine yol acarken, ayn1 zamanda bir mRNA, miRNA'lar
icin birden fazla baglanma yeri igerebilir ve bu da, bu etkilesimle ¢ok sayida biyolojik
slirecin diizenlenebilecegi olasiligina doniisiir (Bartel 2009, Winter ve ark. 2009, Lin ve
Gregory 2015).

miRNA'nin oynadigi bir diger 6nemli rol, hiicreler aras1 sinyalizasyondur. miRNA'larin
cogu hiicre i¢cinde bulunmasina ragmen, goc¢ eden ve viicut sivilarinda bulunabilen
biiyiik bir oran vardir (Qu ve ark. 2011, Shen ve ark. 2013, Ashby ve ark. 2014). Bunlar
dolasimdaki miRNA'lar olarak adlandirilir ve kan, idrar, tiikiiriikk, seminal sivi, anne
stitti (Qu ve ark. 2011, Shen ve ark. 2013) ve diger sivilarda bulunurlar. Bu miRNA'lar,
doku hasari, apoptoz ve nekroz yoluyla veya bir proteine baglanarak,
mikrovezikiillerde, eksozomlarda aktif tasima yoluyla bosaltilirlar (Qu ve ark. 2011,
Bertoli ve ark. 2015). Onceki calismalar, dolasimdaki miRNA'larin yaklasik % 10'unun
eksozomlarda bulundugunu, diger % 90'min Ago2, Niikleoposmin 1 (NPM1) ve yiiksek
yogunluklu lipoprotein (HDL) gibi proteinlerle kompleksler olusturdugunu gdstermistir
(Shen ve ark. 2013, Bertoli ve ark. 2015). Bu tiir bir paketleme, viicut sivilarinda
bulundugu bilinen RNazlar tarafindan miRNA'nin sindirimini 6nlemek i¢in gereklidir

(Bertoli ve ark. 2015, Condrat ve ark. 2020).

50-100 nm'lik bir capa sahip olan eksozomlar, miRNA iceren, zar ile kaynasmis,
endozomdan tiiretilmis mikrotaneciklerdir. Hem in vitro hem de in vivo ¢ok sayida
hiicre tarafindan salgilanirlar ve viicuttaki sivilarin ¢ogunda goriilebilirler (Qu ve ark.
2011, Shen ve ark. 2013, Ashby ve ark. 2014, Bertoli ve ark. 2015). Son bulgular
tarafindan desteklenen bir hipotez, bu vezikiillerde bulunan miRNA ¢esidinin kdken
aldig1 hiicreden farkli olma egilimi nedeniyle miRNA'larin belirli eksozomlara segici
olarak taniml1 olabilecegini belirtmektedir (Qu ve ark. 2011, Shen ve ark. 2013, Ashby
ve ark. 2014, Bertoli ve ark. 2015). Daha once belirtildigi gibi, dolasimdaki
miRNA'larin % 90'min bir proteininin yardimiyla tagindigi tahmin edilmektedir. Bazi
caligmalar bu tip tasmmmanin adenozin trifosfat (ATP)'ye bagimli olabilecegini one
stirerken digerleri kompleksin hiicre dis1 bosluga ulagsmasi icin iyi bilinen proteine 6zgii

mekanizmaya benzer bir tasiyiciya ihtiya¢ duydugunu belirtmektedir (Bertoli ve ark.
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2015, Condratve ark. 2020). Bu hipotezlerin her ikisinin de dogru oldugu

kanitlanmadan 6nce daha fazla arastirmaya ihtiyag vardir.

Bununla birlikte, muhtemelen miRNA'larin en umut verici rolii potansiyel bir
biyobelirte¢ aday1r olmalaridir. Bu yonleri ile miRNA'lar ¢ok sayida arastirmaci
tarafindan cesitli tibbi alanlarda arastirilmistir. Kanitlar, eksozom-aracili hiicreler arasi
iletisim yoluyla kanserde, Alzheimer hastaliginin tan1 ve prognozu i¢in norolojide,
omurilik yaralanmasi, epilepsi veya ndrodejeneratif hastaliklarda biyobelirtecler olarak
onemli bir rol oynayabileceklerini gostermektedir (Condrat ve ark. 2020). Ayrica
kardiyoloji gibi diger alanlarda, akut kardiyovaskiiler hastalik veya kalp yetmezligi ve
sepsis tanist i¢in bulasict hastaliklar s6z konusu oldugunda daha hizli ve daha dogru

tan1 araci olarak kullanilabilirler (Zhou ve ark. 2018, Condrat ve ark. 2020).

miRNA'larin insan kanserlerine katilimimin ilk kaniti, Bati diinyasindaki en yaygin
insan 16semi tiirli Kronik Lenfositik Losemi (KLL)'de, 6zellikle kromozom 13q14'teki
timor baskilayicilart  tanimlamak amaciyla yapilan calismalardan tliretilmistir.
Sitogenetik c¢alismalar, KLL'lerin yaklasik %50'si kromozom 13q14'te delesyonlar1 ve
yaklasik %70 heterozigotluk kaybimmi (LOH) gostermektedir. Kromozomal
translokasyonlarindan ve kiigiik delesyonlardan yararlanarak, Calin ve ark. 13q14'in
kritik bolgesinin herhangi bir protein kodlayici tiimor baskilayici gen igermedigini,
ancak ayni polististronik RNA'da eksprese edilen miR-15a ve miR-16-1 olmak iizere
iki miRNA geni icerdigini bulmuslardir (Calin ve ark. 2002). Bu sonug, 13ql4
delesyonunun, bu iki miRNA'min kaybmma neden oldugunu gostermistir. Bu da
miRNA'larin insan kanseri patogenezinde rol oynayabilecegine dair ilk kanittir (Calin
ve ark. 2002). Arastirmacilar, bu ilk gozlemlerden hemen sonra, bilinen tim miRNA
genlerini haritalamiglar ve bunlarin ¢ogunun, farkli insan tiimorlerinde timor
baskilayic1 genlerin veya onkogenlerin oldugu delesyon veya amplifikasyon gibi
kromozomal degisikliklere katilan genom bdlgelerinde bulundugunu saptamislardir.
Gergekten de, kanser gelisiminde, bilinen bir timdr baskilayicisinin  negatif
reglilasyonunda yer alan miRNA'lar1 kapsayan kromozomal bdlgeler amplifiye
edilebilir. Bu amplifikasyon, miRNA'nin artan ekspresyonu ve bunun sonucu olarak
timor baskilayict genin susturulmasi ile sonuglanir. Bunun tersine, onkogenleri inhibe

edebilen miRNA'lar genellikle genomun kirtlgan bolgelerinde bulunur ve burada hedef
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onkogenin asir1 ekspresyonundan sorumlu olabilirler (Sekil 2.8) (Croce ve Calin 2005,
lorio ve Croce 2009).
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Sekil 2.8. Onkogenler ve tiimor baskilayicilar olarak miRNA'lar (lorio ve ark. 2011'den
degistirilerek alinmistir)

miRNA'lan insan kanseri patogenezindeki roliinii gdsteren galigmalardan sonra, lorio
ve ark. normal ve hastalikli dokulardaki miRNA'larin kiiresel ekspresyonunu
degerlendirmek igin platformlar gelistirmis ve insan kanserlerinde mMIRNA
diizensizligini degerlendirmek ic¢in profilleme g¢alismalar1 yapmislardir. Bu yaklagim
miRNA profillemenin; timor smniflandirmasi, tan1 ve prognoz igin kullanilip
kullanilamayacagin1 belirleme girisimidir (Calin ve Croce 2006). Ayrica, kiiciik
boyutlu miRNA'lar mRNA'lara kiyasla kesinlikle daha yiiksek bir stabiliteye sahiptir ve
sabit dokularda veya diger biyolojik materyallerde ekspresyonlarinin incelenmesi ¢ok

daha kolaydir. Bdylece yeni, minimal invaziv ve giliclii biyobelirtecler olarak olasi
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kullanimlar1 ~ desteklenmektedir. Gergekten de miRNA'larin  parafine goémiili
dokulardan, kandan (total kan, plazma veya serum) ve dolasimdaki eksozomlardan
nasil giivenilir bir sekilde ekstrakte edilebildigi ve tespit edilebilecegi yakin zamanda
tarif edilmistir (lorio ve ark. 2011). Ayrica, farkli neoplazilerden etkilenen bireylerin
dolasimdaki miRNA profillerinin, timor dokularinda gozlenen paterni yansittigi ve
kanitlarin dolagimdaki miRNA'larin 6zellikle erken teshis icin kolayca saptanabilir

tumor biyobelirtegleri olarak kullanilabilecegi bildirilmistir (lorio ve ark. 2011).

2.15. Kanserde miRNA'lar

Diinya ¢apinda en énemli mortalite nedenlerinden biri olan kanserin erken evrelerinde
tespiti, hastanin hayatta kalmasi ig¢in daha iyi bir sonu¢ saglasa da, maalesef ge¢ tespit
giiniimiizde 6nemli bir endise kaynagi olup, kotii prognoz ve yiiksek mortalite oranina
yol agmaktadir (Condrat ve ark. 2020). Kisisellestirilmis tip ¢aginda bu sorunun
iistesinden gelebilmek i¢in, biyobelirtecler gibi yeni ve daha hassas teshis
yontemlerinin gelistirilmesi gerekmektedir. Yillar boyunca, kanser hastalarmin doku,
plazma ve serumlarinda saglikli kisilerin ornekleri ile karsilastirildiginda, ekspresyon
seviyelerinde diizensizlik olan ¢ok sayida miRNA rapor edilmistir ve daha bir¢ok
caligma, ilgili miRNA'lar1 kanserin tan1 ve prognozu icin potansiyel biyobelirtegler
olarak belirlemistir (He ve ark. 2015, Condrat ve ark. 2020). miRNA'lar kanserde
onkogenleri (timor baskilayict miRNA'lar araciligiyla elde edilir) ve tiimor
baskilayicilart (onkomiR'ler araciligiyla) kontrol etmektedirler (Schwarzenbach ve ark.
2014). miRNA'larin islevlerinin inhibisyonu veya indiiklenmesi yoluyla deneysel
olarak yapilan c¢alismalarda, genellikle, onkomiR'ler daha fazla temsil edilme
egiliminde iken timdr baskilayict fonksiyonu olan miRNA'lar daha az ifade
edilmektedir (Baffa ve ark. 2009, He ve ark. 2015). Bununla birlikte hem timor
baskilayici hem de onkogenik olarak islev gorebilen miRNA'lar; lenfoma, pankreas,
melanom, mide ve yumurtalik kanseri dahil olmak fiizere cesitli timorlerde ortaya
cikmaktadir (Baffa ve ark. 2009, He ve ark. 2015, Schwarzenbach ve ark. 2014,
Condrat ve ark. 2020).

Insan miRNA'larinin anormal ekspresyonunun cesitli nedenleri vardir. miRNA
kodlayan genlerin yaklasik %50'si genomun kanserle iliskili bdlgelerinden, frajil

bolgelerinden, malignitelerde yer degistiren veya ¢ogaltilan bolgelerinden
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kodlanmaktadir (Calin ve ark. 2004). Diger bir neden, Drosha ve Dicer gibi miRNA'nin
biyosentezinde yer alan enzimlerin fonksiyonundaki varyasyonlardir (Catto ve ark.
2009). Mesane ve yumurtalik kanserlerinde bu enzimlerin seviyelerinde bir azalma
bildirilirken, mide ve servikal yassi epitel hiicreli neoplazmlarda yiiksek seviyelerine
rastlanmaktadir. Son olarak, kanserde miRNA ekspresyonlarindaki diizensizlige, pri-
miRNA'nin transkripsiyonel hatalar1 da neden olabilir (Calin ve ark. 2004, Catto ve ark.
2009, Lin ve Gregory 2015, Condrat ve ark. 2020).

2.15.1. Meme kanserinde miRNA'lar

Meme kanseri, kadinlar1 en sik etkileyen neoplazmdir ve diinya ¢apinda 6nemli bir
mortalite nedenidir (Tao ve ark. 2015). ER, PR, HER2 reseptorleri gibi ¢esitli hormon
reseptorlerinin varligina ve/veya yokluguna bagli olarak, hastalik en agresif olan alt
tiplerde smiflandirilabilir (Dai ve ark. 2015). Son zamanlarda, teshis siirecini ve
tedaviyi gelistirebilecek miRNA biyobelirteglerini bulmak i¢in ¢aba sarf edilmistir.
Aragtirilan diger malignitelerde oldugu gibi, miRNA'larin meme kanseri hiicreleri
tizerinde tlimorojenik veya baskilayici etkileri olabilir (O’Bryan ve ark. 2017). Hangi
miRNA'larin meme malignitesine dahil oldugunu ve hangi rolii oynadiklarini bilmek,
sadece hastaligin teshisinde ve hastalarin risk gruplarmmin  dogru sekilde
simiflandirilmasinda  yardimct olmaz, ayn1 zamanda yeni terapdtik ajanlarin

gelistirilmesine de yardimci olabilir.

miRNA ekspresyonu i¢in profillenen ilk kati tiimorlerden biri 2005 yilinda meme
kanseri olmustur. Gergekten, tiimor ve normal dokular1 %100 dogrulukla ayirt edebilen
13 miRNA'nin tanimlanmasi, lorio ve arkadaglari tarafindan gerceklestirilmis ve meme
karsinomunun ilk miRNA imza 6zelligini bu arastiricilar tanimlamigtir (Iorio ve ark.
2005). Farkli seviyelerde eksprese edilen en Onemli miRNA'larin bazilari, ilk
kesiflerinden bu yana kapsamli bir sekilde incelenmis ve meme kanseri biyolojisinde
Oonemli bir rol ortaya koymustur. Meme karsinomunda asir1 eksprese edilen miR-21;
PTEN, Programmed Cell Death 4 (PDCD4) ve Tropomyosin 1 (TPM1) tiiméor
baskilayici genlerini dogrudan hedef alan, hiicre sagkalimina ve ¢ogalmasina aracilik
ettigi belirlenen bir miRNA'dir (Yan ve ark. 2008). Gebelikle iliskili meme kanseri

(PABC); ileri klinik evre, lenf nodu metastazi ve kotii prognoz ile iliskilendirilmistir
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(Walter ve ark. 2011). miR-21, yumurtalik kanserinde sirkiile veya eksozomlarda
serbestce bulunan dolagimdaki miRNA olarak da tespit edilmistir (Yan ve ark. 2008).
Ota ve arkadaglari, meme kanseri hastalarinin kemik iliginde artmis miR-21
ekspresyonunu belirlemisler, miR-21 ve hedefi PDCD4 seviyesinin prognostik bir
degere sahip oldugunu ifade etmislerdir (Ota ve ark. 2011). Ayrica, agiklanan ilk kanser
miRNA'larindan biri olan miR-21'in, glioblastom, yumurtalik, akciger gibi diger
malignitelerde de asir1 eksprese edildigi saptanmistir. Kolorektal kanserde, pankreas
endokrin ve ekzokrin tiimoriinde, miR-21'in asir1 ekspresyonunun ayrica kotii sagkalim
ve kot terapotik sonug ile iliskili oldugu belirlenmistir (Schetter ve ark. 2008).
Tersine, asag1 regiile edilmis miRNA'lar, miR-125a ve b, tirozin kinaz reseptorleri
HER2 ve HER3'ii hedefler (Volinia ve ark. 2006). Baslangigta C. elegans'da bulunan
timor baskilayict bir miRNA olan let-7, akciger kanseri hiicrelerinde RAS, High
Mobility Group AT-Hook 2 (HMGAZ2) ve MYC Proto-Oncogene (MYC)'i hedef alan
ve meme kanseri hiicrelerinin kendini yenilemesinin ve timoér olusumunun yeni bir
diizenleyicisi olarak tanimlanan bir miRNA'dir (Yu ve ark. 2007). Ayrica let-7 miRNA
ailesinin asir1 ekspresyonu, meme ve akciger kanseri fare modellerinde timor

gelisimini baskilayabilmektedir (Yu ve ark. 2007).

Meme kanserinde hastalifin derecesi ve evresi, vaskiiler invazyon, proliferasyon
indeksi ve hormon reseptorlerinin ekspresyonu gibi spesifik biyopatolojik 6zelliklere
gore farkli diizeyde eksprese edilen miRNA'lar belirlenebilmektedir (lorio ve ark.
2005). Torio ve ark. c¢alismalarinda, ER(-) meme kanserli hastalar ile
karsilastirildiginda, ER(+)'lerde miR-191 ve miR-26 en belirgin olarak asir1 seviyede
eksprese edilmis ve miR-206 anlamli diizeyde asagi modiile edilmistir. miR-206'nin
dogrudan ERa'y1 hedefledigi de baska bir grup tarafindan gosterilmistir (lorio ve ark.
2005). Foekens ve ark. son yillarda, ER(+) luminal tip ile dnemli dl¢iide iliskili olan ve
ozellikle meme kanseri agresifligi ile ilgili dort miRNA'y1 tanimlayan bir miRNA alt
kiimesini tanimlamiglardir (Foekens ve ark. 2008). lorio ve ark. miR-221 ve miR-
222'nin, reseptoric dogrudan hedefleyebilen ERo ile olumsuz bir geri bildirim
diizenlemesinde yer aldigin1 gostermislerdir (Zhao ve ark. 2008, lorio ve ark. 2011) bu
da iki miRNA'nin promotdr sekanslari {izerindeki duyarli elementlere dogrudan

baglanarak transkripsiyonu bastirdigini gostermektedir (Zhao ve ark. 2008). Ayrica
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diger gruplar, miR-221 ve miR-222'nin asir1 ekspresyonunun, tamoksifen ve fulvestran
gibi anti-ostrojenik tedavilere kars1 direngten sorumlu oldugunu bildirmislerdir (Zhao
ve ark. 2008, Rao ve ark. 2011).

miRNA'larin sadece hiicre dongiisi ve ¢ogalmada yer alan sinyal yolaklarini
diizenleyerek primer timor biiylimesini kontrol etmede degil, ayn1 zamanda migrasyon,
invazyon ve mikrogevre ile etkilesimin modiile edilmesinde de belirleyici rolleri oldugu
gosterilmistir. Daha agresif bir fenotip ve metastatik siirecin baslangicini tesvik etme
ile ilgili mekanizmalarin temsilinde metastatik miRNA'lar ortaya ¢ikmustir. Bu anlamda
meme kanserinde en ¢ok arastiritlan miRNA'lardan biri, normal O6rneklerle
karsilastirildiginda malign dokularda diisiik regiile olduguna inanilan miR-10b'dir
(lorio ve ark. 2005). Bununla birlikte, daha sonraki arastirmalar aslinda ilgili
MIRNAnin asir1 eksprese edildigini, ancak bunun sadece metastatik hastalikta
oldugunu kanitlamistir (Ma ve ark. 2007). Metastatik olmayan hastalikta, ilgili
mIiRNA'nin ekspresyonu bilinen bir onkogen olan Ras Homolog Family Member C
(RHOC) ekspresyonunu arttirarak hiicre invazyonunu ve metastazini indiiklemistir (Ma
ve ark. 2007). Ayrica saptanan miR-10b miktari, hastaligin ilerlemesi ile pozitif
korelasyon gostermistir (Ma ve ark. 2007). ER(-) meme kanserinde miR-10b
ekspresyon seviyeleri yiiksek tespit edilmistir bu da kotii hastalik sonucu ile iliskilidir
(lorio ve ark. 2005).

Bununla birlikte, miR-10b'nin yiiksek ekspresyonu ile miR-126 ve miR-335'in
ekspresyon kaybi, meme kanseri metastazinin gelisimiyle nedensel olarak baglantilidir
(Ma ve ark. 2007). Ayrica miR-10b, EMT gecisini indiikledigi bilinen bir
transkripsiyon faktdrii olan TWIST1'in &nemli bir asag1 akis efektoriidiir (Ma ve ark.
2007). miR-335 ise, yakin zamanda meme kanseri metastazinda silinmis veya
epigenetik olarak susturulmustur (Png ve ark. 2011). Bir digeri miR-126'da,
embriyogenez ve dogum sonrasi neo-anjiyogenez sirasinda endotel fonksiyonu igin
gereklidir (Fish ve ark. 2008) ve Sprouty Related EVH1 Domain Containing 1
(SPREDI) anjiyogenik sinyalinin hiicre i¢i inhibitoriinii hedefleyerek, Vascular
Endothelial Growth Factor A (VEGF) veya Fibroblast Growth Factor Beta (FGFp)'ye
duyarlilig1 diizenler. Ayrica miR17~92 kiimesi, klasik bir anti-anjiyojenik molekiil olan

TSP1'i asagi regiile ederek anjiyojenik yanit1 kolaylastirmakla iliskilendirilmistir (Dews
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ve ark. 2006). Son zamanlarda yapilan bir arastirma, meme kanseri dahil olmak tizere
sayisiz malignitede rol oynadigi bilinen miR-196a'nin meme kanserinde prognostik bir
biyobelirte¢ olabilitesi ile ilgilidir (Milevskiy ve ark. 2019). miR-196a'nin malign
tiimorlerin olusumunda rol oynayan iki mekanizma olan anjiyogenezi ve apoptozu
degistirdigi bulunmustur (Milevskiy ve ark. 2019). Ayrica ilaca direngli ER(+) meme
kanserinde yiiksek miR-196a seviyeleri saptanmis ve bu sonucun ise, ilerlemis ve
menopoz sonrasi hastalik i¢in gegerli bir prognostik ara¢ gibi goriindiigii belirlenmistir

(Milevskiy ve ark. 2019).

Bagka bir hastalik biyobelirteci, 6zellikle kotli prognozla alakali {iclii negatif meme
kanserinde tespit edilen miR-4417"dir (Wong ve ark. 2019). Kromozom 1p36 {izerinde
bulunan miR-4417'nin, TNBC'de, hiicrelerin malign asamaya gecisi ile eszamanli
olarak diisiik regiile oldugu bulunmus; bunun da, hastaligin isleyisi i¢in kotii prognoz
ile baglantili oldugu goriilmiistiir (Wong ve ark. 2019). Ayrica, in vitroda asir1 eksprese
edildiginde, miR-4417nin TNBC hiicrelerinin migrasyonu ve tliimdrijenik rollerini
inhibe ettigi ve gelecekteki tedavi ajanlarindan biri olma olasiligini arttirdigt

gozlenmistir (Wong ve ark. 2019).

Ote yandan miRNA'lar ve ilag direnci arasindaki iliski son zamanlarda kapsamli bir
sekilde arastirllmaktadir. Gergeklestirilen bir ¢alismada, i¢inde dosetaksel, paklitaksel,
tivantinib ve veliparib olan 34 ilag ile iligskili 36 meme kanseri hiicre hattinda eksprese
olan 411 miRNA belirlenmistir (Uhr ve ark. 2019). miR-187-5p ve miR-106a-3p'nin
hem dosetaksel hem de paklitaksele karsi ilag direncinin gostergesi oldugunu ve miR-
556-5p'nin sadece paklitaksele duyarlilikla iliskili oldugu bulunmustur (Uhr ve ark.
2019). let-7d-5p ve miR-18a-5p tivantinib'e, let-7a-5p bortezonib'e, miR-135a-3p JNJ-
707'ye ve miR-185-3p panabinostat'a gibi diger ¢esitli miRNA'lar da, ilag hassasiyeti
ile iliskilendirilmistir (Uhr ve ark. 2019). ila¢ direnci ile ilgili olarak bulunan diger
miRNA'lar; miR-637 ile tivantinib, miR-182-5p ile valiparib ve miR-629-5p ile
tipifarnib'tir (Uhr ve ark. 2019).

Bunlardan baska, tiimdr mikrogevresinde spesifik miRNA'larin indiiklendigi bir bagka
mekanizma hipoksidir. Ozellikle miR-210, olumsuz bir prognostik belirteci temsil eden
HIF-lo ile indiiklenir (Camps ve ark. 2008). lorio ve ark. (2011), o6zellikle meme
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kanseri biyolojisinde miR-205 tutulumu iizerine odaklanmistir (lorio ve ark. 2011).
Onceki galismalar, miR-205'in insan meme kanserinde ekspresyon seviyesinin diisiik
oldugunu ve vaskiiler invazyonun yoklugu ile iliskili oldugunu goéstermistir, ancak
yumurtalik kanseri gibi diger timor tiplerinde ise yukari regiile edildigi gosterilmistir
(lorio ve ark. 2009). Yakin zamanda miR-205'in, dogrudan HER3 reseptoriinii
hedefleyerek ve boylece akis asagi araci Akt'yi inhibe ederek HER reseptor ailesi ile
iliskili sagkalim yoluna miidahale edebildigi gosterilmistir (lorio ve ark. 2009). Ek
olarak, diger calismalar miR-205'in, ZEB1 ve ZEB2 transkripsiyon faktorlerini
hedefleyen, metastaz siirecinin erken bir asamast olan EMT’in negatif bir regiilatorii
oldugunu ve miR-205 ekspresyonunun mezenkimal meme kanseri hiicre hatlarinda ve
ticlii negatif meme kanserinde kayboldugunu gostermektedir (Wu ve ark. 2009). Ayrica
miR-205, invazyon ve metastaz siirecinde anahtar rol oynayan bir faktor olan VEGF-
A'y1 da hedef almaktadir (Wu ve ark. 2009). Yapilan bir ¢caligmada, miR-205'in, Gglii
negatif meme kanseri hiicre hatlarinda diisiik eksprese edildigi ve bu sonucun sadece
hiicre ¢ogalmasini, hiicre dongiisii ilerlemesini ve klonojenik potansiyeli in vitro
azaltmakla kalmayip ayn1 zamanda in vivo tiimor biiylimesini de azaltmasi ile iligkili

oldugu ortaya konmustur (lorio ve ark. 2011).

2.15.2. Meme kanserinde bilinen tiimor baskilayict miRNA'lar

Tiimor baskilayict miRNA'lar ¢esitli onkogenlerin mRNA'larin1 hedefler ve bunlarin
diizensizligi karsinogenezde kritiktir (Lee ve ark. 2004). Meme kanserinde en sik
karsilasilan tiimor baskilayict miRNA'lar Cizelge 2.3'de verilmistir. Let-7 miRNA
ailesi ilk tespit edilen tiimor baskilayict miRNA'lardandir. Bu miRNA ailesi 12 iiye
icerir (Yu ve ark. 2007). Cesitli calismalar, let-7 ailesi liyelerinin ekspresyonunun,
saglikli dokulara kiyasla malign meme hiicrelerinde asag: regiile edildigini gostermistir
(Yu ve ark. 2007 Cunningham ve ark. 2010). Onkogenler RAS ve HMGAZ2, let-7'nin
dogrudan hedefleri olarak bulunmustur (Yu ve ark. 2007). Let-7'nin artan ekspresyonu,
MKKH'ler tarafindan hiicre ¢ogalmasini, mamosfer olusumunu ve ayrica in vivo
metastazi azaltir (Yu ve ark. 2007). Baska bir ¢alisma, let-7amin  C-C Motif
Chemokine Receptor 7 (CCR7) geninin UTR bdélgesine dogrudan baglandigini ortaya
koymustur. CCR7 ve ligandi C-C ~ Motif Chemokine Ligand 21 (CCL21)'in
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sinyalizasyonunun kanser ilerlemesi ve metastazinda anahtar rol oynadig1 gosterilmistir

(Cunningham ve ark. 2010).

Cizelge 2.3. Meme kanserinde baslica tiimor baskilayict miRNA'lar, hedefleri ve
fonksiyonlari

miRNA Hedef mMRNA Fonksiyon
Let-7 RAS, HMGA2 Cogalma ve metastazi inhibe etmek
miR-15a/16 HER2 Cogalmayi inhibe etmek
miR-31 RHOA, ITGA5, RDX 1nvazy0n ve metastazi inhibe etmek
Migrasyon, invazyon ve metastazi
miR-34a BCL-2 inhibe etmek
miR-103/107 CDK5 Migrasyonu inhibe etmek
BAK1, ERA, HER2, CRAF, C(Cogalma ve invazyonu inhibe
miR-125a/b RTKN, MUC1, SIKLIN J etmek
miR-200 ailesi ZEB1, ZEB2 EMT ve metastazi inhibe etmek
Cogalma, EMT ve metastazi inhibe
miR-205 ZEB, ZEB3, HER3 etmek
Invazyon ve anjiyogenezi inhibe
miR-206 SIKLIN D2 etmek
miR-335 SOX4, TNC Invazyon ve metastazi inhibe etmek
miR-3 HER2 Cogalmayi inhibe etmek
miR-519¢c HIF-1a Anjiyogenezi inhibe etmek

Bir¢ok meme kanseri hiicre hattinda ve meme kanseri hasta 6rneklerinde, miR-125a ve
mMiR-125b ekspresyon seviyelerinin biiyiikk Olgiide asagi regiilasyon gosterdigi
bulunmustur. miR-125b dogrudan ETS'yi, HER2 ve HER3'U hedefler ve bir tiimor
baskilayict miRNA olarak islev goriir (Zhang ve ark. 2011). Ayrica, HER2 reseptoriinii
asirt eksprese eden hiicrelerde hem miR-125a hem de miR-125b'nin asagi regiile
edildigi gosterilmistir. miR-125'in SKBR3 hiicrelerinde ekspresyonu, daha yavas hiicre
biiylimesine ve azalmig invaziviteye yol acan HER2 transkriptlerinin baskilanmasina
yol acar (Scott ve ark. 2007). Son zamanlarda, tiimor olusumundaki rolleri heniiz yeni
ortaya ¢ikan Cyclin J (CCNJ) ve Multiple EGF Like Domains 9 (MEGF9) gibi ¢esitli
onkogenlerin miR-125b'nin dogrudan hedefleri oldugu bulunmustur (Feliciano ve ark.
2013).

Meme kanserinde siklikla asagi regiile edilen baska bir tiimor baskilayici miRNA,
EMT ve metastazin negatif regiilatorii oldugu diisiinilen miR-205'dir (lorio ve ark.
2005). miR-200 ailesi tiyeleri gibi miR-205'de, hiicrelerin EMT ge¢isini 6nlemek igin
ZEB1 ve ZEB2'yi hedefler. miR-200 ve miR-205 benzer islevsellige sahip olsa da,
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ekspresyon seviyeleri normal meme bezi ve MKKH'de farklilik gostermektedir. miR-
205 ekspresyonunun yiiksek oldugu bulunurken, normal meme bezi kok hiicrelerinde
ve MKKH'de miR-200 ailesi tiyelerinin ekspresyonu azalmistir (lorio ve ark. 2005). Bu
sonug, MiR-205'in meme kanserinde benzersiz islevselligini gostermektedir. miR-335,
meme kanseri hiicrelerinde tiimor baskilayict miRNA olarak islev goriir ¢linkii
ekspresyonu migrasyon, invazyon ve metastazi baskilamistir (Png ve ark. 2011). Ayni
zamanda miR-335'in transkripsiyon faktorii SOX4 ve matris proteini TNC'yi
hedefledigi bulunmustur (Png ve ark. 2011). Hem SOX4 hem de TNC'nin son
zamanlarda pankreas ve karaciger kanserlerinde metastazi arttirdigi da kesfedilmistir.
Ayrica son zamanlarda miR-31 miRNA'sinin meme kanseri metastatik yolunda yer alan
RHOA, ITGAS5 gibi ¢oklu genleri hedefledigi ortaya ¢ikmistir. miR-31 asir1 eksprese
edildiginde ii¢ hedef genin de ekspresyonu azalir ve hiicreler daha az invaziv ve
metastatik hale gelir. Ayn1 zamanda MDA-MB-231 ve SUM-159 hiicre hatlarinda miR-
31'in ektopik ekspresyonu goriilmistiir (Augoff ve ark. 2011). miR-519¢'nin anti-timor
aktivitesi, anjiyogenezi diizenleme yetenegine dayanmaktadir. Bir ¢alismada miR-519c,
VEGEF, Interldkin 8 (IL-8) ve bazik fibroblast biiyiime faktoriinii (0FGF) aktive ederek
anjiyogenezi diizenleyen Hypoxia Inducible Factor 1 Subunit Alpha (HIF-lo)'y1
dogrudan hedeflemistir. MiR-519¢'nin ektopik ekspresyonu, ¢iplak bir fare modelinde
HIF-lo'y1 ve anjiyogenezi azaltmistir (Cha ve ark. 2010). Ayrica, miR-519a/b/c
ekspresyonu, saglikli Orneklere kiyasla yumurtalik, bobrek ve akciger timor

orneklerinde azalmaktadir (Cha ve ark. 2010).
2.15.3. Meme kanserinde bilinen onkogenik miRNA'lar

miRNA'lar, ¢esitli insan kanser tiirlerinde timor baskilayict mRNA'lar
kararsizlagtirarak veya bozarak onkogenezi tesvik eder (Tang ve ark. 2012).
Onkogenezi velveya metastazi etkileyen miRNA'lar onkogenik miRNA'lar olarak
simiflandirilir. Meme kanserinde bu tiir onkogenik potansiyele sahip bircok miRNA
tamimlanmistir. Onkogenik miRNA'lar hiicre gogalmasini, tiimér olusumunu ve/veya
metastazini tesvik ederek, anjiyogenezi veya epigenetik degisiklikleri indiikleyerek
onkogenik potansiyellerini sergilerler (Tang ve ark. 2012, Zhang ve ark. 2013). Cizelge
2.4, meme kanserinde en yaygin deregiilasyona sahip onkogenik miRNA'larin

bazilarini 6zetlemektedir.
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Cizelge 2.4. Meme kanserinde baslica onkogenik miRNA'lar, hedefleri ve

fonksiyonlar1

miRNA Hedef mRNA Fonksiyon

MiR-7 HOXB3 Tii.mér baskllayl(.zl.genlerln

epigenet k modifikasyonu

miR-9 SOX5, E-KADERIN Metastazi indiiklemek

miR-10b HOX10, ROC1, Cogalma, metastaz ve
ZEB1, PIK3CA anjiyogenezi tegvik etmek

miR-21 PTEN, PCDC4, TPML1, Cogalma, tiimdr biiylimesi ve
TIMP3 metastazi tegvik etmek

. IGFBP2, MERK, . . .
miR-126 PITPNC Anjiyogenezi tesvik etmek
. TP53INP, SOX1, . .

miR-155 FOXO, RHO Cogalmayi tesvik etmek

miR-1 ROC1 T{imor biiyiimesini tesvik etmek

miR-196a XAl Anjiyogenezi tesvik etmek

miR-196b HOXD10 Anjiyogenezi tesvik etmek

miR-221/miR-222 P27KIP, p57, TR1, PTEN  Metastaz1 indiiklemek

miR-37 CD44 Metastaz1 indiiklemek

MiR-375 RASD1 Ti’n_nér baskﬂaqu genl ri

pigenet k modifikasyonu
miR-520c CD4 Metastaz1 indiiklemek

miR-10b'nin  meme kanseri hiicrelerinde yukar1 regiile oldugu ve artan hiicre
migrasyonu ve metastazi ile iligkili oldugu gosterilmistir (Zhang ve ark. 2013). miR-
10b'nin asir1 ekspresyonu, Homeobox D10 (HOXD10) mRNA'sin1 deregiile eder, bu
da ¢ogalma ve metastazi arttirdigi bilinen RHOC ekspresyonunun artmasina neden olur
(Ma ve ark. 2007). Birkag¢ ¢alisma, miR-155'in onkogenik bir miRNA oldugunu ileri
stirerek, yukar1 regililasyonunun meme kanseri hiicrelerinde tiimor baskilayici genlerin
inhibisyonu ile sonuglandigini gostermistir (Zhang ve ark. 2013). miR-155, hem in
vitro hem in vivo da, SOX1 protein ekspresyonunu baskilamasi yoluyla onkogenik
yetenegini sergiler (Jiang ve ark. 2010). SOX1'in inhibisyonu, pro-tiimérigenez ile ters
orantilidir. miR-155 ayrica meme kanserinde timdr baskilayici bir gen olan Forkhead
Box O3 Alfa (FOXO3a) ekspresyonunu bastirir (Jiang ve ark. 2010). Benzer sekilde
mMiR-21'in meme kanseri hiicrelerinde yukar1 regiile edildigi ve ayrica onkogenik
miRNA olarak kabul edildigi gosterilmistir. Simdiye kadar yapilan arastirmalar, miR-
21'in TIMP3, PDCD4 ve TPM1 gibi ¢esitli timor baskilayici proteinlerin
ekspresyonunu inhibe ettigini gostermistir (Qi ve ark. 2009, Qian ve ark. 2009).

[laveten, miR-203'{in meme kanseri hiicrelerinde SOX3 ekspresyonunu inhibe ettigi
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gosterilmistir (Ru ve ark. 2011). miR-203"{in inhibisyonu, p53, Bax ve p21 dahil olmak
tizere gesitli tiimor baskilayici proteinlerin aktivasyonuna yol agmaktadir (Ru ve ark.
2011). miR-9, miR-221, 222, miR-373 ve miR-520c gibi onkogenik miRNA'larin
meme kanserinde metastazi arttirdigi bilinmektedir (Yang ve ark. 2009). miR-520c ve
miR-373"in, CD44 ekspresyonunu hedefleyerek hem in vitro hem de in vivo migrasyon
ve invazyonu arttirdigl gosterilmistir (Yang ve ark. 2009). miR-221 ve 222, TRPS1'i
hedefleyerek metastaz1 indiiklemektedir (Miller ve ark. 2008). miR-9'un, CDHL'i
metastazi tesvik etmesi i¢in hedefleyerek, meme kanserinde 6nemli 6l¢iide yukari
regilile oldugu gosterilmistir (Ma ve ark. 2010). Bundan baska bir ¢alismada, miR-
632'nin HSP40 ailesi tiyesi DNAJB6'y1 asag1 dogru diizenleyerek meme kanserinde

metastazi uyardigini géstermistir (Mitra ve ark. 2012).

Birka¢ onkogenik miRNA'nin da anjiyogenezi diizensizlestirdigi bilinmektedir. miR-
126 ekspresyonunun birgok meme kanseri hiicresinde yukari regiile oldugu goriilmiistir
(Tang ve ark. 2012). Son ¢alismalar, miR-126'nin; IGFBP-2, MERTK ve PITPNC1'in
protein sentezini inhibe ederek anjiyogenezi etkiledigini gostermektedir. miR-10b ve
miR-196b'nin ayrica HOXD10 yoluyla VEGF'yi hedefleyen anjiyogenezi diizenledigi
gosterilmistir (Li ve ark. 2012). Bazt miRNA'larin epigenetik degisiklikleri etkileyerek
tiimor baskilayici genleri inhibe ettigi bilinmektedir. MDA-MB-231 ve MCF-7 meme
kanseri hiicre hatlarinda miR-7 ve miR-218'in, HOXB3'i hedefleyerek histon
modifikasyonunu ve DNA metilasyonunu etkiledigi saptanmigtir. Bu da, RASSF1A ve
CLDNS6 ekspresyonunun inhibisyonu ile sonuglanmaktadir (Li ve ark. 2012).

2.16. miRNA'lar ve Kanser Kok Hiicreleri

Yaklasik on yil 6nce, kok benzeri 6zelliklere sahip kiiciik bir kanser hiicresi alt
kiimesinin timor gelisiminde anahtar faktor olabilecegi ve ¢esitli kanser tiirlerinde
metastaz olusturabilecegi One siriilmistir (Magee ve ark. 2012). KKH'eri
kemoterapiye direng gelistirmedeki rolii nedeniyle daha fazla ilgi gérmiistiir (Magee ve
ark. 2012). Meme Kkanserinde (CD44*/CD24 /Lin /9%%) veya yiiksek ALDHI
ekspresyonu MKKH'lerinin tipik 6zellikleridir. Son aragtirmalar MKKH'lerde spesifik
miRNA'larin ekspresyon profilinin normal meme hiicrelerine gore farkli oldugunu

gostermistir (Yu ve ark. 2007). miRNA'larin diizensizligi, MKKH'lerin kendini
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yenilemesine ve kanser ilerlemesine katkida bulunabilir (Yu ve ark. 2007).
2.17. miRNA'lar ve Meme Kanseri Kok Hiicreleri

Son ¢alismalar, meme kanseri gelisiminin esas olarak, hiicrelerin bir alt popiilasyonu
olan MKKH'ler tarafindan yonlendirildigini gostermektedir. Bu hiicre alt popiilasyonu
kendi kendini yenileme, farklilagsma, timor olusumu, metastaz ve hatta tedaviye direng
gosterebilir (Das ve ark. 2019). Hiicre migrasyonunu, farklilagsmasini ve ¢ogalmasini
kontrol etmek icin CD44, CD133 gibi yiizey belirteglerini ve kemoterapotik ilaglara
kars1 hiicresel direnci saglayan ABCG2 gibi ilag tasiyict proteinleri eksprese etme,
oksidatif stresi azaltmak icin detoksifiye edici enzim ALDHL1 aktivitesi gosterme ve
terapotik hasarlardan hemen sonra DNA onarim mekanizmasinda aktive olma gibi
farkli genotipik-fenotipik oOzellikler gosterirler ve bu oOzellikler onlar1 kemo-
radyoterapilere duyarsiz kilar (Nakanishi ve ark. 2012, Charafe-Jauffret ve ark. 2013).
Ayrica, MKKH sayisinin geleneksel tedavilerle, tedaviden sonra azalmak yerine arttigi
ve bunun da meme kanserinin niiksetmesine neden oldugu gosterilmistir (Li ve ark.
2008). ilaveten, birka¢ meme kanseri alt tipinin varhg, ornegin, ER(+), PR(+),
HER2(+) ve tglii negatif alt tipleri, meme kanserine kars1 spesifik bir tedavi planlamayi
zorlagtirir. Bu alt tipler arasinda {iclii negatif, meme kanserinin en agresif seklidir ve
spesifik reseptorleri hedef alan spesifik hormonal tedavilerin hedeflerinden yoksundur
(Das ve ark. 2019). MKKH'er tiim meme kanseri alt tiplerinde 6nemli roller
oynamaktadir ve bu nedenle meme kanseri riskini ortadan kaldirmak veya en azindan

tehdidini en aza indirmek i¢in MKKH'leri hedeflemek biiyiik 6nem tagimaktadir.

miRNA'lar, KKH'lerin olusumu ile giiclii bir sekilde iliskilidir ve bu nedenle meme
kanserleri de dahil olmak iizere ¢esitli tiimor tiplerinin gelisiminde yer alirlar (Das ve
ark. 2020). Ornegin, miRNA fonksiyonunun hem kaybinin hem de kazaniminm, cesitli
hedef genlerin yukari regiilasyonu veya asagi regiilasyonu ile meme kanseri gelisimini
kolaylastirdig1 kaydedilmistir (Zhang ve ark. 2007, Wang ve ark. 2010). Potansiyel
onkogenik ve anti-onkogenik proteinlerin ekspresyonundaki degisiklikler, belirli bir
kanserle iligkili miRNA'larin ekspresyonunun degismesinden kaynaklanmis olabilir, bu
da miRNA'larin meme kanserinde yararli terapdtik hedefler oldugunu

diisindiirmektedir (Takahashi ve ark. 2015).

o1



miRNA'larin  diizensizligi, MKKH'lerin olusumuna yol agar ve meme kanseri
patogenezinde ve ilerlemesinde hayati bir rol oynayabilir (Vahidian ve ark. 2019, Das
ve ark. 2020). Bu nedenle, miRNA'lar ve MKKH'ler arasindaki iliski, mevcut meme
kanseri arastirmalarinda yogun bir sekilde incelenen bir konu haline gelmistir. miR-21,
miR-22, miR-140 ve miR-221/222 gibi miRNA'larin ekspresyonunun MKKH iiretimi
ile pozitif iligkili oldugu gosterilmistir (Shimono ve ark. 2015, Takahashi ve ark. 2015).
Ayrica miRNA'larin, MKKH'lerin kendi kendini yenileme ve farklilasmasi ile iliskili
sinyal kaskadinda 6nemli bir rol oynadigi saptanmistir (Shimono ve ark. 2015,
Takahashi ve ark. 2015). Ek olarak miRNA'lar, CD44, CDI133 ve hiicre i¢i enzim
ALDHI1 aktivitesi gibi yiizey markerlerini hedefleyerek MKKH ¢ogalmasini zayiflatir
(Shimono ve ark. 2015). Ayrica, miRNA'lar MKKH olusum siirecini kontrol etmek
icin, kok hiicre ile iliskili KLF4, EZH2 ve BMI1 vb. genleri hedefler (Shimono ve ark.
2015, Das ve ark. 2020). Genel olarak miRNA'lar, hiicresel davraniglarda yer alan
hedef genlerin ekspresyonunu diizenleyerek MKKH olusumunda, ¢ogalmasinda ve
farklilasmasinda kritik roller oynarlar. Bu nedenle miRNA'lar, hedeflerinin
ekspresyonunu modiile ederek MKKH'lerin kendini yenileme, ¢ogalma, farklilagsma ve

terapi direncini etkileyebilir.

2.17.1. Meme Kkanseri kok hiicrelerinin fenotipik belirteclerini diizenleyen

miRNA'lar

CD44, CD24, CD133, EpCAM, CD49F, ALDHI ve ABCG2 gibi belirteglerin
ekspresyonu, MKKH'lerin fenotipik bir o6zelligidir; bu nedenle MKKH'lerin
tanimlanmasi ve izolasyonlari i¢in kullanilabilirler (Ginestier ve ark. 2007, Collina ve
ark. 2015). Bu belirtecler; hiicresel adezyon, ¢ogalma, farklilasma ve sagkalim gibi
bir¢ok hiicresel fonksiyonda yer alirlar (Ginestier ve ark. 2007). miRNA'lar, MKKH
olusumundaki roliinii daha agik bir sekilde ortaya koyan MKKH belirteglerinin
ekspresyonu ile gii¢lii bir sekilde iliskilidir (Pham ve ark. 2011) MKKH'lerin fenotipik
belirteglerini hedefleyen miRNA'lar Cizelge 2.5'de verilmistir.
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Cizelge 2.5. Meme kanseri kok hiicrelerinin fenotipik belirteglerini

hedefleyen miRNA'lar

miRNA Hedef (ler)

Hedef mRNA'lar

Fonksiyon

MiR-142- CD44,

3p BRCA2

miR-10b ALDH1, SOX9

miR-146a CD44, ALDH1

miR-27b ABCG1, ABCG2

miR-140-

VEGF-A, MMP-9
5p

miR-373 CD44

miR-

221/ 22 E-KADERIN

miR-495 JAM-A

miR-205 ALDH, CD44

CD133,ALDH1,BOD1,

Bilinmiyor

Dogrudan /fiziksel

Dogrudan /fiziksel

Dog udan
[fiziksel

Dogrudan /fiziksel

Dogrudan /fiziksel

Dolayli/korelasyon

Dogrudan /fiziksel

Bilinmiyor

Kok hiicre belirteclerinin
ekspresyonunu inhibe ederek
meme mamosfer olusumunu
ve MKKH biiyiimesini 6nemli
o6l¢iide azaltir.

ALDHI ve SOX9'u regiile
eder kinvivo MKKH
biiyiimesini engeller.

NOTCH sinyal inhibitorii
NUMB'u inhibe ederek KLF8
ile indiiklenmis MKKH'leri
tegvik eder.

ABCG2'nin ekspresyonunu ve
lokalizasyonunu arttiran
ENPP1'i hedefleyerek
KKH'lerin 6zelliklerini
diizenler.

MMP-9 proteininin asag1
regiilasyonu ile birlikte
VEGF-A ekspresyonunun
baskilanmas1 la MKKH'lerin
hiicresel canliligini, koloni
olusum nu ve invazyon
yetenegini azaltir.

CD44 gen transkriptlerini
hedefler ve daha sonra iki
6nemli EMT indiikleyicisini
HIF-1o ve TWIST1'i aktive
eder.

EMT'yi indiikleyerek MKKH

olusumuna ve tedavi direncine
neden olur.

JAM-A'nin asag1 regiilasyonu
yoluyla MKKH migrasyonunu
tegvik eder.

Kok hiicre belirteglerinin
ekspresyonunu azaltarak
MKKH'lerin meme mamosferi
olusumunu engeller.

Ornegin, miR-142-3p, MKKH'lerin kok hiicre ve radyoterapiye direng 6zelliklerini
etkilemektedir (Troschel ve ark. 2018). miR-142-3p'nin MDA-MB-468, HCC1806 ve
MCF-7 hiicrelerinde, kok hiicre belirtegleri CD44, CD133 ve ALDH1'in ekspresyonunu
diizenledigi ve meme mamosfer olusumunu etkiledigi bildirilmistir (Troschel ve ark.

2018). Diisiik miR-142-3p ekspresyonu, MKKH'lerde CD44*/CD24~, BOD1, OCT4 ve
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KLF4'in asirt ekspresyonu ile iliskilidir. Bununla birlikte, miR-142-3p'nin asirt
ekspresyonu, CD44, CD133, ALDH1, Biorientation Of Chromosomes In Cell Division
1 (BODI) ve BRCA2 ekspresyonu ile in vitro mamosfer olusumu gibi MKKH
ozelliklerinde Onemli bir azalmayla sonu¢lanmistir. Bu nedenle miR-142-3p,
MKKH'lere karsi terapdtik bir ara¢ olarak kullanilma potansiyeline sahip olabilir

(Troschel ve ark. 2018).

Bir bagska miRNA, miR-140, ALDH1'i ve SOX9u in vivo hedefleyerek MKKH
olusumunda hayati bir rol oynayabilir (Li ve ark. 2014). DCIS, kok hiicre benzeri
hiicreler igeren ve malign transformasyona yol agabilecek en erken meme kanseri
formudur. DCIS, kok hiicre benzeri hiicrelerde miR-140 asag1 regiile edilir, bu da esas
olarak SOX9 ve ALDH1 ekspresyonunu azaltarak MKKH olusumunu inhibe eder
(Cizelge 2.5) (Li ve ark. 2014). Mevcut kemoterapiler sadece ER(+) DCIS kok hiicre
benzeri hiicreleri yok edebilir. Ilging bir sekilde, DCIS hiicreleri gibi, DCIS ER- bazal
benzeri meme kanserinde, miR-140'm asir1 ekspresyonu, in vivo tiimor bilyiimesini
azaltan SOX9 ve ALDH1 ekspresyonunun asagi regiilasyonu ile sonuglandigi
gozlenmistir (Li ve ark. 2014). Bu sonuglar, miR-140"in DCIS bazal benzeri hiicrelere

kars1 umut verici bir segenek olabilecegini diisiindiirmektedir.

Aksine miR-146a, CD447/CD24~ ve ALDH(+) ekspresyon seviyelerinde bir artisa
neden olarak MKKH ozelliklerini ortaya ¢ikartmaktadir (Cizelge 2.5) (Wang ve ark.
2013). miR-146a'nin meme kanseri kok hiicrelerinde NOTCH sinyalizasyonunu hem in
vitro hem de in vivo aktive ederek KLF8 kaynakli KKH o&zelliklerini tegvik ettigi
kaydedilmistir (Wang ve ark. 2013). miR-146a, invaziv insan meme kanseri
hiicrelerinde anormal sekilde KLF8 ile birlikte asir1 eksprese edilir (Wang ve ark.
2013). Ek olarak, KLF8'in ektopik ekspresyonunun, miR-146a inhibitorii ile
muameleden sonra MCF-10A hiicrelerinde kok hiicre ozelliklerini indiiklemek igin
yeterli olmadigi bildirilmistir. Bununla birlikte, miR-146anin tek basina asiri
ekspresyonu, MCF-10A hiicrelerinde kok hiicre Ozelliklerini indiikleyebilmektedir
(Wang ve ark. 2013).

miRNA'lar, meme kanserinde kok benzeri hiicreler olarak islev gordiigii bildirilen

timor baglatma kapasitesine sahip hiicrelerin bir alt popiilasyonu olan yan popiilasyon
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hiicrelerinin (SP fraksiyonu) zenginlestirilmesini diizenlerler (Takahashi ve ark. 2015).
Ornegin, miR-27b, ektoniikleotid pirofosfataz/fosfodiesteraz ailesi iiyesi 1'i (ENPP1)
kodlayan geni hedefleyerek SP fraksiyonunun olusumunu diizenler (Cizelge 2.5)
(Takahashi ve ark. 2015). ENPP1, MKKH'erin ilag tasiyicisi ABCG2'nin
ekspresyonunu arttirarak ve hiicre yiizeyi lokalizasyonunu degistirerek SP
fraksiyonunun olusturulmasini tesvik eder (Takahashi ve ark. 2015). ENPP1'in sitozolik
alaninin, ABCG2 ile etkilesimde hayati oldugu bulunmustur. MKKH'lerde, ENPP1
ekspresyonunun stabilizasyonu i¢in miR-27b'nin asagi regiilasyonu gereklidir. Bununla
birlikte, antidiyabetik bir ila¢ olan metformin, miR-27b aracilit ENPP1'in baskilanmasi
ve ABCG?2 ile etkilesimin inhibisyonu yoluyla SP fraksiyonunun olusumunu engeller
(Takahashi ve ark. 2015). Bu nedenle, MKKH'lerin ilag direnci biiyiik bir endise
kaynagi oldugundan, ektopik mMIiR-27b agir1 ekspresyonu yoluyla ABCG2'yi

hedeflemek, meme kanserine kars1 yeni bir tedavinin tasariminda yararli olabilir.

Baska bir miRNA, miR-140-5p, potansiyel olarak yeni bir miRNA-hedefleyici
antikanser terapisi saglamaktadir (Cizelge 2.5). MKKH'lerde Vaskiiler Endotelyal
Biiyime Faktorii A (VEGF-A) ve Matris Metallopeptidaz 9'un (MMP-9) hedeflenmesi,
baska bir MKKH markeri olan CD31'in ekspresyonunu inhibe eder, boylece meme
kanseri hiicrelerinin hem in vivo hem de in vitro invazyon ve anjiyogenezini baskilar
(Chen ve ark. 2015). Uglii negatif meme kanserinden tiiretilen kok hiicrelerde, miR-373
yukari regiile edilir ve MKKH belirteci CD44'li hedefler ve daha sonra iki nemli EMT
indiikleyicisini, HIFlo ve TWIST1'i etkinlestirir (Cizelge 2.5) (Chen ve ark. 2015).
miR-373"in asag1 regiilasyonu, hiicre migrasyonunun inhibisyonuna ve MKKH'lerin
hem in vivo hem de in vitro invazivligine neden olmaktadir (Huang ve ark. 2008). miR-
373'in yukar regiilasyonu, meme kanserli hastalarda kotii hastalik sonucu ile iligkilidir
(Chen ve ark. 2015). Bu nedenle miR-373 aktivasyonu, meme kanserine karsi

potansiyel bir terapotik hedef olarak hizmet edebilir.

Baska bir miRNA grubu, miR-221/222'min de iiglii negatif meme kanserinde yukari
regiile edildigi bildirilmektedir (Cizelge 2.5) (Stinson ve ark. 2011). miR-221"in asir1
ekspresyonu, MKKH'lerde EMT'nin epitelyal bir belirteci olan CDH1'in asagi
regililasyonuna yol agmaktadir (Stinson ve ark. 2011). Hiicrelerin biitiinliigiinii korumak

icin CDH1 ekspresyonu gereklidir; bununla birlikte, CDH1 ekspresyonunun kaybi
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EMT baslangicini uyarir, bu da MKKH'lerin olusumu ile iliskilidir, boylece tedavi
direncine neden olmaktadir (Singh ve ark. 2010). Ek olarak, EMT indiiksiyonu,
Ozellikle tiimor stromal bilesenleri yoluyla meme kanserinde KKH'lerin ortaya
¢ikmasina kismen katkida bulunur (Stinson ve ark. 2011). MCF-10 hiicrelerinde miR-
221'in asir1 ekspresyonu EMT'yi indiikler ve NFkB ve JAK2/sinyal doniistiiriiciiniin
aktivasyonu ve transkripsiyon 3 (STAT3) sinyal yollarinin aktivatorii yoluyla hiicre
migrasyonu ve invazyonunu arttirir (Singh ve ark. 2010). Buna gére miR-221'in
susturulmasi, hiicre dongiisii ilerlemesinin inhibisyonuna, apoptozun indiiklenmesine
ve ¢ogalmanin inhibisyonuna, bununla birlikte CDH1 ekspresyonunun artmasina ve
iiclii negatif meme kanseri dokularinda SNAIL ve SLUG ekspresyonunun azalmasina

yol agmaktadir (Singh ve ark. 2010, Hwang ve ark. 2013).

Tip | transmembran glikoproteini ve hiicre adezyon proteini JAM-A, meme epitel
hiicreleri arasindaki siki baglantilarin  korunmasina katilir ve kanser hiicresi
migrasyonuyla negatif iliskilidir (Cao ve ark. 2014). miR-495'in MCF-7 ve MDAMB-
231 hiicre hatlarinda yukar1 regiile edildigi ve JAM-A'y1 hedefleyerek MKKH'lerin
hareketliligini arttirdigi kaydedilmistir (Cao ve ark. 2014). Hem MCF-7 hem de MDA-
MB-231 hiicre hatlari, invaziv ve kanser kok benzeri hiicreler icerir ve meme kanseri
caligmalarinda ¢ok yaygin olarak kullanilir. miR-495'in asir1 ekspresyonu, daha sonra
meme epitel hiicreleri arasindaki baglantilar1  gevseterek JAM-A'nin  asagi
regiilasyonuna ve MKKH'lerin daha fazla migrasyonuna neden olur (Cizelge 2.5) (Cao
ve ark. 2014).

Tiimiiyle, MKKH'lerin fenotipik belirteglerini spesifik miRNA'lar veya miRNA paneli
yoluyla hedeflemek, bu hiicre popiilasyonunu ortadan kaldirma potansiyeline sahip
olabilir ve bu da klinik ortamlarda daha iyi bir sonug ortaya ¢ikarabilir. Ancak, MKKH
belirteclerini hedeflemek oldukca zordur; Birincisi, bu belirteclerin bazilar1 normal kdk
hiicrelerde ifade edilmektedir ve ikincisi, bir miRNA'nin birkag farkli gen iizerinde
etkili olabilecegi gbz Oniine alindiginda, gesitli yan etkilere yol agabilecek 6zgiilliikten

yoksundurlar.

56



2.18. Meme Kanseri Kok Hiicrelerinde Sinyal Yolaklarim1 Diizenleyen miRNA'lar

Biriken kanitlar miRNA'larin, MKKH kendi kendini yenileme ve tedaviye direng ile
dogrudan iliskili olan sinyal yolaklarindaki hedef genlerin ekspresyonunu diizenleyerek
MKKH'lerde 6nemli rol oynadigini gostermektedir (El ve ark. 2017, Zheng ve ark.
2019). MKKH'lerde WNT/B-KATENIN, NOTCH, HEDGEHOG, STAT3 ve
AKT/ERK1/2 sinyal yollart miRNA'larin ekspresyonu ile diizenlenir (Sekil 2.9)
(Cizelge 2.6).

iR-2 :
le'lgg Wat/- katemﬂ
Ligand »

.....

/ Auti-apoptoz ve an ekspresyon
3 proliferasyon il ilgil Hilcre bisybmest

APTAZ gealer M Hilcre sagkalims

Sekil 2.9. miRNA'larin meme kanseri kok hiicre sinyal yolaklarinin diizenlenmesindeki
rolii (Das ve ark. 2020'den degistirilerek alinmigtir)
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Cizelge 2.6. Meme kanseri kok hiicrelerinde sinyal yolaklarini hedefleyen

miRNA'lar
Sinyal Hedef
mMiRNA ol:‘l mRNA'lar Fonksiyon
yolag ile etkilesim
) o Wnt yolunun devamliliginda lipit ile modifiye
miR-600 Wnt/ﬁ ]?qgrudan/ edilmis Wnt protelinleri iretmek icgin gerekli
katenin fiziksel P TI
olan CD1 enzimini inhibe eder.
. Wnt/B- Dogrudan/ SPIN1'i hedefleyerek MKKH'lerin mamosfer
miR-29b-1-5p X L e AR
katenin fiziksel olusumunu, go¢iinii ve invazivligini engeller.
— Wnt/B- Dogrudan/ Wnt/HIPK1 sinyal eksenini  hedefleyerek
MiR-200¢/141 katenin fiziksel MKKH'lerin timdrijenisitesini arttirir.
. Wnt/B- e .
miR-142-3p katenin Bilinmiyor B-katenin ekspresyonunu azaltir.
_ Wht/p- Dogrudan/ [3..-ka:£e.1.nn antagqnlstl Dkkl'i  bastirarak
miR-31 X - timorijenezl] tesvik eder ve dahallsonra [-
katenin fiziksel .
katenin hedef gen ekspresyonunu arttirir.
) < Frizzled 5 reseptér ekspresyonunun asagi
miR-224 Wnt/ﬁ I?qgrudan/ regiilasyonu ile MKKH'lerin ¢ogalmasimi ve
katenin fiziksel P
gociinii engeller.
. Wnt/B- Dolayly/ APC proteini inhibisyonu ile MKKH'lerin
miR-12 X o .
katenin korelasyon ¢ogalmasini tesvik eder.
Notch 1 reseptoriiniin agagi regiilasyonu ile
. Dogrudan/ MKKH'lerin NK hiicrelerine  duyarliligini
MiR-34 Notch fiziksel arttirir,  MKKH'lerin  paklitaksele  karsi
duyarliligini da indiikler.
Dolavly/ MiR-205'in  susturulmast  EMT'yi  uyarir,
miR-205 Notc Y epitelyal hiicre polaritesini bozar ve kok hiicre
korelasyon o
¢ogalmasini arttirir.
Jagged2 ligand: ile ters iligkilidir. Jagged2'nin
‘o Dolayli/ bozulmas1 KKH 6zelliklerini ve paklitakseli
MiR-200 Noteh korelasyon inhibe ederken miR-200 ekspresyonunu yu(Jar1
regiile eder.
Dolavly/ Notch 1 reseptoriiniin  asirt kspresyonu,
miR-9 Notch Y MKXKH'lerin metastatik davranisini azaltan miR-
korelasyon
9 ekspresyonu tarafindan bastiririr.
MiR-93 STAT3 [_)O_grudan/ 'ST/}T3 genini asag1 regiille ederek MET'"
fiziksel indiikler.
Dogrudan/ invazyon ve metastazt az[ltir ve dogr dan
miR-7 STAT4 o8 onkogen SETDBL'i hedefleyerek EMT'Yi
fiziksel ) -
kismen tersine! I¢evirir.
miR-203 STATS Dolayly/ pSTAT3 iin yukari .regulasyonu ile MKKH
korelasyon proliferasyonunu tesvik eder.
miR-21 TGF-p ]?o_grudan/ MKKH Ierl.n HIF-1a [Jkspresyonunu ve hiicre
fiziksel go¢iinil ve invazyonunu arttirir.
. i i Dogrudan/ SMADT'Yi hedefleyerek EMT ve timor
miR 1060-25 TGF-p fiziksel baglatma 6zelliklerini tegvik eder.
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Cizelge 2.6. Meme kanseri kok hiicrelerinde sinyal yolaklarini hedefleyen
miRNA'lar (devam)

miR-10b P13K/AKT Dogrudan / PTEN kontroliinii engelleyerek kendi

fiziksel kendini yenilemeyi tesvik eder.
MiR-221/222 P13K/AKT I?qgrudan / PTEN' inhibe ederek MKKH olugumunu
fiziksel arttirir.

MKKH'lerin agresif fenotipini tersine
Dogrudan / cevirmek icin Akt sinyalleme yolunun
miR-99a P13K/AKT asag1 akig faktoriinii (rapamisin kinaz) ve
fiz ksel asag1 akis agag1 genini (HIF-1a alt
birimi) he efler.
MKKH'lerde XIAP aracili  poptozu

miR-489 Apoptozis E;E}ég /on indiikler ve sonug olarak MKKH'leri 5-
Y florourasile daha duyarli hale getirir.
Anti-apoptotik protein BimL eksprese
ederek meme kanseri hiicrelerinin
miR-24 Apoptozis Dogrudan / stemness Ozelligini artirir.

fi iksel Nanog, Oct3/4 ve Vimentin dahil olmak
tizere kok hiicre ile iliskili genlerin
ekspresyonunu arttirir.
Dolayli / Kaspaz 3 ve 9' u aktive eder, HDACi
korelasyon aracili apoptoza katilir.
TRAIL kaynakli ap[ptozu tesvik eder.
Dogrudan / HAX-1 geninin asagi regiilasyonu ile
fiziksel apoptozu indiikler, sisplatin ve
doksorubisinin _tkilerini arttirir

miR-125a-5p Apoptozis

miR-223 Apoptozis

2.18.1. Wnt/p-katenin sinyal yolagim diizenleyen miRNA'lar

Wnt/B-katenin yolu, meme hiicresi gelisiminin bir¢cok evresinde diizenleyici bir rol
oynar ve MKKH'lerin stabilizasyonunda 6nemli bir isleve sahiptir (El ve ark. 2017, Lv
ve ark. 2017, Zheng ve ark. 2019). Birkag miRNA, 6rnegin, miR-600, miR-29b ve
miR-200c/141, MKKH'lerin Wnt/B-katenin aracili kendi kendini yenileme, ilerleme,
metastaz ve tedavi direncinde rol oynar (El ve ark. 2017, Liu ve ark. 2018). Bu nedenle
mMiIRNA-Wnt/B-katenin ekseni, meme kanserine karsi basarili bir tedavinin
gelistirilmesinde potansiyel bir hedef olmalidir. Ornegin, miR-600, Wnt/B-katenin
ekseni ile etkileserek MKKH'lerin farklilasmasini tesvik eder (El ve ark. 2017). miR-
600'in susturulmasinin, MKKH gelisimine neden oldugu go6zlenirken, asir1
ekspresyonu, hastadan tiiretilen bir ksenograft modelinde MKKH'lerin kendi kendini
yenilemesinin inhibisyonuna yol agmistir (Sekil 2.9) (Cizelge 2.6). miR-600'in asir1
ekspresyonu, Wnt proteinlerinin liretilmesi i¢in gerekli bir enzim olan stearoil desatiiraz
1'i (SCD1) hedefler, boylece Wnt/B-katenin sinyalini etkisiz hale getirir (EI ve ark.
2017). miR-29 ailesinin bir iiyesi olan miR-29-1-5p, MDA-MB-231 ve BT-20
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hiicrelerinden tiiretilen MKKH'lerin Wnt/B-katenin ve Akt sinyal yollarini etkisiz hale
getirerek mamosfer olusumu, migrasyon ve invazivligi inhibe eder (Sekil 2.9) (Cizelge
2.6) (Drago-Ferrante ve ark. 2017). Ek olarak miR-29-1-5p, ii¢lii negatif meme kanseri
dokularinda ve hiicrelerinde asir1 eksprese edilen Spindlin 1 (SPIN1) 'in ekspresyonunu
diizenler. SPIN/SSTY gen ailesinin yeni bir iiyesi olan SPIN1, Wnt/TCF sinyalini
tesvik eder ve MKKH ¢ogalmasini uyarir. MKKH'lerde yiiksek oranda eksprese edilen
baska bir miRNA, miR-200c/141 kiimesi, Wnt/HIPK1 sinyal eksenini hedefleyerek
MKKH'erin timor olusumunu tesvik eder (Sekil 2.9) (Liu ve ark. 2018).
Homeodomain Interacting Protein Kinase 1 (HIPK1), Wnt/B-katenin hedef genlerinin
transkripsiyonunun diizenlenmesi de dahil olmak tlizere DSH'ye bagli sinyalizasyon
aktivitelerine katkida bulunur (Liu ve ark. 2018). MKKH ilerlemesinin HIPK1'e bagli
inhibisyonunun, Wnt/B-katenin sinyalinin inhibisyonu ile kolaylastirildigi bulunmustur.
Ayrica Wnt/B-katenin, miR-200c/141 kiimesinin delesyonu ile aktive edilmistir.
Boylece miR-200c/141'in, Wnt/B-katenin sinyalini modiile ederek MKKH biiyiimesini

ve ¢ogalmasini diizenledigi diisiiniilmektedir (Liu ve ark. 2018).

Bununla birlikte son zamanlarda, Wnt/B-katenin sinyallemesini hedefleyerek kendi
kendini yenileme ve normal meme fizyolojisi dahil MKKH 6zelliklerini kontrol eden
timor baskilayict miR-34a'nin rolii arastirilmistir (Bonetti ve ark. 2019). miR-34a'nin
MKKH'lerin insiilin benzeri biiylime faktorii II (IGFII) mRNA baglayic1 protein
(IMP3) ile indiiklenen kok hiicre 6zellikleri ile TNBC hiicreleri ve dokularindaki tiimoér
olusumunu inhibe ettigi gosterilmistir (Huang ve ark. 2018). Lin ve ark., miR-34a'nin
nanoformiilasyonunun miR-34a'nin dogrudan ve fonksiyonel bir hedefi olarak islev
goren C220RF28'i hedefleyerek MKKH'in in vitro ve in vivo timor baslatan
ozelliklerini belirgin sekilde bastirdigint ve MKKH'leri basarili bir sekilde
uzaklastirdigin1 gostermislerdir (Lin ve ark. 2017). miR-34a'ya bagl sinyal yollarinin

yukari regiilasyonunun hedeflenmesi, MKKH'lerin ortadan kaldirilmas1 i¢in ideal bir

yaklagim olabilir (Bonetti ve ark. 2019).

Bir bagka calismada mMIRNA let-7'nin, MKKH'lerin kok benzeri 6zelliklerini
diizenleyerek endokrin tedavisinin etkinligini arttirdigi gosterilmistir. Ayn1 zamanda,
Wnt sinyal yollarin1 hedefleyerek MKKH'lerin ve timér olusumunun biiyiimesini ve

kok hiicre benzeri ozelliklerini baskilayarak tamoksifenin antikanser potansiyelini
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arttirir (Sun ve ark. 2018). Bundan bagka miR-155, meme kanseri hasta numuneleri de
dahil olmak iizere ¢ogu insan malignitesinde ve hiicre hatlarinda siklikla diizensiz olan
onkogenik bir miRNA'dir. Cesitli deneysel yaklasimlar, miR-155'in inhibisyonunun,
meme kanseri hiicrelerinin ¢ogalmasini belirgin sekilde inhibe ettigini gostermistir.
Ayrica miR-155'in asag1 regiilasyonu, ABCG2, CD44 ve CD90 gibi MKKH'lerin
belirteclerini azaltir ve TNBC hiicrelerini doksorubisine duyarli hale getirir (Zuo ve
ark. 2018). Hem onkogenik hem de tiimor baskilayici etkilere sahip olan miR-205'in,
biliyiik olasilikla STAT3 sinyal yollarimt modiile ederek MKKH 6zelliklerinin
yenilenmesini engellediginden, SUM159PT'de iiglii negatif meme kanseri kok hiicre
ozelliklerinin korunmasinda hayati bir rol oynadigi gosterilmistir (Mayoral-Varo ve
ark. 2017).

MKKH'lerin katkida bulundugu radyoterapiye direng, meme kanseri tedavisinde 6nemli
bir sorundur. miR-142-3p, MKKH'lerin kok hiicre ozelliklerini zayiflatir ve Wnt
sinyalinin roliinii bastirarak radyoterapiye duyarliligi arttirir (Sekil 2.9) (Cizelge 2.6)
miR- (Troschel ve ark. 2018). 142-3p'nin asir1 ekspresyonu, MKKH'lerde B-katenin
ekspresyonunda onemli bir azalmaya neden olmustur (Troschel ve ark. 2018). B-
katenin'in meme kanseri hastalarinin sagkalimi ile negatif iligkili oldugu bilindiginden,
miR-142-3p kullanarak B-katenin hedeflenmesi potansiyel bir terapotik segenek
olabilir. Ayrica miR-27anm, CDC27'yi hedefleyerek {iglii negatif meme kanseri
hiicrelerini radyasyon tedavisine duyarli hale getirdigi bilinmektedir (Ren ve ark.
2015). miR-31, MKKH'lerinde yiiksek oranda eksprese edilir, Wnt sinyalinin
antagonistlerini (6rnegin, DKK1) baskilayarak meme kanseri tiimorijenezini arttirir
(Sekil 2.9) (Cizelge 2.6) (Lv ve ark. 2017). miR-31 inhibisyonu, bir fare modelinde
timor biiylimesinin, koloni olusumunun, timoér baglatma yeteneklerinin ve
MKKH'lerin metastazinin inhibisyonu ile sonuglanmistir (Lv ve ark. 2017). Ayrica,
miR-31'in agir1 ekspresyonu B-katenin'in niikleer lokalizasyonunu arttirir, bu da AXIN
2 ekspresyonunu arttirarak, MKKH'lerin kendi kendini yenileme ve cogalmasini
indiikler (Lv ve ark. 2017). Bir diger miRNA, miR-224, kanonik Wnt yolunda Frizzled
5 reseptoriiniin ekspresyonunu asagi regiile ederek MKKH benzeri hiicrelerin
cogalmasini ve migrasyonunu engeller (Sekil 2.9) (Cizelge 2.6) (Liu ve ark. 2016).
Bununla birlikte miR-224 inhibisyonu, MCF-7 hiicrelerinde KKH c¢ogalmasini ve
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migrasyonunu arttirmistir (Liu ve ark. 2016). miRNA ailesinin bir bagka iiyesi olan
miR-142, kanonik Wnt yolunun aktivasyonu ile MKKH ¢ogalmasini diizenler (Isobe ve
ark. 2014). miR-142, Wnt sinyal yolunu aktive ederek MKKH'ler iizerindeki etkisini
gostermistir (Sekil 2.9) (Cizelge 2.6). miR-142 ayrica APC proteinini hedefleyerek
MKKH'lerin ¢ogalmasinda artisa neden olmustur (Isobe ve ark. 2014). APC, Wnt
sinyal yolunu engelleyerek kok hiicrelerin kendini yenileme 6zelligini inhibe eden bir
proteindir. Artmis miR-142 miktarlari ayrica miR-150'nin asir1 ekspresyonuna neden
olur ve hem miR-142 hem de miR-150in yiiksek ekspresyonu asir1 timor biiyiimesine
neden olur. Bununla birlikte, miR-142'nin susturulmasi MKKH olusumunu inhibe eder
ve in vivo timor biiylimesini yavaglatir (Isobe ve ark. 2014). miR-221/222, MDA-MB-
231 hiicrelerinde yiiksek oranda eksprese edilir ve PTEN sinyallemesini hedefleyerek
MKKH'lerin biiylimesi ve siirdiiriilmesi i¢in kritik 6neme sahiptir. miR-221/222'in
ekspresyonu ve PTEN inhibisyonu, MKKH zenginlesmesini ve timor biliylimesini
artttrmistir (Li ve ark. 2017). Tim kanitlar birlikte ele alindiginda, Wnt/p-katenin'in
miRNA'lar yoluyla MKKH'lerin kendi kendini yenileme, metastaz ve tedaviye
direncini diizenledigi agiktir. Bu nedenle, miRNA'lar1 hedefleyen stratejiler MKKH'lere

kars1 potansiyel terapotiklerin gelistirilmesinde yararli olabilir.

2.18.2. Notch sinyal yolagini diizenleyen miRNA'lar

Notch sinyali, MKKH'lerde kendi kendini yenileme, onarim ve apoptozun
diizenlenmesinde yer alan bir diger hayati sinyal yoludur (Takebe ve ark. 2011, Lv ve
ark. 2017). Bu sinyal yolu meme bezi geligsiminin gesitli agamalarinda yer alir ve kanser
ilerlemesinde rol oynar (Takebe ve ark. 2011). Bu nedenle, Notch sinyalizasyonunun
veya bilesenlerinin inhibisyonu, Notch aracili MKKH'lerin olusumunu ve meme
kanseri metastazini azaltmak i¢in ¢ok dnemlidir (Takebe ve ark. 2011). Ornegin, miR-
34a tarafindan MCF-7 hiicrelerinde NOTCH 1 reseptoriiniin asag1 regiilasyonu, meme
kanserinin kok hiicre 6zelligini inhibe eder ve MKKH'leri paklitaksele daha duyarl
hale getirir (Kang ve ark. 2015). Bagka bir ¢aligma, fare meme kanseri hiicre hatti
4T1'de miR-34anin NOTCH 1 reseptoriiniin aracilik ettigi asagi regiilasyonunun
MKKH'lerin NK hiicrelerine duyarliligini arttirabilecegini bildirmistir (Zhang ve ark.
2016). Ayrica miR-34a ve paklitaksel ile tedavi sonrasinda mamosfer olusumu ve kok

hiicre faktorlerinin azaldigi saptanmistir (Kang ve ark. 2015). miR-205, EMT'nin kritik
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regiilatorlerinden biri olan ZEB1/2 ekspresyonunu diizenler, bdylece EMT siirecine
engel olur ve farklilasmis hiicre durumunu korur (Sekil 2.9) (Cizelge 2.6). Meme epitel
hiicrelerinde miR-205'in susturulmast EMT'yi uyarir, epitel hiicre polaritesini bozar ve
kok hiicre ¢ogalmasini arttirir (Chao ve ark. 2014). Bununla birlikte, stroma-kaynakli
faktor olan Jagged1'in (Notch ligandi), miR-205'in ekspresyonunu bastirdig1 ve boylece
KKH benzeri fenotipi tesvik ettigi kaydedilmistir. Bu nedenle, miR-205'in ekspresyonu
MKKH'lerin kok hiicre 6zellikleri ile 6nemli 6l¢iide iliskili oldugundan, baskilayici
Jaggedl'i hedeflemenin MKKH'lerin kok hiicre 6zelliklerinin ortadan kaldirilmasinda
yararlt bir rolii olabilir (Chao ve ark. 2014). Bir bagka Notch ligand1 olan Jagged2, Giglii
negatif meme kanserinde yiiksek oranda eksprese edilir ve miR-200 ekspresyonunu
yukar regiile ederck paklitaksele ve kemoterapiye direnci arttirir (Li ve ark. 2018).
Jagged2'nin bozulmasi, miR-200 ekspresyonunu diizenlerken, KKH o6zelliklerinin ve
paklitaksel direncinin inhibisyonuna neden olur (Sekil 2.9) (Cizelge 2.6). Ancak miR-
200 bozuldugunda KKH o6zellikleri ve paklitaksel direnci yeniden kazanilir (Li ve ark.
2018). Ayrica Notch sinyalinin asir1 ekspresyonu, ii¢lii negatif meme kanserinde
metastatik davraniglar1 azaltmak i¢in miR-9 indiiksiyonu ile baskilanabilir

(Mohammadi-Yeganeh ve ark. 2015).
2.18.3. Hedgehog sinyal yolagini diizenleyen miRNA'lar

Hedgehog sinyal yolagi transkripsiyon faktorii GLII, bir¢ok dokuda kok hiicre
belirtecidir ve yukar regiilasyonu, MKKH ¢ogalmasi igin anahtar rol istlenmektedir
(Cochrane ve ark. 2015). Bunun yaninda, KKH'lerde SOX2 ve OCT4 ekspresyonunu
yukar1 regiile etme kapasitesine sahiptir (Zhou ve ark. 2016). GLI1, MKKH'lerinde Hh
ligandlarindan bagimsiz olarak Niikleer faktor kappa B, nuclear factor kappa B (NF-Kb)
ve Forkhead Box C1 (FOXC1) tarafindan yukari regiile edilir (Colavito ve ark. 2014).
NF-xB'nin inhibisyonu, ¢esitli meme kanseri hiicre hatlarinda (BT549, HS578T, MDA-
MB-231, MDA-MB-157, MDA-MB-436 ve MCF10A) GLI1 ekspresyonunu azaltir
(Colavito ve ark. 2014). Hedgehog sinyal yolagi protein ailesinden SHH'nin KKH'lerin
cogalmasi tlizerindeki etkisinin, GLI'ye bagli kanonik yolun aktivasyonuna bagli oldugu
ve buna kismen BMIl'in aracilik ettigi gosterilmistir. Liu ve arkadaslari, MCF-7
hiicrelerinde miR-1471'in MCF-7 hiicreleri lizerindeki anti-metastatik fonksiyonlarini

belirlemisler, miR-1471 aracili SHH ve GLI1'in asag: regiilasyonunun EMT siirecinin
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baskilanmasina neden oldugunu saptamislardir. SHH ve GLI1'in yukar1 regiilasyonu

ise, ters etkileri uygulamigtir.

2019 yilina ait bir ¢alismada, meme kanserinde Piezo Type Mechanosensitive lon
Channel Component 2 (PIEZO2) ekspresyonu, prognozu ve altta yatan mekanizmalari
arastirtlmistir.  Yapilan analizlerde kontrole kiyasla meme kanserinde PIEZO2
ekspresyonunun azaldigini belirlenmis ve PIEZO2 ekspresyonunun ER, PR durumu ile
pozitif;, HER2 durumu, bazal benzeri durum ve iiglii negatif durumu ile negatif
korelasyon gdsterdigi saptanmistir. Ardindan PIEZO2 genini hedefleyen 182 miRNA
tespit edilmis ve bu miRNA'lar arasinda, bes miRNA (miR-130b-3p, miR-196a-5p,
miR-301a-3p, miR421 ve miR-454-3p)'nin PIEZO2'nin hedeflenmesinde en biiyiik
potansiyele sahip oldugu bulunmustur. Bir sonraki adimda yapilan yolak analizlerinde
bu miRNA'larnn MKKH ile iliskili Hedgehog sinyal yolaginda zenginlestigi
kaydedilmistir. Tim bu bulgular, Hedgehog sinyal yolaginin aktivasyonu sonucu
PIEZO2 ekspresyonu azalmasinin, miR-130b-3p, miR-196a-5p, miR-301a-3p, miR421
ve mMiR-454-3p miRNA'lar1 araciligiyla gerceklestigi ve bunun meme kanserinde
prognostik biyobelirteg olarak kullanilabilecegini diisiindiirmektedir (Lou ve ark.
2019).

Bir bagka ¢alismada, SHH, SMO ve PATCHED1 genlerinin translasyonel
diizenlenmesinin, progenitor hiicrelerde Lin28a tarafindan diizenlenen let-7 miRNA's1
ile kontrol edildigi belirtilmistir (Kaur ve ark. 2018). Bundan baska, miR-214'{in
Hedgehog sinyal yolaginin negatif regiilatorit SUFU geninin ekspresyonunu bastirdigi
ve Hedgehog sinyalinin diizenlenmesinde bu miRNA'nin hedef alinabilecegi ifade

edilmistir (Alimirah ve ark. 2016).
2.18.4. STAT3 sinyal yolagim diizenleyen miRNA'lar

STATS3 sinyalinin aktivasyonu, hiicresel biiyiime, ¢ogalma, farklilasma ve apoptoz ile
iliskilidir (Leeman ve ark. 2006). Bu sinyalizasyonun ii¢lii negatif meme kanseri dahil
olmak iizere bircok malignitede aktif oldugu bulunmustur (Qin ve ark.2019). Ilging bir
sekilde, birkagc miRNA, bu sinyalizasyonda STAT3 ve/veya bilesenlerinin
ekspresyonunu  diizenler (Sekil 2.9). Ornegin, miR-93 STAT3'ii hedefleyerek
MKKH!'lerin biiyiimesini ve ¢ogalmasint engeller. Ek olarak miR-93, STAT3'i asagi
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regiile ederek claudin diisiik SUM159 hiicrelerinde MET"i indiikler, bu da MKKH'lerin
azalmasina neden olur (Sekil 2.9) (Cizelge 2.6). Baska bir miRNA, miR-7, hiicrelerin
invazyonunu ve metastazini inhibe ederek ve MKKH popiilasyonlarini azaltmistir (Sekil
2.9) (Cizelge 2.6) (Zhang ve ark. 2014). Ayrica, STAT3 sinyal yolunu asagi regiile
ederek EMT'yi kismen tersine ¢evirmistir (Zhang ve ark. 2014). miR-7, MKKH'lerde
asag1 regile edilir ve fonksiyonlarini dogrudan onkogen SETDBI'i hedefleyerek
yiriitir. SETDB1, STAT3n promotdr bdlgesine baglanarak MKKH'lerin STAT3
aracilt ¢ogalmasini indiikler (Zhang ve ark. 2019). Boylece, miR-7-SETDBI1 aracili
inaktivasyon STAT3 ekspresyonunun azalmasina neden olur ve onkogenik
transkripsiyon faktorii c-MYC ve TWIST inaktivasyonu meydana gelir. miR-7'nin
aksine, miR-203 meme kanseri dokularinda ve ER(+) meme kanseri hiicre hatt1t MCF-
7°de yliksek ekspresyon gostermektedir (Sekil 2.9) (Cizelge 2.6) (Muhammad ve ark.
2016). miR-203"in anti-miR-203 ile asagi regiilasyonunun, fosforile STAT3'lin
(pSTAT3) baskilanmasiyla sonuglandigi ve bunun da in vitro olarak MKKH
¢ogalmasinin inhibisyonuna neden oldugu kaydedilmistir (Muhammad ve ark. 2016).
miRNA'lar STAT3 sinyal yolagin1 sadece STAT3'li dogrudan hedefleyerek degil, ayni
zamanda IL-6/JAK/STAT3 sinyal eksenini ve bilesenlerini modiile ederek de etkiler.
Ornegin, miR-155 ve miR-203, IL-6/JAK/STAT3 sinyalini inhibe etmek icin dolayli
olarak JAK' hedefler. Hem miR-155 hem de miR-203, SOX baskilayicisinin
ekspresyonunu diizenleyerek STAT3 sinyaline yonelik etkilerini gosterir (Zhang ve ark.
2017). Bu nedenle miRNA'lar, 6zellikle MKKH'leri hedef alan meme kanserine karst
yeni bir terapdtik hedef olarak kullanilabilir.

2.18.5. TGF-p sinyal yolagini diizenleyen miRNA'lar

Dontistiiriicii biiytime faktorii (TGF-B) yolagi, EMT ve MKKH'lerin metastazinda
onemli rol oynamaktadir (Han ve ark. 2012, Piasecka ve ark. 2018). Sinyalizasyon
kaskadi, ligandlarin TGF-p tip II reseptorlerine baglanmasiyla bagslar (Sekil 2.9). TGF-8
tip 1l reseptorleri, sirasiyla fosforilat ve SMAD"1 fosforile etmek ve aktive etmek i¢in tip
I reseptorlerini toplar (Sekil 2.9). Aktive edilmis SMAD daha sonra ¢ekirdege taginir ve
transkripsiyonel diizenleme igin spesifik genlerle baglanir. Bu nedenle, TGF-B
sinyalizasyonunun diizensizlesmesi meme kanserinde bir¢ok patolojik degisiklige yol

acabilir (Han ve ark. 2012, Smith ve ark. 2012). Baz1 miRNA'lar bu sinyal yolunun
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bilesenlerinin ekspresyonunu ve MKKH'lerde aktivitesini diizenler (Han ve ark. 2012,
Smith ve ark. 2012). Ornegin, miR-21, MKKH'lerde asir1 eksprese edilir ve sfer
olusturan KKH benzeri hiicreler, miR-21'in 6zellikle EMT'nin diizenlenmesindeki
etkisini incelemek i¢in MCF-7 ebeveyn hiicrelerinden izole edilmistir (Sekil 2.9)
(Cizelge 2.6). Agik olarak, TGF-f stimiilasyonu meme kanseri hiicrelerinde miR-21
ekspresyonunu arttirir, bu da EMT siirecini desteklemektedir (Han ve ark. 2012). Bu,
daha sonra MKKH benzeri bir fenotipi indiikler ve HIF-la ekspresyonunu arttirir.
MKKH'lerin EMT'ye maruz kaldiklarinda EMT'ye maruz kalmayan kanser hiicrelerine
kiyasla daha yiiksek miR-21 eksprese ettikleri gozlenmistir. Bununla birlikte,
MKKH'lerde miR-21'in asag1 regiilasyonu MET ile sonuglanir, HIFla ekspresyonu
azalir ve boylece hiicre migrasyon ve invazyonunun inhibisyonu gergeklesir (Han ve
ark. 2012). Boylece spesifik miRNA'lar, meme kanseri hiicrelerinin biyolojisinde
onemli roller oynayabilir ve hastaligin ilerlemesini ve tedavi yanitin1 diizenleyebilir
(Piasecka ve ark. 2018). Benzer sekilde miR-106b-25 kiimesi, TGF- sinyalini aktive
eden ve dolayisiyla SMAD ailesi iiyesi 7 (SMAD7)'yi hedefleyerek EMT ve timor
baglatma Ozelliklerini destekleyen MKKH'lerinde yukari regiile edilir (Sekil 2.9)
(Cizelge 2.6) (Smith ve ark. 2012).

2.18.6. PI3K/Akt sinyal yolagimi diizenleyen miRNA'lar

Fosfatidilinositol 3-kinaz (PI3K)/AKT yolu, MKKH'erin metastazinda, hiicre
sagkaliminda ve kendi kendini yenilemesinde rol oynar (Yang ve ark. 2014, Bahena-
Ocampo ve ark. 2016, Li ve ark. 2016). Bir tiimor baskilayici olan PTEN, akis asagi
molekiili PI3K'y1 hedefleyerek kanser olusumunu inhibe eder ve PI3K/Akt yolunun
inaktivasyonuna neden olur (Li ve ark. 2016). miR-10b, PTEN ekspresyonunu negatif
olarak kontrol eder ve Akt sinyalini artirarak MKKH'lerin kendi kendini yenilemesini
destekler (Sekil 2.9) (Cizelge 2.6). miR-10b'nin MCF-7'den tiiretilen MKKH'lerde
yukar1 regiile edildigi ve kendi kendini yenileme ve migrasyonu tesvik ettigi
kaydedilmistir (Bahena-Ocampo ve ark. 2016). Baska bir miRNA, miR-221/222,
MKKH popiilasyonunu ve meme tiimorlerinin kanser olusturma yetenegini artirabilir
(Sekil 2.9) (Cizelge 2.6) (Li ve ark. 2016). miR-221/222'nin asir1 ekspresyonu,
CD447/CD24° MKKH'lerin oranini zenginlestirir ve PTEN/Akt yolunu hedefleyerek

mamosfer olusumu kapasitesini arttirir (Li ve ark. 2016). Buna gore, miR-221/222'nin
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ekspresyonunun azalmasi Akt fosforilasyonunun inhibisyonuna ve ardindan kanser kok
hiicre 6zellikleri ediniminin tersine déonmesine neden olur (Li ve ark. 2016). Benzer
sekilde miR-99a, Akt sinyal yolunun asag1 akis faktorlerini (rapamisin kinaz) ve HIF-1a
asag1 akis genini ve de MKKH'lerin ters agresif fenotipini hedefler (Sekil 2.9) (Yang ve
ark. 2014). SP fraksiyonundaki miR-99a ekspresyonu (MCF-7 ve MDA-MB-231
hiicrelerinden izole edilir) meme kanserinde asagi regiile edilir, bununla birlikte artan
miR-99a ekspresyonu, in vitro meme SP hiicrelerinin migrasyonunu, invazyon ve sfer

olusumunu inhibe eder ve in vivo tiimor biiylimesini baskilar (Yang ve ark. 2014).
2.18.7. Apoptotik sinyal yolagim diizenleyen miRNA 'lar

miRNA'lar hedef genlerinin translasyonunu inhibe etme veya indiiklemede 6nemli rol
oynadiklari igin, apoptozun ana diizenleyicileri olarak hareket edebilirler (Flanagan ve
ark. 2015, Roscigno ve ark. 2017, Wang ve ark. 2017). Onemli bir anti-apoptotik
protein olan X'e bagli apoptoz inhibitorii (XIAP), meme kanseri hiicrelerinde apoptozu
baskilar (Sekil 2.9). XIAP bu baskilamayi, kaspazlar ve SMAC/DIABLO gibi apoptotik
diizenleyici genleri kontrol ederek gerceklestirir (Flanagan ve ark. 2015). Bununla
birlikte miR-489, kaspazlarin ve SMAC/DIABLO'nun ekspresyonunu kontrol etmek
icin XIAP'yi hedefler ve inhibe eder (Sekil 2.9) (Cizelge 2.6) (Flanagan ve ark. 2015).
XIAP'n agir1 ekspresyonu, kanser hiicrelerinin 5-florourasil gibi kemoterapoétik ilaglara
kars1 direncine katkida bulunur. Bununla birlikte, rekombinant vektoér yoluyla miR-
489'un ekspresyonu, XIAP'n T-47D ve SKBR3 meme kanseri hiicre hatlarindan izole
edilen MKKH'lerde 5-florourasil direncini tersine ¢evirme etkisini ortadan kaldirmistir
(Wang ve ark. 2017). Ayrica, XIAP'a 6zgii bir inhibitdr olan embelinin, miR-489'a
benzer sekilde MKKH'leri 5-florourasile duyarli hale getirdigi bulunmustur (Wang ve
ark. 2017). Bu nedenle miR-489, 5-florourasilin terapétik potansiyelini arttirmak igin
kullanilabilir. Ote yandan miR-24, anti-apoptotik protein BIM1'i eksprese ederek meme
kanseri hiicrelerinin kok hiicre Ozelliklerini arttirmaktadir (Roscigno ve ark. 2017).
miR-24'in asir1 ekspresyonunun T-47D, MCF-7 ve MDA-MB-231 hiicre hatlarinin
mamosfer olusumunu arttirdigi kaydedilmistir. Ek olarak, miR-24 asir1 eksprese
edildiginde NANOG, OCT3/4 ve VIMENTIN gibi kok hiicre ile iliskili genler yukari
regiile edilir (Roscigno ve ark. 2017). Ayrica miR-24, MKKH'lerin cisplatine karsi
direncini indiiklemek icin BIML ekspresyonunu diizenler. A¢ik¢a, miR-24'iin yukari
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regiilasyonu yoluyla BIM1'nin asagi regiilasyonu MKKH tedavisi direncine neden
olmustur (Sekil 2.9) (Cizelge 2.6). Bir baska miRNA, miR-125a-5p'nin de MKKH'lerin
apoptozu ile iliskili oldugu bulunmustur (Sekil 2.9) (Cizelge 2.6) (Hsieh ve ark. 2015).
miR-125a-5p asir1 ekspresyonu, kaspaz 3 ve 9 aktivitesinde artisa neden olur ve daha
sonra hem R2N1d hem de MDA-MB-231 hiicrelerinden tiiretilen MKKH'lerde
apoptozu aktive eder. Hem R2N1d hem de MDA-MB-231 hiicre hatlar1 yiiksek
derecede tiimorijeniktir ve kok hiicre benzeri hiicreler igerir. Bundan bagka miR-223"in
ticlii negatif meme kanseri ile iligkili oldugu bildirilmistir (Sun ve ark. 2016). miR-223
ekspresyonu, CD44" ve CD24" MKKH'lerde, MKKH olmayanlara kiyasla asag: regiile
edilmektedir (Mandujano-Tinoco ve ark. 2017). Ayrica miR-223"in asir1 ekspresyonu,
MKKH'lerde tiimor nekroz faktdriine bagli apoptozu indiikleyen ligand (TRAIL) ile
uyarilan apoptoz ile sonuglanmustir (Sekil 2.9) (Cizelge 2.6). Bununla birlikte miR-
223'in, HCLS1 ile iligkili X-1 protein (HAX-1) geninin asagi regiilasyonu yoluyla
apoptozu indiikledigi kaydedilmistir (Sun ve ark. 2016). HAX-1 mitokondride bulunur
ve dogrudan MDA-MB-231 hiicrelerinde miR-223 tarafindan diizenlenen bir anti-
apoptotik protein gorevi goriir. Ayrica, miR-223 asir1 ekspresyonunun, mitokondri/ROS
yolagi yoluyla TRAIL ile indiiklenen apoptozu tesvik ettigi ortaya konmustur (Sun ve
ark. 2016). Ilaveten miR-223 ekspresyonu, cisplatin ve doksorubisinin iiclii negatif
MKKH'lere karsi etkisini arttirir (Sun ve ark. 2016). Ayrica miRNA'larin diizensizligi,
¢ok hiicreli tiimor sfer olusumu ile iligkilidir (Mandujano-Tinoco ve ark. 2017).
Ornegin, miR-221-3p ve miR-187-3p'nin ekspresyonlarinin diizensizligi, cok hiicreli
meme kanseri sferoidlerinin olusumuyla baglantili oldugu bilinen hiicresel ¢ogalma,
hiicre dongiisti ilerlemesi ve apoptoz ile iliskilidir. A¢ikga, MCF-7 hiicrelerinin pre-
miR-187-3p ile transfeksiyonu, G1 fazinda hiicre dongiisii durmast ile sonuglanmis; 6te
yandan, anti-miR-221-3p transfeksiyonu apoptotik hiicrelerde 6nemli bir artisa neden
olmustur. Ayrica, her iki miRNA'nin birlikte transfeksiyonu, canli hiicrelerin azalmasi
ve apoptotik hiicrelerin artmasi ile sonuglanmistir (Mandujano-Tinoco ve ark. 2017).
miRNA'larin MKKH'lerde apoptoz ile iligkisi goz Oniine alindiginda, miRNA'lar

MKKH'lerin apoptozunu indiiklemek i¢in terapotik bir arag olarak kullanilabilir.
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2.19. Biyobelirte¢ Olarak miRNA'larin Potansiyeli

Biyobelirteg, farkl: tiirlerde sagligin veya hastaliin nesnel gdstergelerini tanimlayan bir
terimdir. Tarih boyunca ve teknolojik gelismeler ile bu gostergeler giderek daha hassas
ve giivenilir hale gelmistir. Bununla birlikte, son zamanlarda, yeni ve gelistirilmis
protein biyobelirteglerinin saptanmasi, klinik olarak dnemli proteinlerin diisiik miktari,
yapilariin karmasikligi ve dogru tespit yontemleri belirleme miicadelesi nedeniyle

zaman alic1 ve pahali bir iglem haline gelmistir.

Kisisellestirilmis tibbin hedeflerine ulasmak i¢in yeni ve daha dogru biyobelirteglerin
kesfedilmesi gerekir ki ideal bir biyobelirteg¢ belirli kriterlere uymalidir. Her seyden
once, kolayca erisilebilir olmasi gerekir, bu da minimal invaziv prosediirlerle
kesfedilmesi ve Olciilmesi gerektigi anlamina gelmektedir. Bir bagka onemli kriter,
incelenen patolojiye Ozgiilliiktiir, ardindan duyarlilik gelir (varligi, tercihen klinik
semptomlar ortaya c¢ikmadan Once tespit edilmeli ve hastaligin ilerlemesine veya
tedaviye yanita gore degismelidir). Son ve ayn1 derecede dnemli olarak, arastirmadan

sonra klinige uyarlanabilir olmalidir (Taylor 2019).

miRNA'lar ilk kez 2008 yilinda Lawrie ve ark. tarafindan hastalarin serum 6rneklerinde
yaygin bulunan biiyilkk B hiicreli lenfomalarin incelenmesi i¢in kullanilmistir ve o
zamandan beri biyobelirte¢ olarak potansiyel kullanimlar literatiirde sayisiz hastalik
igin belirtilmistir (Lawrie ve ark. 2008). miRNA'lar ¢esitli hastaliklarda biyobelirtegler
icin ideal adaylara doniisebilecek bir dizi avantaja sahiptir. Daha 6nce belirtildigi gibi,
ideal biyobelirte¢ kolayca erisilebilir olmalidir, bu durum kan, idrar ve diger viicut
stvilarindan sivi biyopsiler yoluyla kolayca ekstrakte edilebilen miRNA'lar i¢in de
gecerlidir. Ayn1 zamanda doku veya hiicre kokeni i¢in yliksek bir 6zgiilliige sahiptir ve
cesitli calismalarda kanser evrelerinin farklilagmasi ve hatta tedaviye yanitin dlgiilmesi
icin kullanilmaktadir (Lan ve ark. 2015). Dahasi, niikleik asitlerin tespiti igin
teknolojiler zaten mevcuttur ve yeni deneylerin gelistirilmesi, protein biyobelirtecleri

icin yeni antikorlar iiretmeye kiyasla daha az zaman ve daha diisiik maliyet gerektirir.

miRNA'larin bir baska avantaji; dogru tani, tedavi ve de tedaviye yanit verme
yetenegini  degerlendirmek i¢cin ¢ok belirtecli modeller olarak kullanilma

potansiyellerinin olmasidir. Bircok protein belirteci ¢alistirmak hem pahali hem de
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zaman alic1 olabilirken, ¢ok sayida miRNA'dan olusan c¢ok belirte¢li panellerin
kullanilmas: hastalik ilerlemesinin tanis1 ve tahmini i¢in invazif olmayan bir yontem
saglayabilir. Bu, ozellikle ¢ok belirtegli bir yaklasimin tercih edilecegi, tamamen
heterojen bir hastalik olan kanserde 6nemlidir. Bu kapsamda, meme karsinomu igin
spesifik miRNA'lardan olusan panellerin meme kanseri tani, tedavi ve prognozunun
giivenilirligini 6nemli oOlgiide arttirdigi, ayrica miRNA ekspresyon profillerindeki
degisimlerden meme kanserinin de i¢cinde bulundugu bir¢ok kanser tiiriiniin tedavisinin
takibinde biyobelirte¢ olarak yararlanilabilecegi gosterilmistir (Xiong ve ark. 2017).
Bununla birlikte, miRNA'larin biyobelirte¢ olarak arastirilmasi hala ilk asamalarindadir,
bu nedenle su anda bulgular genellikle tekrarlanabilirlikten yoksundur. Ayni tiimorleri

analiz eden farkli ¢aligsmalar arasinda bildirilen gesitli uyumsuzluklar vardir (Zhang ve

ark. 2012).

En 6nemli sorunlardan biri olarak da, gesitli hiicresel sinyal yolaklar1 ile baglantili gen
ekspresyonlarmim meme kanseri ve MKKH'de farklilik gostermesidir. Ozellikle KKH
ile iligkili hiicresel sinyal yolaklarinda yer alan genlerin ekspresyonlarinin
diizenlenmesinde miRNA'larin 6nemli rol oynadiklar1 aciktir. Bilindigi {izere,
miRNA'lar hedef mRNA'larma farkli seviyelerde ve siireclerde etki ederek islev
gostermektedirler. Ancak, miRNA'larin etkinlikleri, ilgili genlerin ekspresyonlarini nasil
ve ne sekilde diizenledikleri heniiz tam anlamiyla bilinmemektedir. Bu nedenle meme
kanserinde KKH sinyal iletim yolaklarin1 dogrudan ve/veya dolayli olarak etkileyen
miRNA'larn arastirilmasi gerekmektedir. Bu sorunu ¢6zmek i¢in bugiine kadar yapilan
arastirmalardan ve elde edilen bulgulardan yola ¢ikarak mevcut tez caligmasinda, farkl
molekiiler alt tiplere ait meme kanserli hastalarin normal ve timorli taze doku
orneklerinde, meme kanserlerinde etkileri bilinmeyen ve kanser kok hiicre ile iliskili
hiicresel sinyal yolaklarinda dogrudan ya da dolayl sekilde gorev alan 15 miRNA'nin
(let-7c, miR-15b-5p, miR-17-5p, miR-27a, miR-31, miR-34a, miR-125b, miR-135a-5p,
miR-142, miR-150-3p, miR-200c, miR-340, miR-374a, miR-381 ve mIiR-935)
ekspresyon seviyesindeki olasi farkliliklar incelenecek ve ilgili miRNA'larin meme

kanseri ve KKH sinyal yolaklarindaki rolleri aydinlatilmaya c¢alisilacaktir.
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3. MATERYAL ve YONTEM

3.1. Hasta Grubu

Calismaya, Bursa Uludag Universitesi (BUU) Tip Fakiiltesi Genel Cerrahi Anabilim
Dali'na bagvuran meme kanseri tanisi almis 50 hastanin cerrahi girisim sirasinda
cikarilan islem gormemis, taze meme tiimor dokusu ve tiimor dokulardan elde edilecek
veriler ile karsilastirma yapabilmek i¢in ayni hastalarin operasyon sirasinda ¢ikarilan
normal meme dokularindan 20'si dahil edildi. Caligmaya alinan hastalarin normal ve
timor doku materyallerinin teminine; BUU, Tip Fakiiltesi, Klinik Arastirmalar Etik
Kurulu'nun 2019-21/20 no'lu karari ile uygun bulunduktan sonra baslandi. Klinik
arastirmalar ile ilgili aciklamalari iceren Etik Kurul onayli goéniillii olur formu ile tiim
bireyler bilgilendirildi ve bireylerin onaylari alindiktan sonra Grnekleri projeye dahil
edildi. Elde edilen tiim materyaller -80°C'deki derin dondurucuda biriktirildi. Hastalarin
demografik ve klinikopatolojik o6zelliklerine iliskin bilgiler BUU Tip Fak. Genel
Cerrahi ve Tibbi Patoloji Anabilim Dali arsivlerinden elde edildi. Tiimorlere ait
histolojik ve patolojik Ozellikler degerlendirildi ve tiimorlerin histolojik alt tipleri
belirlendi. Planlanan tez ile ilgili olarak olusturulan doktora destek projesi, BUU
Bilimsel Arastirma Projeleri (BAP) Komisyonu Baskanligi'nca DDP(F)-2020/5 sayili

proje ile desteklendi.

Aragtirmada, meme kanserli hastalara ait normal ve tiimorlii taze doku Orneklerinde
kanser kok hiicre ile iligkili sinyal yolaklarinda dogrudan ve/veya dolayli olarak etkili
olan 15 miRNAnn (let-7c, miR-15b-5p, miR-17-5p, miR-27a, miR-31, miR-34a, miR-
125b, miR-135a-5p, miR-142, miR-150-3p, miR-200c, miR-340, miR-374a, miR-381
ve miR-935) ekspresyon analizleri gergeklestirildi.

3.2. Gerecler
3.2.1. Kullanilan aletler

o ABI SimpliAmp ThermalCycler PCR, Applied Biosystems, ABD.
. MagNA Lyser homojenizatdr, Roche, Isvigre.

. LightCycler® 480 11 Real Time PCR, Roche, Isvigre.

o Sogutmali santrifiij (Mikro 200R), Hettich, Almanya.
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o Plate santrifiij (Allegra X-15R), Beckman Coulter, Almanya.

. Su banyosu (NB 20), Niive, istanbul, Tiirkiye.

o Yatay Elektroforez Sistemi, Consort, Belgika.

o DNA/RNA UV kabini (Smif Il), ESCO, Singapur.

° + 4°C Buzdolabi, Arcelik, Istanbul, Tiirkiye.

° -20°C Buzdolabi, Arcelik, Istanbul, Tiirkiye.

. -80°C Buzdolabi, Thermo Scientific, ABD.

o Nanodrop (Nanodrop 8000), Thermo Scientific, ABD.

° Isitic1 blok, Thermo Scientific, ABD.

o Pipet seti (0,5 - 10, 10-100, 100-1000 ul), Axygen Scientific, ABD.
. Karistiric1 (Vortex), VWR, ABD.

o 1,5 mL steril mikrosantrifiij tiipii, ISOLAB GmbH, Almanya.

° Nitril eldiven, Beybi, istanbul, Tiirkiye.

. MagNA Lyser Green Beads, Roche, Isvicre.

. Filtreli pipet uglar1 (10,100,1000 ul), ISOLAB GmbH, Almanya.

3.2.2. Kullamilan kimyasal malzemeler

o TriPure Isolation Reagent, Roche, Isvicre.
° Kloroform, Merck, Almanya.

o Izopropanol, Merck, Almanya.

° Etanol, Merck, Almanya.

o UltraPure™ DNase/RNase-Free Distilled Water, Invitrogen, ABD.

o miRCURY LNA Universal RT cDNA Synthesis Kit, Qiagen, Almanya.
o miRCURY LNA SYBR Green PCR Kit, Qiagen, Almanya.

o microRNA LNA primers, Qiagen, Almanya.

° 0,2 mL PCR tiipii, Thermo Scientific, ABD.

. 480 Multiwell Plate 96 (White), Roche, Isvicre.
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3.3. Yontemler
3.3.1. Doku oérneklerinden RNA izolasyonu

Total RNA izolasyonu, "TriPure Isolation Reagent (Roche)" kullanilarak asagida
belirtilen sekilde gergeklestirildi.

. 2 ml tiiplere alinan doku 6rneklerinin tizerine, 1 ml tripure soliisyonu eklendi ve
tipler 45 saniye vortekslendi. Ardindan dokular magna lyser yardimi ile seramik
bead'ler kullanilarak homojenize edildi. Tripure; pembe renkli bir soliisyon olup
icerigindeki fenol ve guanidin tiyosiyanat bilesenleri ile bir¢ok numuneden yiiksek
kalitede total RNA elde edilmesini saglar. Ekstraksiyon (Liziz) islemi sirasinda TriPure
izolasyon reaktifi, hiicreleri parcalar ve niikleazlar1 denatiire eder, boylece numunedeki
RNA ve DNA'nin biitiinliigiinii korur.

o Boylece tiipteki hiicreler homojen bir goriiniim alarak parcalandi ve tripure
sollisyonu etkisiyle de pembe bir renk goriiniimiinii aldi.

o Ardindan vortekslenen tiipler buza alindi ve 2 dakika bekletildi. Vortekste o
hizin ve slirenin etkisiyle 1sinan tiipleri sogutmak i¢in bu isleme bagvuruldu.

o 5 dakika oda 1s1sinda bekletildi.

o Tiiplere 200 ul kloroform eklendi ve 5 dakika beklendi. Kloroform; homojen
hale gelen dokuda faz olusumunu saglar. Bylece RNA, DNA ve protein elde edilir.

o 12.000 rpm'de 4°C'de 20 dakika santrifiij yapildi.

Santrifiij sonunda 3 faz olustu:
1. Faz (Sulu faz): RNA igerir (Renksizdir).
2. Faz: DNA igerir (Beyaz renklidir).
3. Faz (Organik faz): Protein igerir (Kirmizi renktedir) (Sekil 3.1).
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Sekil 3.1. RNA izolasyonu sematik gosterimi (TriPure Isolation Reagent (Versiyon
08) 2018 protokoliinden degistirilerek alinmistir)

e RNA izolasyonu i¢in renksiz olan 1. faz yeni tiipe aktarildi.

e Yeni tiipe 500 pl izopropanol eklendi. Ardindan oda sicakliginda 10 dakika inkiibe
edildi. izopropanol RNA'y1, DNA ve diger molekiillerden armdirmak i¢in kullanilds.

e 12.000 rpm'de 4°C'de 10 dakika santrifiijlendi ve siipernatant atildi.

e Olusan pellet tizerine 1 ml %75'lik Etil alkol (EtOH) eklendi.

e 7.500 x g'de 4°C'de 5 dakika santrifiijlendi.

e Santrifiij sonunda siipernatant atild1.

e 57°C'de EtOH uguruldu.

e Kalan ¢okelege 50-100 ul RNAz igermeyen su eklenerek pipetaj yapildi.

o Elde edilen RNA'larin konsantrasyonlari ve safliklart belirlendi.

3.3.2. Elde edilen RNA'larin miktar ve kalite tayini

Caligmada izole edilen RNA'larin konsantrasyonlari spektrofotometrik yontemlerle
degerlendirildi. Elde edilen RNA 6rneklerinin konsantrasyonlar1 ve safliklari, Nanodrop
8000 (Thermo Scientific, ABD) cihazinda 260 ve 280 nm dalga boylarinda
absorbanslarinin lgiilmesiyle belirlendi. izole edilen RNA'larm saflig1 260 nm ve 280
nm'deki absorbanslarinin orani ile kontrol edildi. Ideal safliktaki kaliteli RNA'nin
A260/A2g0 absorbans oraninin 1,8-2,0 olmast beklenir. Spektrofotometrik 6l¢iimiin yani
sira RNA degredasyonunun kontrolii agaroz jel elektroforeziyle (Consort, Belgika)

gergeklestirilebilir.

74



3.3.3. RNA'lardan cDNA sentezi

cDNA sentezi "Universal cDNA synthesis kit (Exiqon)" kullanilarak asagida belirtilen
sekilde gerceklestirildi. Her 6rnek igin 5 ng/ul RNA stoklar1 hazirlandi ve cDNA'da bu
stoklar kullanildi. 0,2 ml'lik PCR tiiplerine, kit igerisindeki malzemeler asagidaki

cizelgede belirtilen oranlarda kullanilarak reaksiyon karisimi hazirlandi (Cizelge 3.1).

Cizelge 3.1. cDNA sentezi i¢in reaksiyon karisimi

Bilesenler Tek reaksiyon icin gerekli hacim

(20 pl)
RNA 06rnegi (Sng/ul) 4 ul
Niikleaz igermeyen su 9 ul
5x Reaksiyon Karigimi 4 ul
Kontrol karigimi 1 ul
Enzim karigimi 2l
Toplam hacim 20 ul

Hazirlanan 02, ml'lik PCR tiipleri, Thermal Cycler cihazina yerlestirilerek asagidaki
hazirlanmis programa uygun sekilde cDNA sentez islemi gergeklestirildi (Cizelge 3.2).

Cizelge 3.2. cDNA sentezi i¢cin PCR kosullar1

Basamak Sicakhik | Zaman Dongii
_ 42°C 60 dakika
cDNA sentezi 95°C 5 dakika 1

4°C Bekleme

cDNA sentez islemi bittikten sonra tiipler -20°C'de saklandi.

3.3.4. Real-time PCR (RT-gPCR) ile miRNA expresyon analizleri

Calismada, miRNA'ya 6zgiil LNA temelli, Exiqon firmasma ait "miRCURY LNA™
Universal RT microRNA system" kiti kullanildi. Bu kit ile, total RNA'dan tek sarmal

cDNA sentezlemek, sentezlenen cDNA'y1 kalip olarak kullanip, 6zel LNA primerler ve
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SYBR green boya esliginde segilen miRNA'larin gergek zamanli (Real-Time)
kantitatif/nicel PCR analizini gergeklestirmek miimkiindiir (Sekil 3.2).

Adun 1: Birinei iphik sentezi (RT)

Olzun mRNA

3 dejenere  [® T

3" genel kuvruk

—————

Adim 2: Real-Time PCR amplifikasyonu

mik-speaifik tlen primer
=

miR-spesifik geri primer

— —
.

Sekil 3.2. RT-qPCR analizi sematik gdsterimi (MiIRCURY LNA™ Universal RT
microRNA system 2017 protokoliinden degistirilerek alinmistir)

Elde edilen cDNA'lar oncelikle 80x seyreltildi (5 ul cDNA+395 ul su). Housekeeping
gen ve cDNA'lar, kontrol primerleri ile gézden gegcirildi. Calismada housekeeping gen
olarak SNORD48 ve U6 kullanildi. SNOR48 ve U6 primerlerini igeren karisim
asagidaki sekilde kullanildi ve yine asagida belirtilen protokolle Real-Time gPCR'da
yiriitiildi. Tim calismalar buz iizerinde ve RNaz'lardan arindirilmig malzeme ile

gergeklestirildi.

cDNA'arm Small Nucleolar RNA C/D Box 48 (SNORD48), RNA U6 Small Nuclear
(U6) ve kontrol sonuglar1 Ct degerleri agisindan degerlendirildiginde, Ct degerleri 15-29
arasinda olanlar, asagida belirtilen miRNA'lar i¢in miRNA LNA™ primer setleri

(Exigon), (miRNA primerler; let-7c, miR-15b-5p, miR-17-5p, miR-27a, miR-31, miR-
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34a, miR-125b, miR-135a-5p, miR-142, miR-150-3p, miR-200c, miR-340, miR-374a,
miR-381 ve miR-935) kullanilarak ve asagidaki karisim ve cihaz protokolleri ile
calisildi (Cizelge 3.3). Ekspresyon analizleri gerceklestirilen 15 miRNA'ya ait 6zellikler
Cizelge 3.4'de verildi.

Cizelge 3.3. RT-qPCR i¢in reaksiyon karigimi

Tek reaksiyon i¢in gerekli
Bilesenler
hacim (10 ul)
cDNA 4 nl
Primer karigimlari 1 ul
Enzim ve dNTP karisimi (PCR sl
Tampon karigimi) :
Toplam hacim 10 ul

miRNA primerleri i¢in, liyofilize primer tiiplerine 220 ul niikleaz igermeyen su eklendi

ve 20 dakika oda sicakliginda bekletildi. Daha sonra vorteks ve spin edilerek kullanima

hazir hale getirildi. Primerler 10 pl reaksiyon hacminde olup 200 reaksiyonluktur.

. Reaksiyon tiipiine, tek bir reaksiyon i¢in reaktiflerin her birinden eklendi ve
reaksiyon sayist kadar konup, reaksiyon karigimi hazirlandi.

o Karigim spin ettirildi ve plate'lere her bir reaksiyon i¢in 6 pl reaksiyon
karisimindan transfer edildi.

o 4 ul cDNA 6rnek veya kontrol her bir kuyucuga son reaksiyon hacmi 10 pl
olacak sekilde ilave edildi.

. Hazirlanan plateler (karigim ilave edildikten sonra) 2000 rpm'de 15 saniye

santrifiijlendi. Ardindan asagida belirtilen cihaz protokoliine uygun olarak LightCycler®

480 II Real Time PCR (Roche, isvigre) cihazi ile calisma gerceklestirildi (Cizelge 3.5).
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Cizelge 3.4. Ekspresyon analizleri gergeklestirilen 15 miRNA'ya ait 6zellikler

No ID

Sekans dizisi

Accession
numarasi

Referans

1 hsa-miR-34a

UGGCAGUGUCUUAGCUGGUUGU

MIMATO0000255

http://www.mirbase.org/cgi-
bin/mirna_entry.pl?acc=M10000268

2 hsa-miR-142

CAUAAAGUAGAAAGCACUACU

MIMATO0000433

http://www.mirbase.org/cgi-
bin/mirna_entry.pl?acc=M 10000458

3 hsa-let-7¢

UGAGGUAGUAGGUUGUAUGGUU

MIMATO0000064

http://www.mirbase.org/cgi-
bin/mirna_entry.pl?acc=M10000064

4 hsa-miR-125b

UCCCUGAGACCCUAACUUGUGA

MIMATO0000423

http://www.mirbase.org/cgi-
bin/mirna_entry.pl?acc=M10000446

5 hsa-miR-200c

CGUCUUACCCAGCAGUGUUUGG

MIMATO0004657

http://www.mirbase.org/cgi-
bin/mirna_entry.pl?acc=M10000650

6 hsa-miR-340

UUAUAAAGCAAUGAGACUGAUU

MIMATO0004692

http://www.mirbase.org/cgi-
bin/mirna_entry.pl?acc=M10000802

7 hsa-miR-31

AGGCAAGAUGCUGGCAUAGCU

MIMATO0000089

http://www.mirbase.org/cgi-
bin/mirna_entry.pl?acc=M10000089

8 hsa-miR-27a

AGGGCUUAGCUGCUUGUGAGCA

MIMATO0004501

http://www.mirbase.org/cgi-
bin/mirna_entry.pl?acc=M10000085

9 | hsa-miR-135a-5p

UAUGGCUUUUUAUUCCUAUGUGA

MIMATO0000428

http://www.mirbase.org/cgi-
bin/mature.pl?acc=MIMAT0000428

10 | hsa-miR-15b-5p

UAGCAGCACAUCAUGGUUUACA

MIMATO0000417

http://www.mirbase.org/cgi-
bin/mirna_entry.pl?acc=M10000438

11 hsa-miR-935

CCAGUUACCGCUUCCGCUACCGC

MIMATO0004978

http://www.mirbase.org/cgi-
bin/mirna_entry.pl?acc=M10005757

12 | hsa-miR-150-3p

CUGGUACAGGCCUGGGGGACAG

MIMATO0004610

http://www.mirbase.org/cgi-
bin/mirna_entry.pl?acc=M10000479

13 | hsa-miR-374a

UUAUAAUACAACCUGAUAAGUG

MIMATO0000727

http://www.mirbase.org/cgi-
bin/mirna_entry.pl?acc=M10000782

14 | hsa-miR-17-5p

CAAAGUGCUUACAGUGCAGGUAG

MIMATO0000070

http://www.mirbase.org/cgi-
bin/mirna_entry.pl?acc=M10000071

15 hsa-miR-381

AGCGAGGUUGCCCUUUGUAUAU

MIMATO0022862

http://www.mirbase.org/cgi-
bin/mirna_entry.pl?acc=M10000789

Cizelge 3.5. RT-qPCR kosullar1

Program Denatiirasyon Amplifikasyon Erime Egrisi Analizi Sogutma
Parametre
Analiz Modu Yok Kuantifikasyon modu Erime egrisi modu Yok
Dongii Sayisi 1 45 1 1
Hedef Sicakhk 95 95 60 95 60 95 40
[°C]
Siire 00:10:00 00:00:10 | 00:01:00 | 00:00:10 | 00:00:10 | 00:00:00 | 00:00:30
Sicaklik Artig 44 44 16 4.4 1,6 0.2 44
Hiz [°C/s]
Okuma Modu Yok Yok Tek Yok Yok Stirekli Yok
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http://www.mirbase.org/cgi-bin/mirna_entry.pl?acc=MI0000268
http://www.mirbase.org/cgi-bin/mirna_entry.pl?acc=MI0000268
http://www.mirbase.org/cgi-bin/mirna_entry.pl?acc=MI0000458
http://www.mirbase.org/cgi-bin/mirna_entry.pl?acc=MI0000458
http://www.mirbase.org/cgi-bin/mirna_entry.pl?acc=MI0000064
http://www.mirbase.org/cgi-bin/mirna_entry.pl?acc=MI0000064
http://www.mirbase.org/cgi-bin/mirna_entry.pl?acc=MI0000446
http://www.mirbase.org/cgi-bin/mirna_entry.pl?acc=MI0000446
http://www.mirbase.org/cgi-bin/mirna_entry.pl?acc=MI0000650
http://www.mirbase.org/cgi-bin/mirna_entry.pl?acc=MI0000650
http://www.mirbase.org/cgi-bin/mirna_entry.pl?acc=MI0000802
http://www.mirbase.org/cgi-bin/mirna_entry.pl?acc=MI0000802
http://www.mirbase.org/cgi-bin/mirna_entry.pl?acc=MI0000089
http://www.mirbase.org/cgi-bin/mirna_entry.pl?acc=MI0000089
http://www.mirbase.org/cgi-bin/mirna_entry.pl?acc=MI0000085
http://www.mirbase.org/cgi-bin/mirna_entry.pl?acc=MI0000085
http://www.mirbase.org/cgi-bin/mature.pl?acc=MIMAT0000428
http://www.mirbase.org/cgi-bin/mature.pl?acc=MIMAT0000428
http://www.mirbase.org/cgi-bin/mirna_entry.pl?acc=MI0000438
http://www.mirbase.org/cgi-bin/mirna_entry.pl?acc=MI0000438
http://www.mirbase.org/cgi-bin/mirna_entry.pl?acc=MI0005757
http://www.mirbase.org/cgi-bin/mirna_entry.pl?acc=MI0005757
http://www.mirbase.org/cgi-bin/mirna_entry.pl?acc=MI0000479
http://www.mirbase.org/cgi-bin/mirna_entry.pl?acc=MI0000479
http://www.mirbase.org/cgi-bin/mirna_entry.pl?acc=MI0000782
http://www.mirbase.org/cgi-bin/mirna_entry.pl?acc=MI0000782
http://www.mirbase.org/cgi-bin/mirna_entry.pl?acc=MI0000071
http://www.mirbase.org/cgi-bin/mirna_entry.pl?acc=MI0000071
http://www.mirbase.org/cgi-bin/mirna_entry.pl?acc=MI0000789
http://www.mirbase.org/cgi-bin/mirna_entry.pl?acc=MI0000789

3.3.5. RT-gPCR tabanlh miRNA ekspresyon profillerinin degerlendirilmesi

Elde edilen sonuglarda relatif kantitasyon yapilabilmek i¢in AACt metodu kullanildi. Bu
metod ile miRNA Ct degerleri SNORD48 ve U6 housekeeping genleri ile normalize
edildi (Bu deger ACt olarak ifade edilir). Gruplar birbirleri ile karsilagtirildiktan sonra
elde edilen sonuclar AACt'yi vermektedir. Orijinal Ekspresyon Seviyesi (L) her bir
miRNA i¢in asagidaki gibi belirtilmistir.

Su sekildedir;

C
L=2"
(31)

Normalizasyon i¢in hedef miRNA'nin housekeeping miRNA'ya oranlanmasi

gerekmektedir. Bu da,

2-[21{50]]
£ _ {6600 CIHKGI_ 0
2-CI{HKH - -
(3.2)
seklinde betimlenir. iki farkl1 kosuldaki aynt miRNA'nin orani ise,
-AC, 6rnek
2 = AAC
— n-AAlk
2-.%[21 kontrol = 2
(3.3)
AAE AC, (6rnek) - AC, (kontrol)
(3.4

Buradan da son hesaplanacak olan oran su sekilde ortaya ¢ikar,
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z-m{son onral 2-|t:1mm}-mtﬂm}jkgmm ) 24& kontrol

= 2*."!.'\{:1

(3.5)
Buradan ¢ikan sonug, iki farkli kosulda bulunan miRNA'min ne kadar degisim

gosterdigidir.
3.3.6. istatistiksel analiz

Calismada, nominal ve ordinal veriler frekans analiziyle, dl¢lim ve ekpresyon diizeyleri
ise ortalama ve standart sapma degerleri ile tanimlandi. Nominal ve ordinal veriler
arasindaki fark analizlerinde Ki-Kare Benzerlik oran1 ve Ki-Kare testleri kullanildi.
Ekspresyon diizeylerinin ve 6lglim parametrelerinin fark analizlerinden 6nce, normal
dagilima uygunluk i¢in Kolmogorov Smirnov testi yapildi. Normal dagilima uyan
ekspresyon diizeyi parametrelerinin ikili grup farklarinda Bagimsiz Orneklem T-Testi
ile Tukey testi, normal dagilima uymayan parametrelerin ikili grup farklar igin ise
Mann Whitney U testi uygulandi. Ekspresyon diizeylerinin hasta-kontrol
kiyaslamalarinda, kontrol grubunun referans olmasi nedeniyle, hedef/referans
(Target/Reference) degerleri, hasta gruplarinin kendi aralarinda ikili kiyaslamalarinda
ise fold change (degisim, delta CT) degerleri kullanildi. iliskisel tarama analizlerinde
Spearman's rho korelasyon analizi yapildi. Anlamli ¢ikan parametrelerin ileri
analizlerinde binary logistic regresyon analizi ve tanisal degerin olglimiinde ROC
analizi uygulandi. Tim analizler %95 giiven araligi alt siirinda, 0,05 anlamlilik

diizeyinde ve SPSS 17.0 for windows programinda gerceklestirildi.
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4. BULGULAR

Calismaya; HER2(+), TNBC, luminal A ve luminal B olmak {izere meme tiimorlerinin
farklr alt gruplarina ait toplamda 50 meme kanserli hastanin cerrahi operasyon sirasinda
cikarilan taze meme timor dokulart ve bu hastalarin 20'sinin saglikli dokular1 dahil
edildi. Calismaya dahil edilen 50 meme kanserli vakanin yaslari 26 ile 76 arasinda
degismekte olup, ortalama yas 55,46+12,31'dir. Hastalara ait takip stiresi 1 yil ile 10 yil

arasinda degismektedir. Ortalama takip stiresi ise ~5 yildir.

4.1. Hastalara Ait Demografik ve Klinik Ozellikler
Degerlendirilen hastalara ait demografik ve klinikopatolojik 6zelllikler Cizelge 4.1'de

verildi.

Cizelge 4.1. Hasta ve kontrol gruplarina gore bazi demografik ve klinikopatolojik
bulgularin dagilimi

.. Hasta (n=50) Kontrol (n=20)
Degisken = % = % p
Tiimor alt tipi
HER2(+) 7 14 5 25
TNBC 7 14 5 25 0,379?
Luminal A 20 40 5 25
Luminal B 16 32 5 25
Cinsiyet
Kadn 48 96 18 90 0,3527
Erkek 2 4 2 10
BRCA
Yok 36 90 14 82,4 0,434?
Var 4 10 3 17,6
EGFR
Negatif 32 78 11 64,7 0,2992
Pozitif 9 22 6 35,3
P53
Negatif 35 70 14 70 >0,05
Pozitif 15 30 6 30
P63
Negatif 21 44,7 9 50 0,700P
Pozitif 26 55,3 9 50
Kalponin
Negatif 24 51,1 11 61,1 0,467"
Pozitif 23 48,9 7 38,9
E-Kaderin
Negatif 1 2 1 5 0,5178
Pozitif 49 98 19 95
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Cizelge 4.1. Hasta ve kontrol gruplarina gore baz1 demografik ve klinikopatolojik
bulgularin dagilimi (devam)

CK 5/6
Negatif 22 50 10 55,6 0,691°
Pozitif 22 50 8 44,4
CD 10
Negatif 2 50 - - 0,148?
Pozitif 2 50 2 100
PanCK
Negatif 3 21,4 1 16,7 0,805%
Pozitif 11 78,6 5 83,3
Neoadjuvant Tedavi
KT Almis 17 34 7 35
KT, RT Almamis 6 12 3 15 0,803
KT, RT, Herceptin 2 4 0
Yok 25 50 10 50
Adjuvant Tedavi
Hormon Tedavi 1 2 0
KT Almig 3 6 1 5 0,973¢
KT, RT Alms 11 22 5 25
KT, RT, Herceptin 1 2 0
KT, RT Alacak 1 2 1 5
KT, RT Almamis 1 2 1 5
RT Alacak 1 2 1 5
RT Almis 14 28 5 25
Yok 17 34 6 30
Hormon Tedavi
Yok 47 94 19 95 0,869?
Herceptin 3 6 1 5
IHK Sonuc
ER:- PER:- HER-2:- 7 14 5 25
ER:- PER:- HER-2:+ 6 12 4 20
ER:+ PER:- HER-2:- 2 4 0 0,4932
ER:+ PER:- HER-2:+ 1 2 0
ER:+ PER:+ HER-2:- 28 56 8 40
ER:+ PER:+ HER-2:+ 6 12 3 15
Tiimor Lokalizasyonu
Sag 25 50 10 50 >0,05
Sol 25 50 10 50
Evre
1 5 10 3 15
2 29 58 9 45 0,735%
3 15 30 7 35
4 1 2 1 5
Insitu Komponent
25> 8 22,9 4 28,6 0,677
25< 27 77,1 10 71,4
Nekroz
Yok 41 82 15 75 0,515%
Var 9 18 5 25
Lenfatik Invazyon
Yok 38 76 15 75 0,930°
Var 12 24 5 25
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Cizelge 4.1. Hasta ve kontrol gruplarina gore bazi demografik ve klinikopatolojik
bulgularin dagilimi (devam)

Perinoral Invazyon

Yok 38 76 16 80 0,7162

Var 12 24 4 20
Venéz Vaskiiler Invazyon

Yok 46 92 19 95 0,649?

Var 4 8 1 5
Mikrokalsifikasyon

Yok 25 50 10 50 >0,05

Var 25 50 10 50

Ortalama SS  Ortalama SS p

Yas 55,46 12,31 56,95 14,45 0,665¢
Timor Capi 2,16 1,29 2,26 0,89 0,348¢
Metastatik Karsinoma 2,29 2,35 2,25 1,39 0,594¢
BRH 4,16 3,47 4,57 3,15 0,699¢
Ki67 178,68 164,2 203,94 138,98 0,566°

a. Ki-Kare Benzerlik Orani (Likelihood Ratio), b. Ki-Kare Testi, c. Bagimsiz Orneklem T-
Testi, d. Mann Whitney U Testi.

Cizelge 4.1'de kontrol grubu icin verilen degerler, saglikli dokunun alindig1 hastalara
iligkin oOzellikler olup, kontrol grubunun 50 kisilik hasta grubu igerisinde hangi
ozelliklere gore randomize edildigini gostermektedir. Timdr alt tipi hasta grubunda
dagilim %14 HER2(+), %14 TNBC, %40 luminal A ve %32 luminal B seklinde olup,
saglikli meme dokusu her gruptan %25 6rnek olacak sekilde esit alindi. Hasta grubunun
%96's1, kontrol grubunun %901 kadin olup, hasta grubunun %?210'unda, kontrol
grubunun %17,6'ssnda BRCA pozitif bulundu. Hasta grubunun test bakilmis olanlar
icerisinden %22,2'sinde EGFR, %30'unda P53, %55,3'linde Tiimor Protein P63 (P63),
%48,9'unda Kalponin, %98'inde E-Kaderin, %50'sinde Sitokeratin 5/6 (CK 5/6),
%50'sinde CD 10 ve %78,6'sinda Pan Cytokeratin (PanCK) pozitif, kontrol grubunun
test bakilmis olanlar igerisinden %35,3'tinde EGFR, %30'unda P53, %50'sinde P63,
%38,9'unda Kalponin, %95'inde E-Kaderin, %44,4'tinde CK 5/6, %100'inde CD 10 ve
%83,3'linde PanCK pozitif tespit edildi.

Calismaya dahil edilen tim meme kanserli hasta ve kontrol orneklerinin %50'sinde
neoadjuvant tedavi alinmamis olup, adjuvant tedavi ise hasta grubunun %64'iinde,
kontrol grubunun %70'inde alindig1 belirlendi. Hormon tedavi alan hastalar 3, kontrolde

1 kisi olarak tammlandi. Her iki grupta da immiinohistokimyasal (IHK) sonucu
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cogunlukla ER:(+), PER:(+), HER2:(-) olup, sirasiyla oranlar %56 ve %40 olarak
bulundu. Tiimor lokalizasyonu hem hasta, hem de kontrol grubunda %50 sag ve %50
sol seklinde goriildii. Her iki grupta da orneklerin ¢ogunlugu 2. evrede olup, hasta
grubunda bu oran %58 ve kontrol grubunda %45 seklinde belirlendi. Insitu
komponentin hasta grubunda %77,1 ve kontrol grubunda %71,4 oranla 25'in iizerinde
oldugu saptandi. Hasta grubunun %18'inde nekroz, %?24'lnde lenfatik invazyon,
%?24'tinde perinoral invazyon, %8'inde vendz vaskiiler invazyon ve %50'sinde
mikrokalsifikasyon, kontrol grubunun %25'inde nekroz, %25'inde lenfatik invazyon,
%20'sinde perinoral invazyon, %5'inde vendz vaskiiler invazyon ve %50'sinde ise

mikrokalsifikasyon gozlemlendi.

Hastalarin yas ortalamasi dagilimi 55,46+12,31, kontrol grubunun 56,95+14,45 seklinde
tespit edildi. Timor ¢ap1 2,26+0,89 ortalama ile kontrol grubunda daha yiiksek bulundu.
Metastatik karsinoma 2,29+2,35 ortalama ile hasta grubunda daha yiiksek diizeyde
belirlendi. Benign Reaktif Hiperplazi (BRH) ve Ki67 ortalamalarinin ise kontrol
grubunda daha yiiksek oldugu goriildii. Ote yandan hasta ve kontrol grubunun tiim
demografik ve klinikopatolojik verilerinin farklari istatistiksel olarak anlamli bulunmadi
(p>0,05). Calismaya dahil edilen hasta grubu iginden 1limli1 (luminal A ve B) ve agresif
(HER2(+) ve TNBC) meme Kkanseri hastalarinin tamaminin demografik ve
klinikopatolojik verilerle iligkisini gosteren korelasyon sonuglari ise Cizelge 4.2'de

verildi.
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Cizelge 4.2. Ilimli ve agresif meme Kkanseri hasta gruplarmin demografik ve
klinikopatolojik verilerle iligkisi i¢in yapilan Spearman’s rho korelasyon analizi
sonugclari

Degisken r p
Cinsiyet -0,1 0,49
BRCA -0,168 0,3
EGFR -0,436** 0,004
P53 0,019 0,893
P63 0,21 0,157
Kalponin 0,320* 0,028
E-Kaderin -0,089 0,538
CK 5/6 0,102 0,51
CD 10 -0,577 0,423
PanCK 0,055 0,852
Neodjuvant KT -0,154 0,285
Neoadjuvant RT -0,327* 0,02
Adjuvant KT -0,175 0,224
Adjuvant RT -0,064 0,658
Hormon Tedavi -0,218 0,129
Yas 0,216 0,132
Timor Lokalizasyonu 0,000 10,000
Tiimér Evresi -0,315* 0,026
Tiimor Capt -0,162 0,26
Metastatik Karsinoma -0,524** 0,009
BRH -0,179 0,282
Insitu Komponent -0,102 0,56
Nekroz Durumu -0,403** 0,004
Ki67 -0,386** 0,007
Lenfatik invazyon -0,275 0,053
Perinoral invazyon 0,246 0,085
Venoz Vaskiiler invazyon -0,144 0,317
Mikrokalsifikasyon -0,089 0,538
*p<0,05 **p<0,01

Analiz sonuglarina gore, tiimoriin luminal tipte durumuyla EGFR, neoadjuvant RT
alimi, hastaligin evresi, metastatik karsinoma ve nekroz durumu ve de Ki67 arasinda
istatistiksel olarak anlamli ve negatif yonde korelasyon tespit edildi (p<0,05, p<0,01).
Agresif hasta grubundan, ilimli hasta grubuna gegiste bu degerlerin tamaminda azalma
saptandi. Ayrica, tiimoriin luminal A veya B tipinde olma durumuyla kalponin arasinda

istatistiksel olarak anlamli ve pozitif yonde bir iliski belirlendi (p<0,05).
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Calismada, meme kanserinin farkli alt gruplarma ait toplamda 50 meme kanserli
hastanin ve bu hastalardan 20'sinin taze timor ve normal dokularinda let-7¢c, miR-15b-
5p, miR-17-5p, miR-27a, miR-31, miR-34a, miR-125b, miR-135a-5p, miR-142, miR-
150-3p, miR-200c, miR-340, miR-374a, miR-381 ve miR-935 miRNA'larinin
ekspresyon analizleri gerceklestirildi. Elde edilen bulgular, hastalara ait demografik ve
klinikopatolojik ozellikler ile karsilastirilarak istatistiksel olarak analiz edildi.
Degerlendirilen doku orneklerinin igerigi ve hasta gruplarmin dagilimi Cizelge 4.3'de

sunuldu.

Cizelge 4.3. Meme Kanseri Hasta Gruplarinin Dagilimi

Molekiiler Histolojik Molekiiler  Histolojik

Hasta alt tip alt tip Doku tipi Hasta alt tip alt tip Doku tipi
Invaziv : Invaziv

1 HER2(+)  Dukal  Tamor Normal 26 OV NAL Dukal  Tumor
Karsinoma Karsinoma
Invaziv : Invaziv

2 HER2(+) Duktal Timér Normal 27 LUMANAL Duktal Timor
Karsinoma Karsinoma
Invaziv . Invaziv

3 HER2(+)  Duktal  Timor Normal 28 “UMMNAL ikl Timor
Karsinoma Karsinoma
Invaziv : Invaziv

4 HER2(+) Duktal Tiimér Normal 29 LUM’iNAL Duktal Timor
Karsinoma Karsinoma
Invaziv . Invaziv

5 HER2(+) Duktal Timoér Normal 30 LUMANAL Duktal Timor
Karsinoma Karsinoma
Invaziv : Invaziv

6 HER2(+) Duktal Timor 31 LUMAI\N AL Duktal Timor
Karsinoma Karsinoma
Invaziv . Invaziv

7 HER2(+)  Duktal  Timér 22 POMINAL Dukal  Tamor
Karsinoma Karsinoma
Invaziv . Invaziv

8 TNBC Duktal Timor Normal 33 LUMANAL Duktal Tumor
Karsinoma Karsinoma
Invaziv . Invaziv

9 TNBC  Duktal  Tamor Normal 34 “OMINAL pual  Tamor
Karsinoma Karsinoma
Invaziv ; Invaziv

10 TNBC Duktal Timor Normal 35 LUMéNAL Duktal Timor  Normal
Karsinoma Karsinoma
Invaziv ; Invaziv

11 TNBC Duktal Timor Normal 36 LUMéN AL Duktal Timor  Normal
Karsinoma Karsinoma
Invaziv ; Invaziv

12 TNBC Duktal Timor Normal 37 LUMéNAL Duktal Timor  Normal
Karsinoma Karsinoma
Invaziv ; Invaziv

13 TNBC Duktal Timor 38 LUMéN AL Duktal Timor  Normal
Karsinoma Karsinoma
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Cizelge 4.3. Meme Kanseri Hasta Gruplarinin Dagilim1 (devam)

Invaziv . Invaziv
14 TNBC Duktal Timor 39 LUMéN AL Duktal Tim6ér  Normal
Karsinoma Karsinoma
: Invaziv ; Invaziv
15 LUMANAL Duktal Tiumor  Normal 40 LUMéNAL Duktal Timor
Karsinoma Karsinoma
: Invaziv ; Invaziv
16 LUMANAL Duktal Timor  Normal 41 LUMéNAL Duktal Timor
Karsinoma Karsinoma
. invaziv . Invaziv
17 LUMANAL Duktal Tiumor  Normal 42 LUMéNAL Duktal Timor
Karsinoma Karsinoma
. invaziv . invaziv
18 LUM;NAL Duktal Timoér Normal 43 LUMéN AL Duktal Tiumor
Karsinoma Karsinoma
. Invaziv : Invaziv
19 LUMANAL Duktal Timor  Normal 44 LUMéNAL Duktal Timor
Karsinoma Karsinoma
. invaziv . invaziv
20 LUMINAL Duktal Timor 45 LUMINAL Duktal Timor
A - B .
Karsinoma Karsinoma
. invaziv . invaziv
21 LUMINAL Duktal Timor 46 LUMINAL Duktal Tiumor
A . B .
Karsinoma Karsinoma
. Invaziv : Invaziv
22 LUMINAL Duktal Tiimo6r 47 LUMINAL Duktal Timor
A - B .
Karsinoma Karsinoma
. invaziv . invaziv
23 LUMINAL Duktal Timor 48 LUMINAL Duktal Timor
A - B .
Karsinoma Karsinoma
. invaziv . invaziv
24 LUMINAL Duktal Timor 49 LUMINAL Duktal Tiamor
A - B .
Karsinoma Karsinoma
. Invaziv : Invaziv
25 LUMANAL Duktal Tiimor 50 LUMéN AL Duktal Timor
Karsinoma Karsinoma

Elde edilen miRNA ekspresyon seviyeleri, tim hasta grubunda ve hasta gruplar

arasinda karsilastirilarak istatistiksel olarak analiz edildi. Buna gore, ¢alismaya dahil
edilen tim meme kanserli hastalarda miR-31 (p=0,034) ve miR-150-3p (p=0,034)

ekspresyon seviyelerindeki artig istatistiksel olarak anlamli bir bulundu (p<0,05)

(Cizelge 4.4). Diger miRNA'larin ekspresyon seviyelerinin tiim hasta ve kontrol grubu

arasindaki farklari istatistiksel olarak anlamli saptanmadi (p>0,05).
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miR-31

Cizelge 4.4. Tim meme kanserli hastalar ile kontrol grubunun miRNA ekspresyon
diizeyleri fark analizi sonuglari

Hasta (n=50) Kontrol (n=20)
miRNA'lar
Ortalama Std. Sapma Ortalama Std. Sapma
miR-34a TR 000995 001143 001715  0,03361 0.266°
miR-142 TR 0,00148  0,00329  0,00115 000162 0,398
Let-7c TR 0,00101  0,00130  0,00378  0,00892  0,943°

miR-125b TR 0,00105  0,00205  0,00219  0,00552 0,275
miR-200c TR 0,03776  0,05214  0,08659  0,21482 0.830°

miR-340 TR 0,00333  0,00475  0,00861  0,01885 0.765°
miR-31 TR 0,07532 010919  0,03818  0,07190 0,034?
miR-27a TR 0,00832  0,01192  0,01022  0,01789 0413

miR-135a-5p TR 000117  0,00207  0,00131  0,00225 0.149°
miR-15b-5p TR 000090  0,00155  0,00190  0,00377  0.079°
miR-935 TR 001222 001372 003115 0,05616 0,326"
miR-150-3p TR 046107 041631  0,22862  0,15489 0,034
miR-374a TR 0,00190  0,00205  0,00441  0,01083 0,210°
miR-17-5p TR 000389  0,00642  0,00716  0,01351 0.380°

miR-381 TR 0,00620  0,00731  0,01139  0,02444 0,750
a. Mann Whitney U Testi, TR: Target/Referans Degeri.

Calismaya dahil edilen hastalarin miR-31 ve miR-150-3p ekspresyon dagilimlart Sekil
4.1'de gosterildi.
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Sekil 4.1. Hasta ve kontrol grubunun miR-31 ve miR-150-3p ekspresyon dagilimlari

88



Tim hastalarda miR-31 ve miR-150-3p ekspresyon diizeylerinin hem daha yiiksek
ortalamaya, hem daha fazla degisim araligina, hem de daha fazla u¢ degerlere sahip
oldugu belirlendi. Diger bir ifadeyle, hastalarda miR-31 ve miR-150-3p
ekspresyonlarinin daha diizensiz oldugu goriildii. Ardindan anlamlilik belirlenen bu iki
miRNA'nim hastaligin tanisindaki yeterliligi ise ROC analizi ile degerlendirildi. Hasta
ve kontrol gruplarinin miR-31 ve miR-150-3p ekspresyonu tanisal degeri i¢in yapilan

ROC analizi sonucu Sekil 4.2'de verildi.

ROC CURVE
— miR-31
miR-150-3p
1,0+ . Referans
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Sekil 4.2. Meme kanserli hastalarda miR-31 ve miR-150-3p ekspresyonlarinin tanisal
degerleri i¢in yapilan ROC analizi sonucu

ROC analizi sonuglarina gore, miR-31 ve miR-150-3p ekspresyonlarinin tanisal
degerleri %66,3 olup, istatistiksel olarak anlamli saptandi (AUC: 0,663; p<0,05).
Ekspresyon cut off degeri 0,24157 olarak alindiginda, sensitivite %68 ve spesivite %70

olarak belirlendi.

Devaminda, istatistiksel olarak anlamli bulunan miR-31 ve miR-150-3p ekspresyon

diizeyleri, Spearman’s rho korelasyon analizi ile hastalara ait demografik ve
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Klinikopatolojik veriler ile karsilastirildi (Cizelge 4.5). Elde edilen bulgular
dogrultusunda, miR-31 ekspresyon diizeyi CK5/6 ile istatistiksel olarak anlamli ve
pozitif yonde; metastatik karsinoma durumu, insitu komponent ve Ki67 ile istatistiksel
olarak anlamli ve negatif yonde iliskili bulundu (p<0,05). Yine korelasyon analizi
sonuglarina gore, miR-150-3p ekspresyonunun P63 ile istatistiksel olarak anlamli ve
pozitif yonde; neoadjuvant KT alimi ve insitu komponent ile istatistiksel olarak anlaml

ve negatif yonde iliskili oldugu tespit edildi (p<0,05) (Cizelge 4.5).

Cizelge 4.5. Meme kanserli hastalarda miR-31 ve miR-150-3p ekspresyon diizeyleri ile
demografik ve Klinikopatolojik veriler arasindaki iligki i¢in yapilan Spearman’s rho
korelasyon analizi sonuglari

Degisken miR-31 miR-150-3p
Cinsiyet 0,122 0,143
BRCA -0,120 -0,039
EGFR 0,022 0,187
P53 -0,035 0,109
P63 0,156 0,288"
Kalponin 0,160 0,234
E-Kaderin -0,136 -0,064
CK 5/6 0,283" 0,038
CD 10 0,207 0,207
PanCK 0,412 0,369
Neoadjuvant KT -0,120 -0,258"
Neoadjuvant RT -0,055 -0,034
Adjuvant KT 0,066 0,191
Adjuvant RT 0,024 0,086
Hormon Tedavi -0,204 -0,131
Yas 0,151 0,051
Tiimor Lokalizasyonu 0,030 0,108
Evre -0,172 -0,112
Tiimor Capt -0,080 -0,126
Metastatik Karsinoma -0,423" -0,218
BRH -0,031 -0,063
Insitu Komponent -0,326°  -0,326"
Nekroz -0,051 0,078
Ki67 -0,275" 0,036
Lenfatik 1nvazy0n -0,073 -0,014
Perinoral 1nvazyon 0,114 -0,029
Vendz Vaskiiler invazyon -0,144 -0,086
Mikrokalsifikasyon 0,045 0,139
*p<0,05
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4.2. Kontrol Grubuna Goére Meme Kanseri Hasta Gruplar Arasindaki Farklar

Elde edilen miRNA ekspresyon seviyeleri kontrol grubuna gore; HER2(+), TNBC,

luminal A ve luminal B gruplari ile karsilastirilarak istatistiksel olarak analiz edildi.

4.2.1. Kontrol grubu ile HER2(+) grubu arasinda ekspresyon diizeyleri fark analizi

sonug¢lari

HER2(+) hasta grubu ile kontrol grubu kiyaslandiginda, miR-15b-5p ekspresyon
diizeyindeki diisiiste istatistiksel olarak anlamlilik gézlemlendi (p<0,05) (Cizelge 4.6).
miR-15b-5p disindaki miRNA'larin ekspresyon diizeylerinin HER2(+) grubundaki
degisim farki istatistiksel olarak anlamli bulunmadi (p>0,05). HER2(+) ve kontrol
gruplarinin miR-15b-5p ekspresyon diizeylerinin dagilimlar Sekil 4.3'de gosterildi.

Cizelge 4.6. Kontrol grubu ile HER2(+) grubu arasinda miRNA ekspresyon diizeyleri
fark analizi sonuglari

HER2(+) (n=7) Kontrol (n=20)
miRNA'lar
Ortalama Std. Sapma Ortalama Std. Sapma
miR-34a TR 0,0116 0,0188 0,0172 0,0336  0,498°
miR-142 TR 0,0006 0,0007 0,0011 0,0016  0,935?
Let-7c TR 0,0005 0,0007 0,0038 0,0089  0,263%
miR-125b TR 0,0002 0,0001 0,0022 0,0055  0,130°
miR-200c TR 0,0105 0,0044 0,0866 0,2148  0,341°
miR-340 TR 0,0019 0,0029 0,0086 0,0188  0,850?
miR-31 TR 0,0278 0,0414 0,0382 0,0719  0,766°
miR-27a TR 0,0049 0,0062 0,0102 0,0179  0,850?

miR-135a-5p TR 0,0008 0,0009 0,0013 0,0022  0,725°
miR-15b-5p TR~ 0,0002 0,0002 0,0019 0,0038  0,005%
miR-935 TR 0,0052 0,0039 0,0312 0,0562  0,935°
miR-150-3p TR 0,3446 0,2575 0,2286 0,1549  0,431°
miR-374a TR 0,0006 0,0008 0,0044 0,0108  0,850?
miR-17-5p TR 0,0011 0,0011 0,0072 0,0135  0,766°
miR-381 TR 0,0054 0,0068 0,0114 0,0244  >0,05
a. Mann Whitney U Testi, TR: Target/Referans Degeri
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Sekil 4.3. HER2(+) ve kontrol grubunun miR-15b-5p ekspresyon diizeyi dagilimi

Sekil 4.3'de goruldigi gibi, kontrol grubunun miR-15b-5p ekspresyon diizeyi daha
yiiksek saptandi. Ayni zamanda kontrol grubunda degisim araligi ve u¢ degerler de,
HER2(+) grubuna goére daha fazla belirlendi. Diger bir ifadeyle, kontrol grubundaki
hastalarin miR-15b-5p ekspresyon diizeyleri birbirine daha fazla uzak, HER2(+)
grubundakilerin ise birbirine daha yakin oldugu tespit edildi.

4.2.2. Kontrol grubu ile TNBC grubu arasinda ekspresyon diizeyleri fark analizi

sonuclari

Fark analizi sonuglarina gore, let-7¢ ve miR-200c ekspresyon diizeyleri TNBC hasta
grubunda istatistiksel olarak anlamli disiis gosterdi (p<0,05) (Cizelge 4.7). Diger
miRNA'larin ekspresyon diizeylerinin TNBC ve kontrol grubu arasindaki farklari
istatistiksel olarak anlamli tespit edilmedi (p>0,05). TNBC ve kontrol grubunun let-7c

ve MiR-200c ekspresyon diizeylerinin dagilimlar Sekil 4.4'de verildi.
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Let-7c

Cizelge 4.7. Kontrol grubu ile TNBC grubu arasinda miRNA ekspresyon diizeyleri fark
analizi sonuglar1

TNBC (n=7) Kontrol (n=20)
miRNA’lar
Ortalama Std. Sapma Ortalama Std. Sapma
miR-34a TR 0,0031 0,0056 0,0172 0,0336 0,063
miR-142 TR 0,0008 0,0010 0,0011 0,0016 0,978
Let-7c TR 0,0001 0,0003 0,0038 0,0089  0,0132
miR-125b TR 0,0003 0,0003 0,0022 0,0055 0,162%
miR-200c TR 0,0162 0,0291 0,0866 0,2148 0,048
miR-340 TR 0,0008 0,0009 0,0086 0,0188 0,2882
miR-31 TR 0,0122 0,0247 0,0382 0,0719 0,1982
miR-27a TR 0,0064 0,0138 0,0102 0,0179  0,370?

miR-135a-5p TR 0,0026 0,0050 0,0013 0,0022  0,341°
miR-15b-5p TR 0,0015 0,0023 0,0019 0,0038  0,850*

miR-935 TR 0,0064 0,0090 0,0312 0,0562  0,808°
miR-150-3p TR 0,3467 0,3426 0,2286 0,1549  0,685%
miR-374a TR 0,0007 0,0011 0,0044 0,0108  0,766%
miR-17-5p TR 0,0017 0,0029 0,0072 0,0135 0,893
miR-381 TR 0,0032 0,0049 0,0114 0,0244 0,533

a. Mann Whitney U Testi, TR: Target/Referans Degeri
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Sekil 4.4. TNBC ve kontrol grubunun let-7c ve miR-200c ekspresyon diizeylerinin
dagilimlari
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Her iki miRNA'nin ekspresyon degeri TNBC hasta grubunda daha diisiik diizeyde
belirlendi.

4.2.3. Kontrol grubu ile luminal A grubu arasinda miRNA ekspresyon diizeyleri

fark analizi sonuglar:

Luminal A hasta grubunda miR-31 ekspresyon diizeyi istatistiksel olarak anlamli artis,
miR-15b-5p ekspresyon diizeyi ise istatistiksel olarak anlamli diisiis gosterdi (p<0,05)
(Cizelge 4.8). Diger miRNA'larin ekspresyon diizeylerinin luminal A ve kontrol
gruplari arasindaki farklar istatistiksel olarak anlamli bulunmadi (p>0,05). Luminal A
ve kontrol gruplarinin miR-31 ve miR-15b-5p ekspresyon diizeylerinin dagilimlart Sekil
4.5'de verildi.

Cizelge 4.8. Kontrol grubu ile luminal A grubu arasinda miRNA ekspresyon diizeyleri
fark analizi sonuglari

Luminal A (n=20) Kontrol (n=20)
miRNA'lar
Ortalama Std. Sapma Ortalama Std. Sapma
miR-34a TR 0,0114 0,0120 0,0172 0,0336  0,1022
miR-142 TR 0,0023 0,0049 0,0011 0,0016  0,142?
Let-7c TR 0,0015 0,0018 0,0038 0,0089  0,602?

miR-125b TR 0,0010 0,0024 0,0022 0,0055  0,301%
miR-200c TR 0,0375 0,0566 0,0866 0,2148  0,841°

miR-340 TR 0,0040 0,0059 0,0086 0,0188  0,565*
miR-31 TR 0,1063 0,1287 0,0382 0,0719  0,0062
miR-27a TR 0,0083 0,0110 0,0102 0,0179  0,165°

miR-135a-5p TR  0,0006 0,0008 0,0013 0,0022  0,565°
miR-15b-5p TR 0,0005 0,0010 0,0019 0,0038  0,0102
miR-935 TR 0,0082 0,0102 0,0312 0,0562  0,841°
miR-150-3p TR 0,3787 0,4014 0,2286 0,1549  0,211°
miR-374a TR 0,0018 0,0022 0,0044 0,0108  0,265?
miR-17-5p TR 0,0044 0,0087 0,0072 0,0135  0,461°
miR-381 TR 0,0074 0,0098 0,0114 0,0244  0,738°
a. Mann Whitney U Testi, TR: Target/Referans Degeri
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Sekil 4.5. Luminal A ve kontrol grubunun miR-31 ve miR-15b-5p ekspresyon
diizeylerinin dagilimlari

Elde edilen bulgulara gore, miR-31 ekspresyon diizeyi luminal A grubunda daha genis
degisim araligina ve ortalamaya sahipken, miR-15b-5p'nin kontrol grubunda daha fazla
ortalama ve degisim araligina sahip oldugu belirlendi. Ug degerler ya da ortalamadan
sapan hasta sayis1 her iki miRNA'nin ekspresyonlart degerlendirildiginde, kontrol

grubunda daha fazla oldugu tespit edildi.

4.2.4. Kontrol grubu ile luminal B grubu arasinda ekspresyon diizeyleri fark

analizi sonuclar:

Luminal B hasta grubunda miR-31, miR-135a-5p, miR-150-3p ve miR-374a ekspresyon
diizeyleri istatistiksel olarak anlamli artis gosterdi (p>0,05) (Cizelge 4.9). Diger
miRNA'larin ekspresyon seviyelerinin luminal B ile kontrol grubu arasindaki
farklarinda istatistiksel olarak anlamlilik saptanmadi (p>0,05). Luminal B ve kontrol

gruplarinda anlamli ¢ikan miRNA ekspresyon diizeylerinin dagihmi Sekil 4.6'da
belirtildi.
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Cizelge 4.9. Kontrol grubu ile luminal B grubu arasinda miRNA ekspresyon diizeyleri
fark analizi sonuglari

Luminal B (n=16) Kontrol (n=20)
miRNA'lar
Ortalama Std. Sapma Ortalama Std. Sapma
miR-34a TR 0,0103 0,0081 0,0172 0,0336  0,158?
miR-142 TR 0,0011 0,0016 0,0011 0,0016  0,814°
Let-7c TR 0,0010 0,0007 0,0038 0,0089  0,211°
miR-125b TR 0,0018 0,0023 0,0022 0,0055  0,814%
miR-200c TR 0,0595 0,0583 0,0866 0,2148  0,352°
miR-340 TR 0,0042 0,0045 0,0086 0,0188  0,440?
miR-31 TR 0,0850 0,1129 0,0382 0,0719  0,0092
miR-27a TR 0,0107 0,0144 0,0102 0,0179  0,459°

miR-135a-5p TR  0,0014 0,0011 0,0013 0,0022  0,0392
miR-15b-5p TR 0,0015 0,0019 0,0019 0,0038  0,888?

miR-935 TR 0,0229 0,0162 0,0312 0,0562  0,053?
miR-150-3p TR 0,6649 0,4720 0,2286 0,1549  0,0022
miR-374a TR 0,0044 0,0108 0,0031 0,0019  0,0392
miR-17-5p TR 0,0054 0,0051 0,0072 0,0135  0,124*
miR-381 TR 0,0064 0,0042 0,0114 0,0244  0,459?

a. Mann Whitney U Testi, TR: Target/Referans Degeri
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Sekil 4.6. Luminal B ve kontrol grubunun miR-31, miR-135a-5p, miR-150-3p ve miR-
374a ekspresyon diizeylerinin dagilimlari

Edinilen bulgular incelendiginde, miR-31, miR-135a-5p ve miR-150-3p ekspresyon
diizeyleri luminal B grubunda, miR-374a ekspresyon diizeyinin ise kontrol grubunda

daha yiiksek ortalamaya sahip oldugu belirlendi. Degisim araliklarinin luminal B
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grubunda genel olarak daha yiiksek diizeyde oldugu saptandi.
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4.3. Meme Kanseri Hasta Gruplar1 Arasindaki Farklar

Elde edilen miRNA ekspresyon seviyeleri, ¢alismaya dahil edilen tiim hasta gruplar

arasinda karsilastirilarak istatistiksel olarak analiz edildi.

4.3.1. HER2(+) ile TNBC hasta gruplarinin ekspresyon diizeyleri ve fark analizi

sonug¢lari

Fark analizi sonuglarina gore, miR-15b-5p ekspresyon diizeyi TNBC hasta grubunda,
HER2(+) grubuna gore istatistiksel olarak anlamli derecede daha yiiksek tespit edildi
(p<0,05) (Cizelge 4.10). Bunun disinda ¢alismada incelenen diger miRNA'larin
ekspresyon seviyelerinin HER2(+) ve TNBC gruplar arasindaki farklari istatistiksel
olarak anlamli bulunmadi (p>0,05). HER2(+) ve TNBC gruplarinin miR-15b-5p
ekspresyon diizeyi dagilimlar1 Sekil 4.7'de verildi.

Cizelge 4.10. HER2(+) ile TNBC hasta gruplarinin miRNA ekspresyon diizeyleri ve
fark analizi sonuglari

HER2(+) (n=7) TNBC (n=7)
miRNA'lar
Ortalama Std. Sapma Ortalama Std. Sapma
miR-34a FC 0,67684 1,09349 0,18088 0,32373  0,073?
miR-142 FC 0,56078 0,58666 0,65876 0,84555  0,9022
Let-7c FC 0,12635 0,18898 0,03793 0,08019  0,259?

miR-125b FC 0,08764 0,06170 0,12005 0,12670  0,902*
miR-200c FC 0,12130 0,05114 0,18693 0,33567  0,209?

miR-340 FC 0,22495 0,33556 0,08838 0,10445  0,209?
miR-31 FC 0,72680 1,08549 0,32019 0,64800 0,165°
miR-27a FC 0,47752 0,60462 0,63076 1,34670  0,259°

miR-135a-5p FC  0,57540 0,66196 1,96911 3,85883  0,7102
miR-15b-5p FC  0,08024 0,12058 0,80057 1,19468  0,038?
miR-935 FC 0,16745 0,12505 0,20430 0,28916  >0,05
miR-150-3p FC ~ 1,50748 1,12622 1,51654 1,49879  0,710°
miR-374a FC 0,14553 0,19151 0,15446 0,25503  >0,05°
miR-17-5p FC 0,15032 0,14709 0,23042 0,40926  0,902%
miR-381 FC 0,47160 0,59953 0,28045 0,43358 0,383
a. Mann Whitney U Testi, b. Tukey Testi, FC: Fold Change
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Sekil 4.7. HER2(+) ve TNBC hasta gruplarinin miR-15b-5p ekspresyon diizeyi
arasindaki farklar

Elde edilen veriler dogrultusunda, TNBC grubunda miR-15b-5p ekspresyonu ortalamasi
ve degisim araliginin daha yiiksek, HER2(+) grubunda ise daha diisiik oldugu belirlendi.

43.2. HER2(+) ile luminal A hasta gruplarmmin ekspresyon diizeyleri ve fark

analizi sonuclar:

miR-200c ekspresyon diizeyi luminal A grubunda, HER2(+) grubuna gore istatistiksel
olarak anlamli derecede daha yiiksek saptandi (p<0,05) (Cizelge 4.11). Diger
MiRNA'larin ekspresyon diizeylerinin HER2(+) ve luminal A gruplari arasindaki
farklar istatistiksel olarak anlamli bulunmadi (p>0,05). HER2(+) ve luminal A hasta
gruplariin miR-200c ekspresyon diizeyi arasindaki farklar Sekil 4.8'de belirtildi.
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Cizelge 4.11. HER2(+) ile Luminal A hasta gruplarmin miRNA ekspresyon diizeyleri
ve fark analizi sonuglari

HER2(+) (n=7) Luminal A (n=20)
miRNA’lar
Ortalama Std. Sapma Ortalama Std. Sapma
miR-34a FC 0,67684 1,09349 0,66694 0,69939 0,570?
miR-142 FC 0,56078 0,58666 1,99787 4,28499  0,263°
Let-7c FC 0,12635 0,18898 0,39254 0,47403  0,116%

miR-125b FC 0,08764 0,06170 0,47113 1,08736  0,431°
miR-200c FC 0,12130 0,05114 0,43273 0,65410 0,0412

miR-340 FC 0,22495 0,33556 0,46787 0,68695 0,5332
miR-31 FC 0,72680 1,08549 2,78342 3,37098  0,081°
miR-27a FC 0,47752 0,60462 0,81188 1,07748  0,145%

miR-135a-5p FC  0,57540 0,66196 0,47049 0,64725 0,570?
miR-15b-5p FC  0,08024 0,12058 0,25375 0,52522  0,314%
miR-935 FC 0,16745 0,12505 0,26186 0,32729  0,850?
miR-150-3p FC  1,50748 1,12622 1,65667 1,75600  0,850°
miR-374a FC 0,14553 0,19151 0,40778 0,50090  0,502°
miR-17-5p FC 0,15032 0,14709 0,61835 1,21182  0,4002
miR-381 FC 0,47160 0,59953 0,64716 0,86216  0,808?
a. Mann Whitney U Testi, b. Tukey Testi, FC: Fold Change
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Sekil 4.8. HER2(+) ve luminal A hasta gruplarinin miR-200c ekspresyon diizeyi
arasindaki farklar
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Luminal A hasta grubunda miR-200c ekspresyon ortalamasi ve degisim araliginin daha

yiiksek, HER2(+) grubunda ise daha diistik oldugu goriildii.

4.3.3. HER2(+) ile luminal B hasta gruplarinin ekspresyon diizeyleri ve fark analizi

sonuclari

Elde edilen sonuglara gore, miR-200c, miR-15b-5p, miR-935, miR-374a ve miR-17-5p
ekspresyon diizeylerinin luminal B hastalarinda HER2(+) hastalarina gore istatistiksel
olarak anlamli derecede daha yiiksek oldugu belirlendi (p<0,05) (Cizelge 4.12). Bunun
disinda aragtirmada incelenen miRNA ekspresyon diizeylerinin HER2(+) ve luminal B
hastalar1 arasindaki farklarinda istatistiksel olarak anlamlilik saptanmadi (p>0,05).
HER2(+) ve luminal B vakalar1 arasindaki miR-200c, miR-15b-5p, miR-935, miR-374a
ve MiR-17-5p ekspresyon diizeyleri farklar1 Sekil 4.9'da gosterildi.

Cizelge 4.12. HER2(+) ile luminal B hasta gruplarinin miRNA ekspresyon diizeyleri ve
fark analizi sonuglari

HER2(+) (n=7) Luminal B (n=16)
miRNA'lar
Ortalama Std. Sapma Ortalama Std. Sapma
miR-34a FC 0,67684 1,09349 0,60300 0,46981  0,452%
miR-142 FC 0,56078 0,58666 0,99564 1,40075 0,9742
Let-7c FC 0,12635 0,18898 0,27514 0,17356  0,055%

miR-125b FC 0,08764 0,06170 0,81680 1,04920 0,175%
miR-200c FC 0,12130 0,05114 0,68706 0,67370  0,015%

miR-340 FC 0,22495 0,33556 0,48642 0,52339  0,341°
miR-31 FC 0,72680 1,08549 2,22748 2,95629  0,0892
miR-27a FC 0,47752 0,60462 1,04555 1,40552 0,413?

miR-135a-5p FC  0,57540 0,66196 1,10117 0,83782  0,1542
miR-15b-5p FC  0,08024 0,12058 0,78566 0,98583 0,018
miR-935 FC 0,16745 0,12505 0,73551 0,51926  0,0082
miR-150-3p FC ~ 1,50748 1,12622 2,90860 2,06441  0,249°
miR-374a FC 0,14553 0,19151 0,70088 0,44127  0,029°
miR-17-5p FC  0,15032 0,14709 0,75860 0,71753 0,018
miR-381 FC 0,47160 0,59953 0,56249 0,36808  0,535?
a. Mann Whitney U Testi, b. Tukey Testi, FC: Fold Change
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Sekil 4.9. HER2(+) ve luminal B hasta gruplarinin miR-200c, miR-15b-5p, miR-935,
miR-374a ve miR-17-5p ekspresyon diizeyleri arasindaki farklar
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Luminal B hastalarinda; miR-200c, miR-15b-5p, miR-935, miR-374a ve miR-17-5p
ekspresyon ortalamalar: ve degisim araliginin daha yiiksek, HER2+ hasta grubunda ise

daha diistik oldugu belirlendi.

4.3.4. TNBC ile luminal A hasta gruplarimin ekspresyon diizeyleri ve fark analizi

sonug¢lari

miR-34a, let-7c, miR-200c, miR-31 ve miR-27a ekspresyon seviyeleri istatistiksel
olarak anlamli sekilde luminal A grubunda daha yiiksek diizeyde tespit edildi (p<0,05)
(Cizelge 4.13). Arastirmada incelenen diger miRNA'larin ekspresyon diizeylerinin
TNBC ve luminal A gruplari arasindaki farklari istatistiksel olarak anlamli bulunmadi
(p>0,05). TNBC ve luminal A gruplar1 arasindaki miR-34a, let-7c, miR-200c, miR-31
ve MiR-27a ekspresyon diizeyleri farklar1 Sekil 4.10'da sunuldu.

Cizelge 4.13. TNBC ile luminal A hasta gruplarinin miRNA ekspresyon diizeyleri ve
fark analizi sonuglari

TNBC (n=7) Luminal A (n=20)
miRNA'lar
Ortalama Std. Sapma Ortalama Std. Sapma
miR-34a FC 0,18088 0,32373 0,66694 0,69939 0,011
miR-142 FC 0,65876 0,84555 1,99787 4,28499  0,240?
Let-7c FC 0,03793 0,08019 0,39254 0,47403  0,0092

miR-125b FC 0,12005 0,12670 0,47113 1,08736  0,533?
miR-200c FC 0,18693 0,33567 0,43273 0,65410 0,0312

miR-340 FC 0,08838 0,10445 0,46787 0,68695 0,0722
miR-31 FC 0,32019 0,64800 2,78342 3,37098  0,003%
miR-27a FC 0,63076 1,34670 0,81188 1,07748 0,0132

miR-135a-5p FC  1,96911 3,85883 0,47049 0,64725 0,431°
miR-15b-5p FC ~ 0,80057 1,19468 0,25375 0,52522  0,0722
miR-935 FC 0,20430 0,28916 0,26186 0,32729  0,5332
miR-150-3p FC  1,51654 1,49879 1,65667 1,75600  0,8082
miR-374a FC 0,15446 0,25503 0,40778 0,50090  0,532°
miR-17-5p FC 0,23042 0,40926 0,61835 1,21182  0,145%
miR-381 FC 0,28045 0,43358 0,64716 0,86216 0,314%
a. Mann Whitney U Testi, b. Tukey Testi, FC: Fold Change
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Sekil 4.10. TNBC ve luminal A hasta gruplarinin miR-34a, let-7c, miR-200c, miR-31
ve miR-27a ekspresyon diizeyleri arasindaki farklar
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Luminal A hastalarinda miR-34a, let-7c, miR-200c, miR-31 ve miR-27a ekspresyon
diizeylerinin daha genis bir aralikta degisim gosterdigi belirlendi. TNBC hastalarinda

ise miRNA'larin ekspresyon diizeylerinin birbirine daha yakin degerler aldig goriildii.

4.3.5. TNBC ile luminal B hasta gruplarinin ekspresyon diizeyleri ve fark analizi

sonug¢lari

Elde edilen bulgular baglaminda, miR-34a, let-7c, miR-31, miR-935, miR-374a ve miR-
17-5p ekspresyon diizeyleri istatistiksel olarak anlamli sekilde luminal B grubunda daha
yiiksek diizeyde saptandi (p<0,05) (Cizelge 4.14). Calismada degerlendirilen diger
miRNA'larin ekspresyon diizeylerinin TNBC ve luminal B gruplar1 arasindaki farklar
istatistiksel olarak anlamlilik gostermedi (p>0,05). TNBC ve luminal B hastalar
arasindaki miR-34a, let-7c, miR-31, miR-935, miR-374a ve miR-17-5p ekspresyon
diizeyleri farklar1 Sekil 4.11'de verildi.

Cizelge 4.14. TNBC ile luminal B hasta gruplarinin miRNA ekspresyon diizeyleri ve
fark analizi sonuglari

TNBC (n=7) Luminal B (n=16)
miRNA'lar
Ortalama Std. Sapma Ortalama Std. Sapma
miR-34a FC 0,18088 0,32373 0,60300 0,46981 0,018
miR-142 FC 0,65876 0,84555 0,99564 1,40075  0,8202
Let-7c FC 0,03793 0,08019 0,27514 0,17356  0,000?

miR-125b FC 0,12005 0,12670 0,81680 1,04920 0,278
miR-200c FC 0,18693 0,33567 0,68706 0,67370  0,055?

miR-340 FC 0,08838 0,10445 0,48642 0,52339  0,055?
miR-31 FC 0,32019 0,64800 2,22748 2,95629  0,0042
miR-27a FC 0,63076 1,34670 1,04555 1,40552  0,1032

miR-135a-5p FC  1,96911 3,85883 1,10117 0,83782  0,376?
miR-15b-5p FC ~ 0,80057 1,19468 0,78566 0,98583  >0,05
miR-935 FC 0,20430 0,28916 0,73551 0,51926  0,0082
miR-150-3p FC  1,51654 1,49879 2,90860 2,06441 0,118°
miR-374a FC 0,15446 0,25503 0,70088 0,44127  0,033°
miR-17-5p FC 0,23042 0,40926 0,75860 0,71753  0,0332
miR-381 FC 0,28045 0,43358 0,56249 0,36808  0,1982
a. Mann Whitney U Testi, b. Tukey Testi, FC: Fold Change
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TNBC ve luminal B hasta gruplarmin miR-34a, let-7c, miR-31, miR-935,

miR-374a ve miR-17b-5p ekspresyon diizeyleri arasindaki farklar
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Luminal A ile TNBC hastalar1 kiyaslamasinda oldugu gibi burada da, Luminal B
hastalarmin miR-34a, let-7c, miR-31, miR-935, miR-374a ve miR-17b-5p ekspresyon
diizeylerinin daha fazla degisim araligina sahip oldugu belirlendi. TNBC hastalarinda

ise miRNA'larin ekspresyon diizeyleri birbirine daha yakin gortildii.

4.3.6. Luminal A ile luminal B hasta gruplarimin ekspresyon diizeyleri ve fark
analizi sonuclari

miR-135a-5p, mIiR-15b-5p, miR-935 ve miR-150-3p ekspresyon diizeylerinin
istatistiksel olarak anlamli sekilde luminal B grubunda daha yiiksek diizeyde oldugu
belirlendi. (p<0,05) (Cizelge 4.15). Calismada incelenen diger miRNA'larin ekspresyon
seviyelerinin luminal A ve luminal B hasta gruplari arasindaki farklar istatistiksel
olarak anlamli bulunmadi (p>0,05). Luminal A ve luminal B hastalar1 arasindaki miR-
135a-5p, miR-15b-5p, miR-935 ve miR-150-3p ekspresyon diizeyleri farklar1 Sekil
4.12'de gosterildi.

Cizelge 4.15. Luminal A ile luminal B hasta gruplarinin miRNA ekspresyon diizeyleri
ve fark analizi sonuclari

Luminal A (n=20) Luminal B (n=16)
MIRNA'lar Ortalama Std. Sapma Ortalama Std. Sapma P
miR-34a FC 0,66694 0,69939 0,60300 0,46981  0,9372
miR-142 FC 1,99787 4,28499 0,99564 1,40075 0,4042
Let-7c FC 0,39254 0,47403 0,27514 0,17356  0,888?

miR-125b FC 0,47113 1,08736 0,81680 1,04920  0,290°
miR-200c FC 0,43273 0,65410 0,68706 0,67370  0,1582

miR-340 FC 0,46787 0,68695 0,48642 0,52339  0,838?
miR-31 FC 2,78342 3,37098 2,22748 2,95629  0,962?
miR-27a FC 0,81188 1,07748 1,04555 1,40552  0,814%

miR-135a-5p FC  0,47049 0,64725 1,10117 0,83782  0,006?
miR-15b-5p FC  0,25375 0,52522 0,78566 0,98583  0,0492
miR-935 FC 0,26186 0,32729 0,73551 0,51926  0,0022
miR-150-3p FC  1,65667 1,75600 2,90860 2,06441 0,0212
miR-374a FC 0,40778 0,50090 0,70088 0,44127  0,182°
miR-17-5p FC 0,61835 1,21182 0,75860 0,71753  0,067%
hsamiR 381 FC  0,64716 0,86216 0,56249 0,36808  0,765?
a. Mann Whitney U Testi, b. Tukey Testi, FC: Fold Change
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Sekil 4.12. Luminal A ve luminal B hasta gruplarinin miR-135a-5p, miR-15b-5p, miR-
935 ve miR-150-3p ekspresyon diizeyleri arasindaki farklar

Luminal A hasta grubundaki tiim anlamli ¢ikan mMiIRNA ekspresyon diizeylerinde,
Luminal B hasta grubuna gore daha dar bir degisim araligi goriildii ve miRNA'larin

deger araliklart Luminal A grubunda birbirine daha yakin olarak belirlendi.

4.3.7. Ilnmh (luminal A ve luminal B) ve agresif (HER2(+) ve TNBC) hasta

gruplarimin miRNA ekspresyon diizeyleri ve fark analizi sonuclar:

[liml1 hasta grubunda miR-34a, let-7c, miR-200c, miR-31, miR-27a, miR-935, miR-
374a ve miR-17-5p ekspresyon diizeylerinin istatistiksel olarak anlamli derecede daha
yiikksek oldugu belirlendi (p<0,05) (Cizelge 4.16). Diger miRNA'larin ekspresyon
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diizeylerinin gruplar arasindaki farklar istatistiksel olarak anlamli bulunmad: (p>0,05).
Ilimli grupta miR-34a, let-7c, miR-200c, miR-31, miR-27a, miR-935, miR-374a ve
mMiR-17-5p ekspresyon diizeylerinin dagilimi Sekil 4.13'de verildi.

Cizelge 4.16. Ilimli (luminal A ve luminal B) ve agresif (HER2(+) ve TNBC) hasta
gruplarinin miRNA ekspresyon diizeyleri ve fark analizi sonuglari

Agresif Grup (n=14) Ilmh Grup (n=36)

MIRNA'lar Ortalama Std. Sapma Ortalama Std. Sapma P
miR-34a FC 0,42886 0,81638 0,63852 0,60098 0,0262
miR-142 FC 0,60977 0,70101 1,55243 3,32618  0,300°
Let-7c FC 0,08214  0,14682 0,34036 0,37201 0,001

miR-125b FC 0,10384 0,09721 0,62476 1,06957  0,160%
miR-200c FC 0,15411 0,23317 0,54577 0,66573  0,0022

miR-340 FC 0,15667 0,24905 0,47611 0,61128  0,0542
miR-31 FC 0,52350 0,88438 2,53634 3,16114 0,001
miR-27a FC 0,55414 1,00603 0,91573 1,22096 0,0192

miR-135a-5p FC  1,27225 2,75640 0,75079 0,79326  0,829°
miR-15b-5p FC ~ 0,44040 0,89730 0,49016 0,79882  0,650°
miR-935 FC 0,18588 0,21488 0,47237 0,48030 0,0422
miR-150-3p FC  1,51201 1,27366 2,21308 1,97445  0,3532
miR-374a FC 0,15000 0,21672 0,53805 0,49140  0,000°
miR-17-5p FC 0,19037 0,29836 0,68069 1,01135 0,017
miR-381 FC 0,37602 0,51234 0,60953 0,68074  0,243?
a. Mann Whitney U Testi, b. Tukey Testi, FC: Fold Change
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Sekil 4.13. Ilimli (luminal A + luminal B) ve agresif (HER2(+) ve TNBC) hasta
gruplarinin miR-34a, let-7c, miR-200c, miR-31, miR-27a, miR-935, miR-374a ve miR-
17-5p ekspresyon diizeyleri arasindaki farklar

Sekilde belirtildigi gibi, genel olarak ilimli hasta grubunda miRNA'larin ekspresyon
diizeylerinin, agresif gruba gore daha genis degisim araligina sahip oldugu belirlendi.
Agresif hasta grubunda miRNA ekspresyon diizeylerinin dagilimi birbirine daha yakin
degerlerde olup, daha az ¢esitlilik gosterdigi tespit edildi.

Ardindan, bu grupta anlamli olan miRNA'larin ekspresyon seviyelerinin ve Cizelge
4.2'de prognostik faktor olarak bulunan EGFR, kalponin, neoadjuvant RT alimi,
hastaligin evresi, metastatik karsinoma durumu ve nekroz durumu ve de Ki67
parametrelerinin multivariate olarak etkinligi i¢in yapilan binary logistic regresyon

analizi sonuglar1 Cizelge 4.17'de gosterildi.
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Cizelge 4.17. Timli (luminal A ve luminal B) ve agresif (HER2(+) ve TNBC) hasta
gruplar1 arasinda anlamlilik saptanan miRNA ekspresyon diizeylerinin multivariate
olarak etkinligi i¢in yapilan binary logistic regresyon analizi sonuglari

B S.E. Wald p OR
miR-34a FC 160 697 052 819 1,173
Let-7¢c FC 556 2,760 041 840 1,743
miR-200c FC 12,026 5,818 4272 039 167011,057
miR-31 FC 1,271 1,065 1424 233 3,565
miR-27aFC  -4,799 2,031 5583 018 008
miR-935 FC  -4,825 4,830 998 318 008
miR-374aFC 3,984 3,567 1248 264 53,742
miR-17-5p FC 3,386 4,540 556 456 29,535
Constant -1,015 664 233 126 362

-2 log likelihood: 31,012; Cox & Snell R?: 0,432; Nagelkerke R?: 0,622
FC: Fold Change

Logistic regresyon analizi sonuglarina gore, anlamli fark olan miRNA ekspresyonlarinin
etkileri bir arada degerlendirildiginde, sadece miR-200c ve miR-27a ekspresyonlarinin
etkileri istatistiksel olarak anlamli bulundu (p<0,05). Regresyon analizi yapilirken,
hiyerarsik regresyon (stepwise) yapilarak; EGFR, kalponin, neoadjuvant RT alimu,
hastaligin evresi, metastatik karsinoma nekroz durumu ve de Ki67 parametreleri 6nce
tek tek, sonra birlikte (enter yontemi ile) regresyona dahil edildi. Ancak her bir
basamakta, miRNA ekspresyonu diginda parametre eklenen regresyon analizinde
kovaryans matrisi olusmadi. Mikro ortama makro degiskenlerin etki etmedigini ortaya
koyan bu bulgunun 1s18inda, miR-200c ve miR-27a parametrelerinin meme kanserinin
ilmhi ya da agresif Ozellikte olma durumunu belirlemede etkili olabilecegi

goriilmektedir. Bunun igin yapilan ROC analizi sonuglar1 Sekil 4.14'de verildi.
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Sekil 4.14. Tliml1 (luminal A ve B) ve agresif (HER2(+) ve TNBC) hasta gruplarinda
miR-200c ve miR-27a ekspresyonlarinin tanisal degerleri i¢in yapilan ROC analizi
sonucu

Timorin 1hml ya da agresif 6zellikte olup olmama durumunu degerlendirmede miR-
200c ekspresyonunun tanisal giicli %78 olarak bulundu (AUC: 0,780; p<0,02). miR-
200c ekspresyonunun 0,116125 cut off degeri igin sensitivite %80,6 ve spesivite %64,3
olarak belirlendi. miR-27a ekspresyonunun ise tanisal degeri %71,6 olarak tespit edildi
(AUC: 0,716; p<0,05). miR-27a ekspresyonunun 0,2141400 cut off degeri igin

sensitivite %75 ve spesivite %78,6 olarak saptandi.
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5. TARTISMA ve SONUC

Meme kanseri diinya ¢apinda kadin popiilasyonunda en sik goriilen kanser formu olup,
kanser teshisi konan hastalarin yaklasik %251 (1,7 milyon) ve tiim kansere
yakalananlarin %15'1 (0,5 milyondan fazla) dahil olmak {izere diinyadaki kadinlarin
yaklagik %12'sini etkilemektedir (Torre ve ark. 2015, Hosseini ve ark. 2018, Vahidian
ve ark. 2019). Meme tiimorleri heterojendir ve IHC boyama ile anahtar proteinlerin
(ER, PR ve ERBB2 olarak da adlandirilan HER2) ekspresyonlarmna gore patolojik
olarak siniflandirilir. Hormon reseptorleri pozitif olan grup, HER2 ve Ki67
ekspresyonuna dayanarak luminal A ve luminal B olan iki alt tiire ayrilir. Luminal A
timorleri %23,7'lik bir prevalansa sahip olup, HER2 ve Ki67 proliferasyon indeksi
negatiftir ve hormonal tedaviye yanit verirler. Luminal B alt tipi ise, %38,8 prevalansi
ile HER2(-), Ki67(+) ve %14 prevalansi ve kotli sonucu ile HER2(+), Ki67(+) olarak
boliinmiistiir. Hormon reseptorleri negatif grup; HER2(+), EGFR ve CK5/6 pozitif olan
bazal veya TNBC ve klaudin diisiik olarak boliinmiistiir; bunlar sirasiyla %11,2, 25 ve
14'lik bir prevalansa sahiptir ve yliksek derecede heterojen olmalari, daha yiiksek niiks
oranlart ve daha kotii prognozlar ile karakterize edilir (Dai ve ark. 2015, Mandujano-
Tinoco ve ark. 2017). Primer meme tiimérlerinin ¢ogu ER (+)/PR(+)/HER2(-)'dir ve
hastalar cerrahi, radyasyon, kemoterapi ve hormon tedavileri (anti-6strojen terapileri
olarak da adlandirilir) ile tedavi edilir. Ne yazik ki, hastalarin %30-40'inda mevcut
tedavilere direng ve metastatik hastalik gelismektedir (Klinge 2018, Piggott 2018). Bu
nedenle meme kanserinde, giiniimiiz tedavilerinin yeterli etkinlikte saglanamamasinin

altinda yatan mekanizmalarin aydinlatilmasi gerekmektedir.

Meme kanseri klinik ve genetik olarak heterojen bir hastaliktir (Waterworth 2003, Ponti
ve ark. 2006, Duru ve ark. 2012) ve hastalarda en biiyiik 6liim nedeni meme kanseri
metastatik timorlerdir (Kang ve ark. 2003, Ma ve ark. 2007, Park ve ark. 2007,
Gjerdrum ve ark. 2010). Biriken ¢alismalar ve kanitlar, meme kanseri tiimorlerinin
cogunun, "timor baglatan hiicreler" veya KKH'ler olarak tanimlanan kok hiicrelerin
genel Ozelliklerini agiklayan bir hiicre alt grubundan alinan heterojen bir tiimor hiicre
kiitlesi igerdigini gostermektedir (Wicha 2006). Bu hiicrelerin, sadece tiimdriin
baslatilmasini ve biiylimesini saglamakla kalmayip, ayn1 zamanda timdr metastazina ve

terapotik  dirence de aracilik ettigi  bilinmektedir. 2003 yilinda ilk kez
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(CD44+/CD24—/Lin—/diisiik) fenotipli hiicreler MKKH olarak tanimlanmistir (Wicha,
2006). O zamandan beri, giivenilir bir fenotip olan CD44+/CD24— ve daha yakin
zamanlarda ise ALDH ekspresyonu, MKKH'lerin izolasyonu ve belirlenmesi igin
kullanilmistir (Ponti ve ark. 2006, Perrone ve ark. 2012). MKKH'ler; kendi kendini
yenileme, tiimor olusumu, niiks, metastaz, kemoterapiye direng ve kanser hiicrelerinin
heterojen siniflarini iiretme yetenegi gibi entegre o6zelliklere sahip kiigiik hiicrelerin alt
tiirleridir (Clarke ve ark. 2006). MKKH'lerin spesifik belirtegleri, tiimoriin gelisiminden
metastaza kadar olan tiim basamaklarda gorev alabilmektedir. MKKH’lerin bu
fonksiyonlarimi yerine getirmesinde sinyal yolaklarinin kendine has diizenlenmesi de
kritik rol oynamaktadir. MKKH'lerde Wnt, Notch, Hedgehog gibi gelisimsel sinyal
yolaklarin bir veya birkagcinin anormal diizenlenmesi diger sinyal yolaklarimin da
anormalligine sebep olarak farkli fizyolojik sonuclara yol agmaktadir (Takebe ve ark.
2011). MKKH'erin sistemik tedavinin etkinligini diisiirmesi sebebiyle giincel
caligmalar bu sinyal yolaklarin1 hedefleyebilecek ozellikte yeni terapdtik stratejilerin

gelistirilmesine odaklanmis haldedir.

miRNA'lar, ¢coklu sinyal yolaklarin1 diizenleyen ve iligkili genleri hedefleyerek kanser
ilerlemesini etkileyen, kiiciik, kodlayict olmayan RNA'lardir. miRNA'lar, genin 3'UTR
bolgesine baglanarak hedef mRNA'larin bozulmasini indiikleyebilir veya engelleyebilir
(Gupta ve ark. 2009, Visvader ve Lindeman 2012, Fan ve ark. 2017). miRNA'larin
kanserle iliskisini ortaya koyan ilk ipuglar1 arasinda, siklikla minimal amplifikasyon
bolgeleri, heterozigotluk kaybi, kirilgan bolgeler ve onkogenler veya tiimor baskilayici
genler i¢indeki veya yakinindaki ortak kirilma bdlgeleri igeren kansere bagli genomik
bolgelerde bulunmalaridir (Calin ve ark. 2004, Fabbri ve ark. 2008). miRNA'lar meme
kanseri de dahil olmak lizere bir¢cok insan kanserinin baslamasi ve ilerlemesinde rol
oynar. Bununla birlikte ortaya ¢ikan kanitlar, miRNA'larin, onkogenlerin veya tiimor
baskilayict genlerin hedeflenmesi yoluyla MKKH'lerin karakteristikleri tizerinde
etkilerinin oldugunu gostermektedir. MKKH'lerin tiimér olmayan meme kanseri
hiicrelerine kiyasla farkli bir miRNA ekspresyon profili sergiledigini gostermistir.
Anormal miRNA ekspresyonu, c¢esitli sinyal yolaklar1 araciligiyla MKKH'lerin
karsinogenezine ve kendi kendini yenilemesine katkida bulunabilir. Ilaveten, kok hiicre

diizenleyici genlerin ekspresyonuna etki ederek farklilasmada 6nemli rol oynayabilir
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(Fabbri ve ark. 2008, Schwarzenbacher ve ark. 2013, Fan ve ark. 2017). Bu nedenle,
kanser kok hiicre ile iliskili kilit sinyal yolaklarinda gorevli miRNA'larin
ekspresyonlarinin meme tlimdrlerinin prognozu, tedavi takibi ve yanitinda biyobelirteg

olarak kullanilip kullanilmayacaginin arastirilmasi gerekmektedir.

Bu dogrultuda, mevcut tez ¢alismasinda, meme kanserli hasta 6rneklerinde KKH sinyal
yolaklarinda gorev alan let-7c, miR-15b-5p, miR-17-5p, miR-27a, miR-31, miR-34a,
miR-125b, miR-135a-5p, miR-142, miR-150-3p, miR-200c, miR-340, miR-374a, miR-
381, miR-935 miRNA’larin ekspresyon seviyelerindeki farkliliklarin ve olasi etkilerinin
aci8a c¢ikarilmasi hedeflendi. Yapilan analizler sonucunda, ¢aligmaya dahil edilen tiim
meme kanserli vakalarin timor Orneklerinde miR-31 (p=0.034) ve miR-150-3p
(p=0.034) ekspresyon seviyelerindeki artis istatistiksel olarak anlamli bulundu. Anlamli
iki miRNA'dan miR-31'in, meme kanseri ile iligkisini ortaya koyan literatiirde az sayida
calisma bulunmasi, miR-150-3p ile ilgili literatiirde meme kanseriyle iligkili herhangi
bir caligma bulunmamasi ve ¢alismada degerlendirilen hasta orneklerinin meme
timorlerinin  alt tiplerini igeriyor olmasi elde edilen bulgularin 6zgilinliigiini

olusturmaktadir.

miR-31, meme kanserinde bir anti-metastatik miRNA olarak bilinmektedir. miR-31,
prometastatik genlerin ekspresyonunu inhibe ederek birden fazla asamada metastazi
onlemektedir. miR-31'in metastaz1 inhibe etme kabiliyeti, Integrin Alfa (5) (ITGAS),
Radixin (RDX) ve RhoA igeren prometastatik hedef genlerden olusan bir kohortun
baskilanmasi yoluyla iligkilendirilmistir. miR-31 aracili RhoA baskilanmasi, hem lokal
invazyonu hem de erken invazivasyon olaylarini etkilemektedir. Artmis miR-31
ekspresyonunun onkojenik NF-kB yolagini inhibe ettigi ve bu nedenle bir timor
baskilayict miRNA olarak islev gordiigii ifade edilmistir (Lv ve ark. 2017). Bununla
birlikte, onkogen EMSY, transkripsiyon faktorii ETS-1 ve KDMS5B ile igbirligi yoluyla
miR-31'i hedefleyerek, bu miRNA'nin transkripsiyonel baskilanmasina ve ¢ok sayida
fenotipik etkiye neden olmaktadir (Mulrane ve ark. 2014). Bir arastirmada, Protein
kinaz C epsilonu (PRKCE geni tarafindan kodlanan PKCg¢) miR-31'in yeni bir dogrudan
hedefi olarak belirlenmis ve PKCe'nin asagi regiilasyonunun, bozulmus NF-«B
sinyallesmesi, gelismis apoptoz ile sonuglandigi, MCF10A ve MDA-MB-231 iigli

negatif meme kanseri hiicrelerinin iyonlastirici radyasyona ve ayrica kemoterapotiklerle
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tedaviye duyarhiligmin arttig gosterilmistir (Korner ve ark. 2013). flaveten miR-31,
kanserde invazyon-metastaz kaskadina katilan birkag kritik genin anahtar
diizenleyicisidir. miR-31'in, kanser hiicresi invazyon ve metastazinin temel yonlerini
diizenlemek ic¢in birka¢ integrin alt birimini spesifik olarak hedefleyebildigi

gosterilmistir (Augoff ve ark. 2011).

Schmittgen (2010) calismasinda, miR-31'in, meme kanseri hiicreleri ve dokularinda
metastaz ile ilgili bir dizi geni diizenledigini belirlemistir. Cesitli yaklasimlar
kullanilarak, miR-31'in hiicresel seviyelerinin, hiicrenin invazyon ve metastaz yapma
yetenegi ile iliskili oldugunu; artmig miR-31 seviyesine sahip hiicrelerin daha az
metastatik oldugunu saptamistir. Daha yiiksek miR-31 ekspresyonu veya miR-31 hedef
genlerinin daha diisiik ekspresyonu olan meme kanseri hastalarinin uzun siireli sagkalim
gosterdigini belirleyerek caligmasini, hasta dokularina genisletmistir. Sonucunda,
invazyon ve metastazi diizenlemek i¢in miR-31 miRNA'sin1 tanimlamig ve bu
miRNA'nin meme kanserinde metastazin terapotik miidahalesi i¢in yol gosterici

oldugunu ifade etmistir (Schmittgen 2010).

Gergeklestirilen bir diger ¢alismada, miR-31 ekspresyonunun TNBC dokusu ve hiicre
hattinda asagi regiile edildigi bulunmustur. MDA-MB-231 hiicre hatti, 5-aza-2'-
deoksisitidin - (5-AZA-CdR) ile tedavi edildikten sonra miR-31 ekspresyonu
arttirllmistir. miR-31 ekspresyonunu arttirmak, MDA-MB-231 hiicre gogiinii ve
invazyonunu 6nemli 6l¢lide inhibe etmistir. Bunun yaninda miR-31 ekspresyonunun
asagl regililasyonunun, MCF-7 hiicre goclinii ve invazyonunu arttirabilecegi ifade
edilmistir. Tiimor proliferasyonu ve invazyonu ile iliskili, adenin ve timin agisindan
zengin dizi igeren SATB Homeobox 2 (SATB2)'nin ekspresyonu, miR-31 ile negatif
korelasyon gostermis ve MCF-7 ve MDA-MB-231'de yukar regiile edilmistir. SATB2
ekspresyonunun susturulmasi, MCF-7 ve MDA-MB-231 hiicre ¢ogalmasini, go¢iinii ve
invazyonunu onemli Olgiide inhibe etmistir. Lusiferaz deneyi, SATB2'nin miR-31'in
dogrudan bir hedefi oldugunu gostermistir. Birlikte ele alindiginda, bu sonuglar miR-
31'in SATB2 ekspresyonunu baskilayarak TNBC hiicrelerinin gogiinii ve invazyonunu

inhibe ettigini gostermektedir (Luo ve ark. 2016).
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Baska bir calismada arastiricilar, tanimlanan 1098 meme kanseri hastasinin miRNA
sekans dizilerini ve ilgili klinikopatolojik verileri TCGA veri tabanindan indirmisler,
tam karakterize edilmis miRNA profilleri olan 253 hastay1 analiz i¢in belirlemislerdir. 3
miRNA'nin (miR-31, miR-16-2, ve miR-484) hasta prognozu ile anlamli ve bagimsiz
bir sekilde iligkili oldugu ve iyi stabilite ile gergeklestirildigini belirlemislerdir. Caligsma
sonucunda, miR-484'in yiiksek ekspresyonunun kotii prognozu gosterdigi, miR-31 ve
mMiR-16-2'nin yiiksek ekspresyonunun daha iyi prognozu gosterdigi belirlenmistir.
Ozellikle bazal benzeri ve hormon reseptdrii pozitif meme kanseri alt tiplerinde meme
kanseri prognozunu dogru olarak tahmin edebilen 3 miRNA imzas1 gosterilmistir.
Ayrica, ilave deneyler bu miRNA ekspresyon farkliliklarinin meme kanseri hiicre

dongiisii ve proliferasyonu ile iliskili oldugunu dogrulamstir (Shi 2019).

Mevcut tez calismasinda, meme kanserinin molekiiler alt gruplarima (HER(+), TNBC,
luminal A ve luminal B) gore ayrilan hastalar arasinda gerceklestirilen ekspresyon
analizleri sonucunda, miR-31'in degerlendirilen diger hasta gruplarina kiyasla sadece
luminal A ve luminal B hasta gruplarinda istatistiksel olarak anlamli bulunmustur
(swrasiyla, p=0.006, p=0.009). Ayrica meme kanserli hastalari ilimli (luminal A ve
luminal B) ve agresif (HER2(+) ve TNBC) grup olarak ayirip, miRNA ekspresyon
farkliliklarint inceledigimizde de, miR-31 ilimli (luminal A ve luminal B) hasta
grubunda istatistiksel olarak anlamli tespit edilmistir (p=0.001). miR-31, meme kanseri
metastazinin potansiyel diizenleyicisi olarak dikkat ¢ekmekte ve ¢oklu genleri
hedefleyerek meme kanseri metastazini inhibe edebilmektedir. miR-31'in yukari
regiilasyonu luminal olanlar gibi daha az agresif meme kanseri alt tipleri ile iligkili olup,
asagi regiilasyonu TNBC gibi daha agresif meme kanseri alt tipleri ile iliskilidir. Bu
baglamda elde edilen bu bulgu, literatiirii destekler nitelikte olup luminal tip meme
kanserli hastalarda miR-31 ekspresyon seviyesi degerlendirilerek, tiimoriin agresivitesi
ve hastada metastaz gelisebilme riski ile ilgili bilgi sahibi olunabilir. Boylece hastaya
uygulanacak bireye 6zgii tedavi protokollerine katki saglanabilir. Bu durum hastalikla
daha etkin sekilde miicadele etmeyi ve daha iyi bir klinik iyilesmeyi beraberinde getirir

ve ilgili hasta grubunun yasam kalitesini yiikseltir.

Calismada, tiim meme kanserli hastalarda istatistiksel anlamlilik saptanan bir diger

miRNA, miR-150-3p'nin meme kanseri ile iliskisini gdsteren literatiirde herhangi bir
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calisma bulunmamaktadir. Diger kanser tiirleri ile baglantist incelendiginde, 2018
yilinda Koshizuka ve arkadaslari, bag ve boyun yasst epitel hiicreli karsinomda
(HNSCC), miR-150-5p ve miR-150-3p'nin her ikisinin de 6nemli 6l¢lide diisiik regiile
edildigini ve bu miRNA'larin HNSCC hiicrelerinde antitiimoér miRNA'lar olarak islev
gordiigiinii saptamislardir. Toplam 19 gen, miR-150-5p ve miR-150-3p'nin hedefleri
arasinda olup, bunlar arasinda SPARC (Osteonectin) ve kazal benzeri proteoglikan 1
(SPOCKI) dogrudan HNSCC hiicrelerindeki her iki miRNA tarafindan diizenlenmistir.
SPOCKI1 ekspresyonunun HNSCC hiicre agresifligini arttirdigi gosterilmistir. Sonug
olarak, miR-150-5p ve miR-150-3p'nin asag1 regilasyonu ve SPOCKI1'in asiri
ekspresyonunun, HNSCC'nin agresifligine katkida bulundugu belirlenmistir (Koshizuka
ve ark. 2018). Bir diger ¢alismada, miR-150, miR-150-5p ve miR-150-3p'nin 6zofagus
yasst epitel hiicreli karsinomdaki (ESCC) onkojenik hedefleri nasil diizenledigi
arastirtlmis, hem miR-150-5p hem de miR-150-3p'nin ESCC kanser hiicresi gogiinii ve
invazyonunu inhibe ettigi tespit edilmistir. Bu da her iki miRNA'nin antitimor
miRNA'lar olarak islev gordiigiinii gostermektedir. Birlikte ele alindiginda, miR-150-5p
hem de miR-150-3p'nin asagi regiilasyonu ve SPOCKI!'in agir1 ekspresyonunun,
HNSCC'de oldugu gibi ESCC patogenezinde de rol oynadigi ifade edilmistir (Osako ve
ark. 2017).

Bagka bir arastirmada, prostat kanseri (PCa) ve kastrasyona direncli prostat kanserinde
(CRPC), miR-150-5p ve miR-150-3p'nin fonksiyonel 6nemi arastirilmistir. Yapilan
analizler sonucunda, her iki miRNA'nin kanser hiicresi go¢iinii ve invazyonunu énemli
olgiide baskiladigr gosterilmistir. SPOCK1'in, dogrudan miR-150-5p ve miR-150-3p'nin
hedefi oldugunun bilinmesi ve SPOCKI'in siRNA tarafindan susturulmasi, kanser
hiicresi agresivitesini inhibe etmistir. Bununla birlikte, PCa ve CRPC dokularinda
SPOCKI'in asir1 ekspresyonu gozlenmistir. Ozetle, miR-150-5p ve miR-150-3p'nin
HNSCC'de ve ESCC'de oldugu gibi PCa ve CRPC hiicrelerinde de antitiimor
miRNA'lar olarak islev gordiigii belirlenmistir (Okato ve ark. 2017).

Elde edilen bulgulardan yola ¢ikarak, literatiirdeki diger kanser tiirlerinde miR-150-
3p'nin  antitimor  Ozelliginde bir miRNA oldugunun belirlenmesi, yiiksek
ekspresyonunun hiicre gogii ve invazyonu baskiladigi, diisiik ekspresyonunun hiicre

agresifligine katkida bulundugunun bildirilmesi, meme kanserinde elde -ettigimiz
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sonuglarin, literatiirdeki diger kanser tipleriyle orantili oldugunu gostermektedir. Ayrica
calismada, miR-150-3p ekspresyonu artisi, diger alt tiplere kiyasla luminal B alt tipinde
istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p=0.002). Luminal A ve B kendi arasinda
karsilastirildiginda ise luminal B alt tipindeki artista yine anlamlilik saptanmistir
(p=0.021). Mevcut bulgu ile luminal B tip meme kanserli hastalarda miR-150-3p
ekspresyon diizeyinin analizi, hastaligin seyri ile ilgili bilgi verilebilmesine ve tedavi

seceneklerinin genisletilebilmesine katki saglayabilir niteliktedir.

Ardindan, meme kanserli hastalarda miR-31 ve miR-150-3p ekspresyon diizeylerindeki
degisimler ile demografik ve klinikopatolojik veriler arasindaki iliski degerlendirildi ve
miR-31 ekspresyon diizeyi CK5/6 ile istatistiksel olarak anlamli ve pozitif yonde;
metastatik karsinoma durumu, insitu komponent ve Ki67 ile istatistiksel olarak anlamli
ve negatif yonde iliskili bulundu (p<0,05). Yine korelasyon analizi sonuglarina gore,
miR-150-3p ekspresyonunun P53 ile istatistiksel olarak anlamli ve pozitif yonde;
neoadjuvant KT alimi ve insitu komponent ile istatistiksel olarak anlamli ve negatif
yonde iligkili oldugu tespit edildi (p<0,05). miR-31'in anti-metastatik bir miRNA
oldugunun bilinmesi, yiiksek ekspresyonunun hastaligin prognozunu isaret eden
parametreler (metastatik karsinoma durumu, insitu komponent ve Ki67) ile negatif
korelasyon gdstermesi elde ettigimiz ilk bulguyu destekler niteliktedir. Ozellikle, miR -
31 ekspresyonunda artis belirlenen vakalarda, Ki67 degeri daha kiiciiktiir. Ki67
degiskeninin; timdr bilylikligl, hastaligin evresi ve invazyon ile dogrudan iliskili
oldugu bilinmektedir ve yiliksek Ki67 orani kotii prognostik faktor olarak ifade edilir
(Trihia ve ark. 2003). miR-150-3p ekspresyon seviyesindeki artisin P53 ile pozitif
yonde, insitu komponent ile negatif yonde bir anlamlilik gostermesi de, elde ettigimiz
sonucu dogrulamaktadir. Bu bilgiler 1s181inda; miR-31 ekspresyon diizeyindeki degisim
ile Ki67 arasinda istatistiksel olarak anlamlilik elde edilmesi ve miR-150-3p'nin
hastaligin seyrini ifade eden degiskenlerle anlamli korelasyon gostermesi, ilgili
miRNA'larin meme kanserinde prognoz takibinde kullanilabilir birer biyobelirteg¢ aday1
olabilecegini gostermektedir. Devaminda, miR-31 ve miR-150-3p'nin tanisal giiciinii
incelemek i¢cin ROC analizleri gergeklestirildi ve her iki miRNA'nin meme kanseri
tanisinda orta duyarlikta birer biyobelirte¢ adayr olabilecegi belirlendi (sirasiyla

AUC=0,663, AUC=0,663).
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Calismada, molekiiler alt tiplere gore ayirdigimiz ilimli (luminal A ve B) ve agresif
(HER2(+) ve TNBC) hasta gruplar1 arasinda yapilan karsilastirmada ise, 1limli hasta
grubunda miR-34a (p=0,026), let-7c (p=0,001), miR-200c (p=0,002), miR-31
(p=0,001), miR-27a (p=0,019), miR-935 (p=0,042), miR-374a (p=0,000) ve miR-17-5p
(p=0,017) ekspresyon diizeylerinin istatistiksel olarak anlamli derecede daha yiiksek
oldugu belirlendi. Daha sonra, ilimli ve agresif meme kanseri hasta gruplarmin
demografik ve klinikopatolojik Ozelliklerle iliskisine bakildi ve tiimoriin luminal tipte
olmasi ile EGFR, neoadjuvant RT alimi, hastalifin evresi, metastatik karsinoma, nekroz
durumu ve de Ki67 arasinda istatistiksel olarak anlamli ve negatif yonde korelasyon
tespit edildi (p<0,05). Ayrica, timoriin luminal A veya B tipinde olma durumuyla
kalponin arasinda anlamli ve pozitif yonde bir iliski belirlendi (p<0,05) ve agresif hasta
grubundan, 1liml1 hasta grubuna geciste bu degerlerin tamaminda azalma saptandi.
Istatistiksel anlamlilik belirlenen bu parametreler ile luminal tipteki meme kanserlerinin
prognoz agisindan takibi degerlendirilebilir. Devaminda ilimli (luminal A ve B) ve
agresif (HER2(+) ve TNBC) hasta gruplari arasinda anlamli olan miRNA'larin
ekspresyon seviyelerinin, prognostik faktdr olarak degerlendirilebilecek EGFR,
kalponin, neoadjuvant RT alimi, hastalifin evresi, metastatik karsinoma durumu ve
nekroz durumu ve de Ki67 parametrelerinin etkinligi incelendiginde, sadece miR-200c
(p=0,039) ve miR-27a (p=0,008) ekspresyon diizeyleri istatistiksel olarak anlamli tespit
edildi. Ardindan, tlimoriin 1limli ya da agresif ozellikte olup olmama durumunu
degerlendirmede miR-200c ve miR-27a ekspresyonlarinin tanisal performanslar tespit
edildi (sirasiyla, AUC=0,78, AUC=0,716). miR-200c'nin meme kanseri de dahil olmak
tizere bircok kat1 tiimdrde belirgin tiimdr baskilayict fonksiyon gosterdigi bilinmektedir
(Song ve ark. 2015). Ote yandan, miR-27a meme kanserlerinde tiimér biiyiimesini ve
metastazini destekleyen onkogenik 6zellikte bir miRNA'dir (Teoh ve Das 2017). Elde
edilen bu sonug ile miR-200c ve miR-27a ekspresyon seviyelerindeki farkliliklarin
meme kanserinin 1liml ya da agresif o6zellikte olma durumunu belirlemede etkili,

prediktif degerde birer belirteg olabilecegi goriilmektedir.

Arastirmada, HER2(+) hasta grubunda miR-15b-5p (p=0.005), TNBC hasta grubunda
let-7c (p=0.013) ve miR-200c (p=0.048), luminal A hasta grubunda miR-31 (p=0.006)
ve miR-15b-5p (p=0.010), luminal B hasta grubunda ise miR-31 (p=0.009), miR-135a-
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5p (p=0.039), miR-150-3p (p=0.002) ve miR-374a (p=0.039) istatistiksel olarak anlamli
bulundu. miR-15b-5p; kolorektal, mide, karaciger ve meme kanserinin de iginde
bulundugu bir¢ok kanserde yukari regiilasyon gostermekte ve bunun da meme
kanserinde tiimor biiylimesi ve metastazi, diger kanserlerde hiicre proliferasyonu ve
invazyonunu destekledigi bildirilmistir (Zhao ve ark. 2017, Dong ve ark. 2019, Wu ve
ark. 2020). Calismada, HER2(+) ve luminal A hasta gruplarinda miR-15b-5p
ekspresyonun diisiik seyretmesi ve ilgili miRNAmin yukari regiilasyonunun meme
kanserlerinde tiimor biiylimesini tesvik ettigi diistintildiginde, HER2(+) ve luminal A
tipi meme kanserli hastalarda miR-15b-5p'nin ekspresyon diizeyindeki farklilik ile
tiimoriin agresifligi hakkinda fikir sahibi olunabilir. TNBC hasta grubunda anlamlilik
saptanan ve meme kanserlerinde timor baskilayict 6zellik gosteren let-7¢ ve miR-
200c'nin diistik ekspresyonu, meme kanserlerinin agresif alt tiplerinde kotii prognoz,
lenf nodu pozitifligi, metastaz ve daha kisa sagkalim ile koreledir (Kim ve ark. 2012,
Liu ve ark. 2018). let-7c ve miR-200c, TNBC dokularinin terapétik miidahalesi igin
cekici bir hedef olabilir ancak TNBC hastalarinin metastaz ile iliskili roliinii agikliga
kavusturmada her iki miRNA ekspresyonunun daha biiyiik bir grupta
degerlendirilmesine ihtiya¢ duyulmaktadir. Wnt/B-katenin sinyal yolagi, bir diger
anlamli miRNA, miR-374a'y1 eksprese eden metastatik meme kanseri hiicrelerinde
hiperaktiftir. Meme kanseri hiicre hatlarinda, miR-374a'nin asir1 ekspresyonu hem in
vitro hem de in vivo EMT ve metastaz1 arttirmaktadir. Ayrica miR-374a, WNT
Inhibitér Faktorl (WIF1), PTEN ve WNTSA dahil olmak tizere Wnt/B-katenin sinyal
kaskadinin ¢oklu negatif regiilatdrlerini dogrudan hedefler ve bastirir. Ozellikle miR-
374a, uzak metastazli hastalardan alinan primer timor orneklerinde belirgin sekilde
yukar regiile edilmis ve zayif metastazsiz sagkalim ile iliskilendirilmistir (Cai ve ark.
2013). Calismada, luminal A tipine gore daha agresif ve daha yiiksek proliferasyon
hizina sahip olan luminal B tip hastalarinda miR-374a'nin yukar1 regiilasyonunda
anlamlilik saptanmasi, bu grup hastalarda ilgili miRNA'nin erken metastatik meme

kanseri i¢in terapotik bir hedefi temsil edebilecegi diisiliniilebilir.

Tim veriler bir araya getirilerek degerlendirildiginde, miR-31 ve miR-150-3p
miRNA'lart meme kanseri prognozu ve metastaz olusumunun 6nemli birer belirleyicisi

olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Bu bilgi, klinik anlamda hastanin takip ve tedavisine etki
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etme potansiyeli bulunan yararli bir bilgidir ve bu bilgiyi destekleyecek daha fazla
sayida 0rnek ve miRNA'y1 kapsayan calismalar yapilmasi uygun olacaktir. Bununla
birlikte, 1imli (luminal A ve B) ve agresif (HER2(+) ve TNBC) meme kanserlerinin
ayriminda prediktif ve prognostik potansiyeli olan miR-200c ve miR-27a'nin {imit verici
yeni birer terapotik aday olarak kullanilabilecegi diisiiniilmektedir. Arastirmadan elde
edilen bulgular, gerceklestirilmesi planlanan ileri fonksiyonel c¢aligmalara yol
gostericidir. Bu baglamda calisma ¢iktilarinin - gergeklestirilmesi, ulusal ve/veya
uluslararas1 literatiire yapacag katki acgisindan oldukca degerli olacaktir. Ilgili
miRNA'larin klinik kullanima girebilmesi i¢in bu konuda daha fazla sayida ve uzun

takipli ¢aligmalara da ihtiya¢ duyulmaktadir.
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