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OZET

Akin Mutlu, B. (2020). BRCA1 mutant olan ve olmayan meme kanser hiicre hatlarinda
WISP-1 geninin ekspresyonunun arastirilmasi, Istanbul Universitesi Saglik Bilimleri
Enstitiisii, Temel Onkoloji ABD Yiiksek Lisans Tezi. Istanbul.

Meme kanseri, kadinlarda en sik goriilen malign hastaliktirMeme kanserinde cesitli
genomik farkliliklarin 6zellikle gen ekspresyon diizeylerinin kotii prognoz ile iligkili
oldugu bilinmektedir. Meme tiimorigenezinde Onemli rol alan BRCAL geninin
mutasyonu ve buna bagli WISP-1 geninin aktivasyonu, TP53 geni aracili apoptozu
engellemektedir. Ayrica WISP-1 genini negatif diizenleyen TGFB1’in, meme kanserinde
terapotik bir hedef olabilecegini diisiindiirmektedir. CCN protein ailesinden olan WISP-
1 (CCN4) geni, genellikle farkli kanserlerde yiiksek oranda eksprese edilen bir molekiil
olup kanserde progresyon, uzak metastaz ve kotii prognoz ile iliskilidir. Bu etki s6z
konusu genin onkogen gibi davrandigini gostermektedir, ancak bu genin ayn1 zamanda
baz1 doku tiplerinde tiimor baskilayict gibi davrandigi da bildirilmektedir. Tez
calismasinda cesitli gen mutasyonlar1 tasiyan farkli meme kanser hiicre soylarinda
MDA-MB-231, MDA-MB-453, MCF-7 ve MDA-MB-436, WISP-1 gen ekspresyon
diizeyi degisimi TGFB1 uygulamasina bagl olarak gercek zamanl kantitatif PZR ile
degerlendirildi. MDA-MB-231, MDA-MB-453, ve MCF-7 hiicre hatlarinda, WISP-1
geninde goriilen ekspresyon artigina bagli olarak kanser olusumunda onkogen gibi
davrandig1 gosterildi. MDA-MB-436 hiicre soyunda ise WISP-1 ekspresyonu yok
denecek kadar azdir yani onkogenik 6zellik tasimamaktadir. TGFB1 uygulamas: ile ER-
pozitif MCF-7 hiicre hattinda, WISP-1 ekspresyonu 6 kat artmistir. MCF-7 hiicre
hattinda TGFfB1’in, hiicre proliferasyonunu arttirdigr gortilmiistir. MDA-MB-453,
CDH1 mutant hiicre hattinda TP53 yolaginin diizenli ¢caligmasina bagl olarak TGFf1
uygulamasi sonrast WISP-1 geninde meydana gelen azalis TGFB1’in terapétik bir hedef
olabilecegini gostermektedir.

WISP-1 geni, meme kanseri hiicre hatlarinda gen mutasyonlarina bagli olarak biyolojik
belirte¢ niteligi tasiyabilirken, TGFB1°de terapdtik bir hedef olabilecegi gosterilmistir,

ancak daha detayli ve klinik diizeyde ¢alismalara ihtiyac vardir.

Anahtar Kelimeler: Meme Kanseri, WISP-1, TGFJ1, biyobelirteg, ekspresyon

Bu calisma, Istanbul Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi tarafindan
desteklenmistir. Proje No: TYL-2019-34703; ID: 34703.
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ABSTRACT

Akin Mutlu, B. (2020). Investigation of WISP-1 gene expression in BRCA1 mutant and
non-BRCAL1 breast cancer cell lines. Istanbul University Health Sciences Institute,
Department of Basic Oncology. Master Thesis. Istanbul.

Breast cancer is the most common malignant disease of women.The various genomic
differences particularly gene expression levels are known to be associated with poor
prognosis in breast cancer. The mutation of the BRCAL gene which has a significant
role in breast tumorogenesis, and associated WISP-1 gene activation inhibit the TP53
gene mediated apoptosis. In addition, suggests that TGFf1 negatively regulating the
WISP-1 gene might be a therapeutic target in breast cancer. WISP-1(CCN4) gene from
the CCN protein family is a molecule which is highly expressed generally in different
cancers, is associated with progression, distant metastasis, and poor prognosis in cancer.
This effect shows that this gene behaves like an oncogene, however this gene was also
reported as to behave as a tumor supressor in some tissue types. The change of MDA-
MB-231,MDA-MB-453,MCF-7 and MDA-MB-436,WISP-1 gene expression levels in
different breast cancer cell strains with various gene mutations were evaluated
associated with TGFB1 treatment in the thesis study. MDA-MB-231,MDA-MB-453,
and MCF-7 cell lines have been shown to act as an oncogene in cancer formation due to
the increased expression seen in the WISP-1 gene.In the MDA-MB-436 cell line, WISP-
1 expression is almost nonexistent,it means that it does not have oncogenic features.In
the study, it was shown that WISP-1 expression increased 6-fold in the ER-positive
MCEF-7 cell line with TGFB1 administration.It has been observed that TGFB1 increases
cell proliferation in MCF-7 cell line.The decrease in the WISP-1 gene after TGF1
administration due to the regular operation of the TP53 pathway in MDA-MB-
453,CDH1 mutant cell line indicates that TGFB1 may be a therapeutic target. WISP-1
gene can have a biologic biomarker feature owing to the gene mutations in the breast
cancer cell lines, and was shown to have a possible therapeutic target in
TGFP1,however, more detailed and clinical level studies must be conducted.

Key words: Breast cancer, WISP-1, TGFf1, biomarker, expression



1. GIRIS VE AMAC

Meme kanseri, kadinlarda kansere bagli gergeklesen Oliimlerin basinda yer
almaktadir. Meme kanserinde tan1 ve tedavide hastalarin genomik farkliliklarin 6zellikle
tasidiklar1 gen mutasyonlarinin kotii prognoz ile iliskili oldugu bilinmektedir.

Meme kanserinde Onemli bir roli olan ekstraseliiler matriks (ECM)
proteinlerinden CCN (Cyr61, CTGF, NOV) protein ailesi kanserin gelisiminde etkili
olmaktadir. Bu protein ailesinden WISP-1 (CCN4) geni, cesitli kanserlerde yiiksek
oranda ifade edilirken metastaz ile de iligkili oldugu gosterilmistir [1]. Literatiirde
WISP-1 geni ile ilgili net bilgiler mevcut degildir. Onkogen olarak mi1 yoksa timor
baskilayici 6zellikte mi oldugu hala kesin olarak bilinmemektedir.

Wnt / B-katenin sinyal yolundaki molekiillerden biri olan WISP-1 geni, kanser
tedavisinde yeni bir hedef molekiil olarak gosterilmektedir [1]. WISP-1 geninin hem
hiicrenin hayatta kalmasinda hem de biiyiimesinde onemli olan PI3K ve AKT sinyal
yolaklarinda rol aldig1 bilinmektedir [1]. BRCAL geni mutasyonu ile birlikte WISP-1
geninin aktivasyonu, AKT sinyal proteininin fosforilasyonunu ve kinaz aktivitesini
arttirmaktadir. AKT kinazin aktivasyonu, insan malignitesi ile iliskili en yaygin
molekiiler degisikliklerden biridir. Meme kanserinin biiyiik bir boliimiinde artmis AKT
kinaz aktivitesi izlenmektedir. WISP-1 geni, AKT kinaz aktivasyonu ile DNA hasarina
cevap olarak TP53 aracili apoptozu engellemektedir. Ozetle, WISP-1 apoptozu
engelleyen yolakta gorev almaktadir. Ayrica WISP-1 geni osteoblastlarda TGF-4 sinyal
yolunun diizenleyicisidir. Belirli bolgelere uzak metastazlarin gelisiminin altinda yatan
mekanizmalar1 anlamak 6nemli ve potansiyel klinik degere sahiptir. Bundan dolayi
kemik metastazi ile iligkili olan ve kanserlerde proliferasyonu arttiran TGFp1, WISP-1
ekspresyonunu inhibe etmektedir [1]. Ayrica TGF-£/ meme kanseri hiicrelerinde EMT
belirteg degisikliklerini de indiiklemektedir. TGF-$/ ve WISP-1 gerek osteoblastik
proliferasyon gerekse farklilasmanin diizenlenmesinde birlikte hareket etmektedirler.

Klinik verilere gore BRCA1 mutasyonu tasiyan hastalarin tagimayanlara gore
tedaviye cevaplarinin ve sag kalimlarimin daha iyi oldugu bilinmektedir. Bundan baska
meme kanserinde kemik metastazlar1 da oldukga sik karsilasilan bir durumdur. BRCA

mutasyon tasiyicisi olan hastalarin daha uzun yagsam siiresine sahip olmalarinda WISP-1



geni kaynakli metastatik yolagin etkili olabilecegi diisliniilmektedir. Ancak literatiirde
metastatik meme kanseri ve WISP-1 geni arasindaki iliski aragtirllmamustir.

Tez 6neri formunda HCC1395 primer meme kanser hiicre hatt1 ile MDA-MB-
436 BRCA1 mutant, metastatik meme kanser hiicre hattinda WISP-1 geninin ifade
diizeyinin arastirtlmasi planlanmisti. Ancak ATCC‘den temin edilen hiicre hatlarinda
metastatik olmayan, primer meme kanseri hiicre hattt HCC1395 ve BRCA1 mutant,
metastatik olan MDA-MB-436 hiicre hatlar1 acildiginda morfolojilerinin saglikli
olmadig1 tespit edilmis ama yine de kiiltiire alinmis ancak kiiltiirde basarili bir biiyiime
gerceklestirelememistir. MDA-MB-436 hiicre hatt1 ise sadece 2 giin yasatilmis ve
ardindan kontamine olmustur. Bu ilk iki giin i¢erisinde kontaminasyondan hemen dnce
bu hiicre hattindan ger¢ek zamanli kantitatif PZR ile WISP-1 ifadesini gosterecek kadar
hiicre toplanmis ve WISP-1 ifadesi arastirilmistir. Projede ilave biitce olmadigindan bu
hiicre hatlar1 tekrar temin edilememistir. Bu nedenle projede metastatik-iiclii negatif
(MDA-MB-231, MDA-MB-436 ve MDA-MB-453) ve metastatik ER-pozitif meme
kanseri hiicre (MCF-7) hatlarinda WISP-1 geninin  TGFB1 uygulamasina bagh
ekspresyon degisiklikleri arastirilmustir.

Tez caligmasinin amaci literatiirde WISP-1 genin etki mekanizmasi ile ilgili bilgi
edinmek, TGFB1’in WISP-1 ifadesine katkisini belirlemek ve 0Ozellikle metastatik
hastalikta TGFB1’in terap6tik bir hedef olup olmadig1 gostermektir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Memenin Anatomisi ve Fizyolojisi

Eriskin bir kadinda meme yapsi lobiiller ya da glandiiler olarak adlandirilan siit
bezleri ve duktuslar olarak adlandirilan siit kanallari1 ile yag doku ve bag dokudan
olusmaktadir. Memeler 2. ve 7. kaburgalar arasinda yer alirlar. Igte sternumun
kenarindan dista 6n ve orta aksiller ¢izgiye kadar uzanirlar. Meme dokusu hem
erkeklerde hem kadinlarda olmasina ragmen meme bezleri sadece postpartum donemde
fonksiyonel olmakta ve siit bezlerinden yenidogan bebegi beslemeye yonelik siit
salgilanmaktadir. Insanlarda meme dokusu meme bezleri ve bag dokusundan olusur.
Meme bezleri subkutan olarak anterior ve lateral torasik duvarda lokalizedir. Her meme,
meme basindan i¢ine dogru uzanan bir¢ok lobiil bulunan 15-20 lobtan olugmaktadir.

Memenin apeksindeki meme baslarini ¢evreleyen pigmentli alana “areola” denmektedir.

-~

Pectoralis mindr kast ]
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Pectoralis major kas:
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Meme

Meme bezinin loblars ]

[ Lactiferous siniis ]
Gogiis kafesi
Pektoral yag yastiZ1

Kaburga I

Sekil 2-1: Meme Anatomisi [2].

Meme morfolojisinin en 6nemli 6zelliklerinden biri heterojenitedir. Her lobun
i¢indeki lobiiller kendisine ait laktifer duktusa dokiilmekte ve bu intralobiiler duktuslar
da birleserek tek bir laktifer duktusta birlesmektedir. Her laktifer duktus meme basina



yakin tabakalanma gosteren yassi epitel hiicrelerle ¢evrilidir. Derin areoler bolgede her

laktifer duktus genisleyerek rezervuar gorevi goren bir siniis olusturmaktadir(Sekil 2-1).

Meme dokusundaki alveoler yapi gebelik esnasinda olusmaktadir. Memenin
lobiilleri gevsek bag dokusundan olusmakta olup hiicreden zengin olan bir stroma iginde
bulunmakta ve c¢esitli hormonlarla uyarilmaktadir. Terminal duktal lobuler iiniteler
(TDLU) meme bezlerinin fonksiyonel iiniteleridir. Her TDLU intralobiiler duktustan ve
buna bagli meme bezi kesecikleri duktusllardan olusmaktadir. Ostrojen, biiyiime
hormonu, kortikoidler, HGF (hepatosit biiyiime faktorii), TGF-a (transforme edici
faktor-alfa), EGF (epidermal biiyiime faktorii), TGF-f (transforme edici biiyiime
faktorii-beta), FGF (fibroblast biiylime faktorii) gibi faktorlerin modiilasyonu duktal
gelisme olan Tip 1 lobiilde gergeklesmektedir. Tip 2 lobiil olan lobiiloalveoler
gelismede etkili olan faktorler ise; Puberte ile beraber Ostrojen, progesteron, prolaktin,
bliyime hormonu, kortikoidlerin indiiklemesi ve insiilin, vitamin D, NRG
(norogulin)dir. Tip 3 lobiil ise gebelik sonucu olusmaktadir. Laktasyonla birlikte ise Tip
4 lobiil olusur. Postlaktasyonel involiisyonda TP53, STAT3, MMP [metalloproteineaz],

TIMP [metalloproteinaz doku inhibitorii] gibi faktorler ile lobiiller regrese olmaktadir

( Sekil 2-2).

\[ Duktal Proliferasyon ]

[ Menapoz ]/'
[ Postlaktasyonel involusyon V/

Lobuloalveoler Farklilasma

2/31 2
3

/ Gebelik
Laktasyon ]\

Sekil 2-2: Lobiil gelisimi 1, 2, 3, 4 rakamlar ile tanimlanmaktadir[2].




Menapozda Ostrojen ve progesteron hormonlarinin azalmasi sonucu meme

dokusu araliklarla Tip 1 ve Tip 2 lobiil yapist kazanir [2].

2.2. Meme Kanseri

Tiim hiicreler kendilerini belli bir kontrol mekanizmasi i¢inde yenilerler ancak
baz1 kontrol dis1 ¢ogalan hiicreler mutasyon birikimi ya da hiicre proliferasyonunun
bozulmasi ile timor adi verilen hiicre topluluklari olustururlar. Memeyi olusturan
hiicrelerin kontrolsiiz ¢ogalmasi ile meme kanseri olusur. Meme kanseri diger kanser
tirleri gibi genetik ve cevresel etkenler araciligiyla meydana gelmektedir. Meme
kanseri hiicreleri; biiyiime sinyallerine direng, biiylime sinyalleri otonomisi, apoptozdan
kagis, sinirsiz replikasyon potansiyeli, anjiyogenezin devamliligi, doku invazyonu ile
Mmetastaz, DNA tamir mekanizmalarinda bozulma ve metabolik farklilasma gegirme

ozelligi tasimaktadirlar.

Meme kanseri kadinlar arasinda en sik goriilen malign hastaliktir ve kadinlarda
kansere bagli gergeklesen Oliimlerin basinda yer almaktadir. Tiim meme kanserlerinin
yaklasik %5 ila 10" unun giiglii bir kalitsal bilesene sahip oldugu bilinmektedir [3].
Kalitsal nitelik tasiyan bu hastalarin ailelerinde baskin bir meme kanseri kalitim paterni
goriilmekte olup bu ailelerde hastalik standart popiilasyona gore daha erken yasta ortaya
cikmaktadir. Yiiksek riskli bu ailelerde hastaliga yakalananlar arasinda genellikle
yumurtalik kanseri, bilateral meme kanseri, erkek meme kanseri ve prostat kanseri
siklikla goriilmektedir. Bu meme kanseri ailelerinin yaklasik %28'inde BRCAL ve
BRCA2 genlerinde germline mutasyonlarin varligi gosterilmistir [4]. Patojenik bir
mutasyonun tanimlanmasi, saglikli aile iiyelerinin riskinin belirlenmesini saglayarak
pre-semptomatik olarak hastalik gelismeden ya da ¢ok daha erken evrede
tanimlanmasini miimkiin kilmaktadir. BRCA1 veya BRCA2 mutasyon tasiyicist olan
kadinlarda, meme kanseri gelisimi i¢in 6miir boyu meme kanser riski %49 ila %87
arasinda degismektedir [4]. Bu nedenle s6z konusu testin yapilmasi hastaligin

onlenmesi agisindan 6nem tasimaktadir.



40.0

Data source:GLOBOCAN 2018 >

Graph production: Global Cancer Observatory {http://gco.iarc.fr/)

@ International Agency for Research on Cancer 2019

Incidence
B Mortality

ASR (World) per 100 000

Sekil 2-3: Tiirkiye’de kadinlarda goriilen tiim kanser tipleri arasinda meme kanseri ilk
sirada yer almaktadir (Globocan, 2018).
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Sekil 2-4: Ulkelerdeki gelismislik seviyesine gore, Diinyadaki Meme Kanseri Dagilim

(Globocan, 2018).

2.2.1. Meme Kanseri Molekiiler Alt Tipleri

2000 yilinda yapilan gen ekspresyon calismasi ile meme kanseri Gstrojen

reseptorii (ER) varligina gore alt tiplere ayrilmistir [5]. Giiniimiizde hala kullanilan bu



simiflamaya gore; ER pozitif tiimorler; meme bezlerinin liimene bakan (luminal)
hiicrelerine benzer gen ekspresyonuna sahiptirler. Ayrica sitokeratin profili ve diger
luminal hiicrelerle iliskili belirleyicileri de bulundururlar. ER negatif tiimoérlerin bir
kism1 epidermal biiyiime faktori reseptorii-2 (HER2) gen amplifikasyonu ya da asiri
ekspresyonu gosterilebilirler. Bu grup HER2 pozitif tiimérler olarak bilinirler. Insan
epidermal biiylime faktorii reseptor-2, dort membran tirozin kinaz ailesinin bir iiyesidir.
HER2 reseptorii, kromozom 17g21'de eslenen bir proto-onkogen olan HER2 geni
tarafindan kodlanir. Meme kanseri alt tiplerinin %15-20'sini olusturan HER2-pozitif
meme kanseri daha agresif biyolojik ve klinik davranis gostermektedir. Bu tiimorler,
17912 kromozomunda bulunan HER2 geninin ekspresyonu ve amplikasyonu ile iliskili
diger genlerin yiiksek ekspresyonunu da gosterirler. Bu tiimdrler yiiksek diizeyde
proliferasyon kabiliyetine sahip olup, %75'1 yiiksek histolojik ve niikleer grada,
%40'indan fazlas1 ise TP53 geninde mutasyon tasimaktadir [6]. HER2 pozitif meme
kanserlerinin yaklasik yaris1 ER igin pozitiftir, ancak bu tiimorler genellikle daha diisiik
diizeyde ER anlatimi1 gosterirler. Luminal grup dis1 tiimorlerin HER2 negatif olanlari ise
meme bezlerinin normal bazal hiicrelerine benzer gen ekspresyonu paterni
gostermektedirler. Bu grup hiicreler ER ve PR (Progesteron Reseptorii)’de negatif
olduklari igin bu alt grup bazal-benzeri ya da triple (liglii) negatif tiimor grubu olarak
smiflandirilirlar [5]. Yapilan ¢alismalarda meme tiiméorlerinin %75’inde ER ve/veya PR

(PR) bulundugu, yani ¢ogu tiimdriin luminal grupta oldugu bilinmektedir [7].

Luminal timoérler de kendi arasinda farkli davranig gostermeleri sebebi ile
Luminal A ve B olmak iizere iki alt grupta sinifandirilmaktadir. Meme kanserleri i¢inde
en yiiksek prevalansa sahip olan ve %50-%60'm1 olusturan Luminal A timorlii
hastalarin prognozlari ¢ok iyi olup, metastazlar ¢ogu kez kemiklerle sinirlidir. HER2
negatif tiimorlerin ER+, PR+, HER2-, Ki67 diizeyleri %14'in altinda olup proliferatif
aktivitesi, mitoz oran1 ve histolojik derecesi son derece diisiiktiir. Meme kanserinde
tibiiler, invaziv cribriform, miisindz ve lobiiler gibi 6zel histolojik tiplerde
bulunmaktadir. Meme kanserlerinin %15-%20'sini olusturan Luminal-B tiimorler, daha
agresif ozelliktedirler. Luminal-B tiimorler yiiksek proliferasyon hizina sahiptirler ve
ER+, PR+, HER2-, Ki67 diizeyleri %14"in tstiindedir. Luminal A ile B arasindaki sinir
degeri, genellikle immiinhistokimyasal olarak tiimor hiicrelerinin Ki67 ekspresyonunu

%14’tinden fazla oranda gostermesi olarak kabul edilir. Ayrica HER2 pozitif



timorlerden yaklagik %30 kadari immiinohistokimyasal olarak Luminal B

fenotipindedir.

Bazal benzeri alt tip, tim meme kanserlerinin %8 ila %37'sini temsil eder. Bazal
benzeri alt gruba ait tiimorler, CK5, CK14, CK17 ve Laminin gibi yiiksek diizeyde bazal
miyoepitelyal belirtecleri ekspresse ederken ER, PR ve HER2 genlerinin ekspesyonu bu
grupta goriillmemektedir. Bu nedenle iiclii negatif olarak adlandirilirlar ve ayrica P-

cadherin ve epidermal biiylime faktorii (EGFR) reseptoriinii asir1 ifade ederler.

Bazal benzeri kanserlerde, tiimor protein 53 (TP53) geninde sik mutasyon
bulunmaktadir ayrica genomik instabilite ve retinoblastomun (Rb) inaktivasyonuda

goriilmektedir.

Uclii negatif ve bazal benzeri terimleri tamamen es-anlamli olmayip
calismalarda yaklasik %20-%30 uyumsuzluk goriilmektedir. Uglii negatif terimi, ER,
PR ve HER2 protein ekspresyonu olmayan meme tiimdrlerinin immiinohistokimyasal
smiflandirmasini ifade ederken, bazal benzeri alt tip gen ekspresyonu mikroarray analizi
ile tanimlanmaktadir. Bazal benzeri alt tip ile ilgili ¢esitli genler, hiicresel ¢ogalma,
hiicre sagkalimi, hiicre gocii ve invazyonun tesvik edilmesinde rol oynamaktadir. Ilgili
yollaklarin ¢esitliligine ragmen, mitojen aktive protein kinaz (MAPK), PI3K, AKT ve
niikleer faktor kappa B (NF-kB) gibi sinyal molekiilleri, diger meme kanseri alt
tiplerinde goriildiigl gibi yaygin olarak deregiile edilirler [8]. Bazal benzeri kanserlerde
sitoplazmik ve niikleer beta-katenin birikimi gibi diger degisiklikler de gzlenmektedir
ve genlerde meydana gelen bu degisiklikler kanser i¢in s6z konusu alt grubun

potansiyel bir terapotik hedef olabilecegini gostermektedir.

Mikroarray ve immiinohistokimyasal analizler, bazal benzeri alt tipin BRCA1
genine bagli meme kanserlerinin yaklagik dortte ti¢iinii olusturdugunu gostermistir [8].
BRCAL1 ile ilgili meme kanserleri genellikle ticlii negatif fenotipi ifade eder ve Ki67
bazal sitokeratinler, TP53, EGFR ve p-cadherin ve X kromozom anormallikleri i¢in
siklikla pozitiftirler. Bazal benzeri tiimorler ve BRCAL ile iligkili meme kanseri olan

kadinlarin sonuglari, 6zellikle erken niiks ve metastatik hastalik paterni gosterirler.

BRCA1 mutant olan bazal benzeri kanserler, poli-ADP riboz polimeraz (PARP)
enzim inhibitorleri gibi spesifik terapotik rejimlere daha iyi cevap vermektedir [9].
Ayrica, BRCAL mutant hiicreler, DNA ¢ift iplikli kopma onarim mekanizmalarinda,

PARP enzim inhibitorleri gibi DNA ¢ift iplikli kopmalar iireten terapotik ajanlara



Ozellikle duyarli hale getirebilecek kusurlara sahiptir. Bazal benzeri kanserde siklikla

asir ifade edildigi gibi, EGFR’de bagka bir potansiyel terapdtik hedef olabilir.

Meme kanserlerinin yaklasik %5-10'unu olusturan normal-like meme benzeri
timorler, kotl karakterize timorlerdir. Normal-like meme kanser hiicreleri, liiminal ve
bazal benzeri kanserler arasinda ara prognoz gosteren, adipoz dokunun gen 6zelliklerini
ifade ederler ve genellikle neoadjuvan kemoterapiye cevap vermezler [8]. Bu alt tip

tizerinde ¢ok az ¢aligma vardir ve klinik 6nemi belirsizligini korumaktadir [8].

BRCA1 BRCA2 Sporadic

Normak-ike Nomal-like  Basallike Normal-like Bé;’sbm:‘lg(c
3% [1) 4% [1] 9% [2) 1% [1] (ol

HER2-enriched
11% [14]

Luminal A
3% 1)
HERZ2-enriched
6% 2]

mBasal-like ®wHER2-enriched w®Luminal A ®Luminal B Normal-like

Sekil 2-5: Kalitsal meme kanseri ile molekiiler alt tipleri arasindaki iliski [4].

2.2.2. Meme Kanserinin Histolojik Alt Tipleri

Meme kanseri, histolojik ozelliklerine gore siniflandirilan heterojen bir dizi
timor tipini kapsamaktadir. Meme kanseri, hem karsinom yani epitel hiicrelerinden
kaynaklanan hem de glandiiler dokudan yani salgi bezlerinden kaynaklanan
adenokarsinomlar olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Meme kanserinin iki tipi vardir. Siit
salgilayan kistmdan gelisen Lobuler kanser ve siit kanallarindan gelisen Duktal kanser.
En yaygin goriilen meme kanser tipi tiim meme kanserlerinin %75¢ini olusturan Duktal
Kanserdir [8]. Histolojik olarak meme karsinomlar1 in situ karsinomlar ve invaziv

karsinomlar olmak {izere iki gruba ayrilmaktadir (Tablo 1-1).
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Tablo 1-1: Meme kanserinin histolojik siniflandirilmasi

in situ Karsinom invaziv Karsinom
In Situ Duktal Karsinom Invaziv Duktal Karsinom
In Situ Lobiiller Karsinom Invaziv Lobuller Karsinom

Tubiler Karsinom

Mediller Karsinom

Miisindz Karsinom

Papiller Karsinom

2.2.2.1. In Situ Meme Kanserleri
In situ meme kanserleri duktuslarda (in situ duktal karsinoma) ya da lobiillerde
(in situ lobiiler karsinoma) olugmaktadir. Bu asamadaki kanserlerin hemen hemen hepsi

tyilestirilebilir 6zelliktedir.

2.2.2.2. invaziv Meme Kanserleri

Tiim meme kanserlerinin %10-20'sini temsil eden li¢lii negatif meme kanseri
(TNBC), o6strojen steroid reseptorii (ER), progesteron steroid reseptorii (PR) ve bir
tirozin kinaz olan insan epidermal biiyiime faktorii reseptorii 2'nin (HER2) ekspresyon

eksikligi ile karakterizedir.

Invaziv meme kanserleri igerisinde %80 goriilme oranma sahip olan Invaziv
duktal karsinom, perimenapozal ve postmenapozal dénemde goriilmektedir. Invaziv
duktal karsinomdan sonra siklikla goriilmekte olan bir diger invaziv meme kanseri olan
Invaziv Lobuler Karsinomdur. Multifokal, multisentrik ve bilateral 6zelllik

gosterebilmektedir.

BRCA1 geni pozitif olan herediter meme kanserleri arasinda %4 oraninda

mediiller karsinomlarda yer almaktadir. Bu tiimérler, yumusak ve kanamaya megilli
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timorlerdir. %2 oraninda goriilen Miisinoz karsinom ve Papiller karsinom ise genellikle

yaslilarda goriilmektedir.

2.3. Meme Kanserinde Tedavi Yaklasimlar:

Meme kanseri tedavileri hastalara 6zel olmakla birlikte; kanserin tipine, kanserin
hangi evrede olduguna, kanser hiicrelerinin hormonlara duyarli olup olmadigina,
hastanin genel saglik durumuna bagl olarak degismektedir. Meme kanseri i¢in bir ¢ok

tedavi segenegi bulunmaktadir.

Evre | ile evre Il meme kanseri olan hastalar i¢in genel tedavi, tiimoriin
cikarilmasini igeren cerrrahi, sonrasinda meme kanseri alt tipine gore kemoterapi
uygulamasi ve gerektiginde duruma gore radyasyon tedavisi ile bir dizi tedavi planini
kapsamaktadir [10]. Evre IV meme kanserine sahip hastalar igin, tedavinin amaci
meme kanserini miimkiin oldugunca uzun siire kontrol altinda tutmaya yoneliktir. Evre

IV meme kanseri tedavisi ila¢ kombinasyonlarindan olugmaktadir [10].

2.3.1. Cerrahi Yontemler

Tiimor kalmayacak sekilde operasyonla c¢ikarilir ve koltuk altina yayilim gdosteren

hastalarda lenf bezleri tiimiiyle alinir.

2.3.1.1. Mastektomi
Meme uglar1 dahil tiim meme almir. Koltuk alti1 lenf bezleri veya memenin

altindaki kas dokular1 alinmaz.

2.3.1.2. Lumpektomi
Meme kanseri erken teshis edildiginde daha ¢ok memenin etkilenmis kismi
alinir. Memeden sadece kanserli dokunun ve etrafini kusatan bir kisim saglam dokunun

¢ikarilmasidir [11].

2.3.1.3. Lenf Bezi Cerrahisi
Kanserin lenf nodlarina yayilip yayilmadiginin anlagilmasi uygulanacak tedavi seklinin
belirlenmesi ag¢isindan 6nemlidir. Bu yiizden lenf nodu ¢ikarilir ve incelenir. Duruma

gore tedavi plan1 yapilir [11].

2.3.2. Kemoterapi
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Kemoterapi, adjuvan ve neoadjuvan olmak iizere kanser hiicresinin durumuna
gore uygulanmaktadir. Iki sekilde de kullanilabilen ortak ilag gruplari; Taksanlar,
Antrasiklinler, Monoklonal Antikorlardir. Eger kanserin niiks etme olasilig1 ve viicudun
baska bolgelerine yayilma olasiligi varsa ameliyat sonras1 kemoterapi uygulanmaktadir.
Ancak tiimor boyutu biiyiik ise tiimoriin boyutunun kiiciiltiilmesi amaciyla ameliyat
oncesi kemoterapi uygulamasi yapilmaktadir. Kemoterapi yine biiyiik tiimorlerde
ameliyat Oncesi tiimor boyutunu kiigiiltmek i¢in de uygulanmaktadir ve neoadjuvan
kemoterapi olarak adlandirilmaktadir. Meme kanserinde ise kemoterapi genellikle
ameliyattan sonra uygulanmaktadir. Ameliyat sonrasi herhangi bir kanserli hiicre
kalmamasma ragmen koruyucu bir tedavi olarak bir siire daha kemoterapi tedavisi
devam edebilmektedir [11].

Tablo 2-1: Kemoterapi Ilaclar (ila¢ stmflamasi gézden gegirilsin)

Antrasiklinler Doxorubicin
Epirubicin

Taksanlar Paclitaxel
Docetaxel

AlKilleyici Ajanlar Cyclophosphamide

2.3.3. Radyoterapi

Radyoterapide, X-isinlar1, radyoaktif izotoplar ve elektron demetleri kanser
hiicrelerini yok etmek i¢in kullanilmaktadir. Disaridan viicuda 1simn verme seklindeki
tedavi yontemi erken asamadaki meme kanserleri hastalarinda lumpektomiden sonra
uygulanmaktadir. Fakat bu tedavi yontemi daha biiyiik meme kanserlerinde mastektomi

sonrasinda da onerilmektedir [12, 13].

Meme kanserinde radyoterapi ile koltukalti ve meme bdlgesine verilen 1sinla,
ameliyat sonrast kalma olasilig1 olan kanser hiicrelerini yok etmeyi hedeflenmektedir.
Bir makinadan dogrudan tiimore verilen bu yontem meme kanseri hastalarinda en ¢ok

kullanilan yontemdir. Meme kanseri tedavisinde radyoterapi, kalan meme dokusunu
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korumak amaci ile 6zellikle yenileme riski yiiksek hastalarda ve meme koruyucu cerrahi

yapilan hastalarda uygulanir.

2.3.4. Hormonterapi

Hormon reseptor pozitif olan hastalarda hormonal tedavisi uygulanmaktadir.
Post-menapoze donemde androjenleri dstrojen hormonuna doniistiiren aromatazi etkisiz
hale getiren aromataz inhibitorleri olan Anastrozol, Exemestan, Letrozol
kullanilmaktadir. Fulvestrant, segici Ostrojen reseptor modulatéric (SERM) olarak
adlandirilan gruba dahil olan Tamoksifen ile tedavi sonrasinda veya tedavi sirasinda
niiks eden hastalarda tercih edilmektedir. Bu ila¢ grubu kanser hiicreleri tizerindeki
Ostrojene baglanarak Ostrojeni bloke etmektedir. LH-LR Agonisti (Zoladex)
premenapozal hastalarda niiks durumunda veya adjuvan tedavi olarak kullanimi tercih
edilen ilag grubudur. Hiicre biiylimesini ve boliinmesini diizenleyen siklin bagimli kinaz
4 ve 6 ‘y1 inhibe eden Palbociclib de meme kanseri tedavisinden kullanilan ilaglar
arasindadir [14].

2.3.5. Hedefe Ozgii Ila¢ Tedavisi

HER2 proteinini hedef alan; Trastuzumab (Herceptin), kanser hiicrelerini
besleyen damarlarin olusumunu saglayan sinyalleri engelleyen; Bevacizumab (Avastin),
yine HER2 proteinini hedef alan; Lapatinib (Tykerb), m-TOR proteinini hedef alan;
Everolimus (Afinitor), HER2 proteinini hedefleyen ilaglardir. Diger ilaglar arasinda da
Pertuzumab ( Perjeta ) ve TDM 1 (Kadcyla ) verlilebilir [15].

2.3.6. Hedefe Yonelik Akilh fla¢ Tedavisi (PARP Inhibitérleri)

BRCA1 ve BRCA2 mutasyonlar1 bulunan meme kanserlerinin tedavisinde Poli-
ADP-riboz-polimeraz baskilayicilar1 yani PARP inhibitorleri yeni molekiiler hedef
tedavisi olarak klinikte yer almistir [9]. PARP inhibitérlerinden biri olan Olaparib’in
platine duyarli meme kanserinde de etkili oldugu bilinmektedir (Sekil 2-6). Bir baska
PARP inhibitorii olan AZD-2461, meme kanseri modellerinde P-glikoprotein aracili
direngten etkilenmeyen yeni bir PARP inhibitorii olarak bildirilmistir [16]. AZD-2461,

kanser tedavisi i¢in onaylanan ilk PARP inhibitorii olan Olaparib'in ardindan yeni nesil
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ve Olaparib’e gore farkli ozellikleri olan bir terapotik ajandir [16]. Bu molekiiliin
Olaparib’ den en biiyiik farki P-glikoprotein aracili olarak etki etmesidir. Bu sayede s6z
konusu AZD-2461 molekiilii Olaparib’e diren¢ gésteren hastalar ig¢in yeni bir umut
olmustur

Meme, prostat, kolon, over, akciger, 16semi gibi ¢esitli kanserlerde yapilan in
vivo ve in vitro c¢aligmalarda PARP inhibitorlerinin (Olaparib, rucaparib, niraparib,
veliparib, iniparib, AZD-2461, PJ34) farkli yolaklara etki ederek tiimor hiicrelerinin
cogalmasini baskiladig1 ve kanser hiicrelerinin yayilip metastaz yapmasini engelledigi
goriilmektedir [16]. BRCAL1 allel kaybi olan hastalarda BRCA1’nin aktif olmadigi

durumda PARP inhibitér tedavisinde olumlu sonuglar goriilmektedir.

DNA DAMAGING AGENTS

! o\ o\
GO () () D

MUTATION MUTATION

l Y \

o

DMA REPAIR: CELL SURVIVAL DMA REPAIR: CELL SURVIVAL NO DNA REPAIR: CELL DEATH

Sekil 2-6: PARP inhibitorii Olaparib’in etki mekanizmasi[17].
Yapilan galismalarda PARP inhibitérlerinin BRCA mutasyonu tasiyan hastalarda
daha iyi sonug verdigi klinik gézlemlere bagli olarak bildirilmistir [17].

2.4. Meme Kanseri Evrelendirilmesi
Kanserde evreleme, TNM denilen T=timor ¢ap1 biiyikligii, N=komsu lenf nodu
tutulumu, M= uzak metastaz, gibi tiimor 6zelliklerine gore evre 1-2-3-4 seklinde dort

evre ve alt gruplari olarak evreleme yapilir (Tablo 2-2).

Tablo 2-2: Meme kanseri TNM evrelenmesi [18]



T (Primer Timor)

Tx

Primer timor yok.

Tis

Primer timor varliina
dair kanit yok.

T0

Karsinoma in situ

(Yayilmamis erken kanser

asamasi)

Tl
(Primer tiimor biiyikligi

ve genisligi)

T2
(Primer tiimor biyikligi

ve genisligi)

T3-T4
(Primer tiimor biyikligi

ve genisligi)

N(Kanserin lenf noduna
ulasip ulagmadigi)

NX

Lenf Nodu yok.

NO

Lenf nodlarinda kanser
yok.

N1

Lenf nodu katilmi var.
Yayillm sayis1 ya da
genisligi

N2

Lenf nodu katilimi var.
Yayilim sayist ya da
genisligi

N3

Lenf nodu katilim1 var.

2.5. Meme Kanseri Risk Faktorleri

Meme kanserini etkileyen risk faktorleri yas, aile Oykiisii, tireme ile ilgili

15

M (Metastaz)

Mx

Uzak  metastaz  olup
olmadigi
degerlendirilememistir.
MO

Uzak metastaz yok.

M1

Kanser viicudun uzak
bolgelerine de yayilmis.

Uzak metastaz var.

faktorler, menopoz, yasam sekli, emzirme, ilk mensturasyon yasi, cocuk sahibi olma,

beslenme sekli, alkol,sigara olmakla beraber obezite ve hormonal durumlarda meme

kanseri ile iligkilidir.



16

2.5.1. Yas

Meme Kanseri riski yasla birlikte artmaktadir. Yasa ve molekiiler alt tiplere gére
yapilan ¢alismalarda meme kanserinin en yiiksek insidans gosterdigi yas araligi 50-59
arasindadir. Luminal B tipi kanserlerin %32.4’1, ti¢lii negatif meme kanserlerinin %
35.0 bu yas araliginda tan1 almaktadir. Luminal A tipi meme kanserinde ise yas aralig
60-69 aras1 olup insidans % 31.9°dur. Uglii negatif meme kanseri ile yapilan
caligmalarda bu kanser alt tiirlinde 40 yasindan sonra her yas i¢in insidans giderek
artmakta olup ancak insidans 70 yasindan sonra bir azalma gostermektedir. 70 yasindan
sonra en yiiksek insidans gosteren meme kanseri alt tipi Luminal A'dir (% 31.9 ve%
22.7)[19].

Meme kanserinin sag kalimi tan1 yasi ile iliskilidir. 50 yasin altindaki hastalarda
disiik sagkalim goriiliirken, 70 yasin iizerindeki hastalarda en diisiikk sagkalim
goriilmektedir. Bunun nedeni yas ve yasa bagli ortaya ¢ikan diger hastaliklardir. 50-59
yas araligindaki hastalarda tan1 konma orani daha fazla oldugu i¢in tedavi ve sagkalim

oraninin yiiksek oldugu gortilmektedir [19].

2.5.2. Menopoz

Ge¢ menopoz kanser riskini arttirmaktadir. Yani dogurganlik hayati kisa olan
kadinlarda meme kanseri daha az goriilmektedir. Menopoz sonrasi dstrojen hormonu
kullanan kadinlarda az da olsa meme kanseri riski artmaktadir. Ancak ila¢ alimi

kesildiginde yillar i¢inde risk azalmakta ve risk normal diizeye gerilemektedir [20].

2.5.3. Ureme ile ilgili Endokrin Faktorler

Cocuklukta erken yasta adet goriilmesi onemli bir risk faktoriidiir. Ayrica
kadinlarda hi¢ dogum yapmamis olmak veya 35 yas sonrasi ilk dogumunu yapmak
meme kanseri riskini arttirmaktadir. Emzirmek ise meme kanseri riskini azaltmaktadir

[21].
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2.5.4. Beslenme Sekli

Saglikli diyet ve yasam tarzi, saglik i¢in biiyiikk 6nem tagimaktadir. Menopozdan
sonra yag tiiketimi fazla olan kadilarda meme kanseri sikliginin artmaktadir. Islenmis
et triinleri (sosis,salam), krema, ¢ikolata, pasta ve biskiivi gibi doymus yagdan zengin
olan gidalarla beslenenlerde meme kanseri goriilme sikligi artmaktadir. Omega-3 balik
yag1 igeren gidalardan zengin beslenmenin meme kanseri riskini azalttigi yapilan

calismalarda goriilmektedir [22].

Lifli gidalarla beslenme de meme kanserinde risk azaltici bir etkendir ¢ilinkii bol
posali gidalar disaridan alinan Ostrojenin emilmeden atilimini kolaylagtirmaktadir
[23]. Sekerden zengin beslenme ise kilo artisina sebep olarak, menopozdaki kadinlarda
obezitenin sebep oldugu risk artisina benzer bir riske neden olmaktadir. Kalsiyumdan
zengin siit ve siit Uriinleri ile beslenmenin meme kanseri riskini azalttigina dair
caligmalarda bulunmaktadir [24]. Ayrica fazla miktarda meyve tiiketen kadinlarda

meme kanseri goriilme sikliginda azalma olmaktadir [24].

2.5.5. Alkol ve Sigara

Alkol tiiketimi meme kanseri riski ile iliskilidir ve bir ¢ok ¢alismada bu goriisii
desteklemektedir. Ayrica timor ilerlemesini ve meme kanseri niiksiinii etkileyebilir,
boylece meme kanserine 6zgii mortalite riskini etkileyebilmektedir. Ancak yapilan son
calismalarda, meme kanseri tanisi1 Oncesinde bir kadinin hayati boyunca tiiketilen
alkoliin, meme kanserinden sonraki 6liim riskini artirdigina dair net kanit bulunmamistir
[25]. Sigaranin, 6zellikle ergenlik ¢aginda veya peri-menars yaslarda sigara igmeye
baslayan kadinlar arasinda, meme kanseri riskini dnemli 6l¢iide arttiran bir etken oldugu
bildirilmistir [26]. Sigara ile iliskili meme kanseri riski, aile 6ykiisii olan kadinlar i¢in

daha fazla olmaktadir.

2.5.6. Obezite

Premenopozal ve postmenopozal kadinlarda obezitenin meme kanseri riski
tizerindeki etkileri ER durumuna gore farklilik gosterir. Obez yag dokusunda lokal
hipoksi olusumu, leptin ve VEGF salgilanmasini diizenlemekte ve adiponektin diizeyini

azaltmaktadir. Obez adipoz doku tarafindan yiiksek seviyelerde salgilanan belirli
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sitokinler ve leptinler, hem adipositlerin hem de bagisiklik hiicrelerinin ve
preadipositlerin salinimini arttirir ve NF-xB yolunu aktivasyonuna aracilik eder. NF-xB
yolu, TNF - a ve IL - 6 ayrica meme stromal fibroblastlar1 ve adipositlerinde aromataz
ekspresyonunu uyarmaktadir. Obez kadinlarda serum Ostrojen seviyesi yiikselmeye
meyillidir, ¢iinkii yag dokusunda bulunan ve ifade edilen aromataz enzimi ile
androjenler Ostrojene doniismektedir. Hormonlardaki bu degisiklikler meme kanseri

gelisimi igin elverisli bir yerel mikrogevre olusturmaktadirlar [27].

2.5.7. Genetik Faktorler

Meme kanseri, bir seri genetik mutasyonel olaylardan kaynaklanmaktadir.
Bugiine kadar, Ostrojen reseptorii, progestojen reseptorii ve HER2 / neu, tedavi
kararlarina yardimer olmak igin rutin Klinik uygulamada kullanilan molekiiler
biyobelirteclerdir. Yapilan ¢alismalarda BRCA1 ve BRCA2 genlerine ileve olarak
farkli genlerin de biyobelirteg olama potansiyeli gosterilmistir [3]. Meme kanserinin
yaklasik %35-10"u kalitsaldir ve meme kanseri yatkinlik genleri olan BRCA1l ve
BRCAZ2’nin kalitsal meme kanserlerinden sorumlu oldugu bilinmektedir [3]. Birbirinden
bagimsiz olan gen gruplarinda ¢esitli mutasyonlar ve tiimor Orneklerinde bu
mutasyonlarin neden oldugu g¢esitli ekspresyonlar goriilmektedir. Meme Kkanseri
insidansint birbirinden bagimsiz sekilde etkileyen bir c¢ok farkli genetik faktor
bulunmaktadir. Yiiksek riskli genler olan BRCA1, BRCA2, TP53, STK11, CD1 ve PTEN
ailesel riskin yaklastk %20'sini olusturmaktadir [28]. Orta risk genler olan
CHEK2 (1100delC), ATM ve PALB2 genleri kalitsal meme kanser riskinin %5’ini
olusturmaktadir. Bununla berbaer 180'den fazla diisiik riskli genlerden olusan bir grup

ise ailesel riskin % 18'ini agiklamaktadir [28].

2.6. Meme Kanseri Olusumunda Gorev Alan Genler ve Olusturduklar:
Sendromlar

Ailesel kanser sendromlarindan bazilari meme kanseri riski ile

iliskilendirilmektedir.

TP53 ve CHECK2 genleri ile iligkili olan Li Fraumeni Sendromu, otozomal

dominant kalitilmaktadir. BRCA1 ve BRCAZ2 genleri ile iliskili ailesel meme-over
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kanseri veya kalitsal meme-over kanseri sendromunda (HBOC), s6z konusu genlerde
meydana gelen kanser yatkinlik mutasyonlari otozomal dominant olarak kalitilmaktadir.
Von Hippel Lindau hastaligi (VHL) ise VHL geninin mutasyonundan kaynaklanan bir
sendromdur. The Peutz—Jeghers syndrome (PJS), ise STK1l ad:i verilen timor
baskilayict bir genin sorumluguoldugu bir sendromdur. Gerek VHL gerekse PJS
sendromlarinin meme kanseri rsikini arttirdigi bilinmektedir [29]. Meme kanseri riskini
%25-50 ve benign meme degisiklikleri riskini %65 oraninda arttiran PTEN genindeki
mutasyonlardan kaynaklanan Cowden Sendromu da meme kanser riski ile onemli
olgiide iliskilendirilmis bir sendromdur [30]. Hiicre bolinmesinde gorevli ve ¢ift zincir
DNA kiriklarina cevapta onemli bir rolii olan ATM (Ataxia Telangiectasia Mutated)

geni (11922.3) de, meme kanseri ile iliskilendiren bir gendir [30].

2.6.1. BRCA1/BRCA2 Genleri ve Proteinleri

BRCA1 ve BRCA2 genleri meme kanseri de basta olmak iizere diger kanserlerde
de tiimor baskilayicilar1 olarak genomik stabiliteyi korumaktadir. Timoér baskilayic
proteinler, hiicrelerin biiylimesini ve béliinmesini kontrol ederler [31].

BRCAL proteini, hasar gérmiis DNA'nin onariminda rol oynar. Bir¢ok normal
hiicrenin ¢ekirdeginde, BRCAL proteini DNA'daki kiriklart onarmak i¢in diger birgok
proteinle etkilesir. Bu kirilmalar dogal ve tedaviye bagl radyasyon veya diger ¢evresel
nedenlerden kaynaklanabilir. DNA onarimma yardimeir olarak, BRCA1 proteini
hiicrenin genetik stabilitesini saglamada kritik bir rol oynar. BRCA1 proteini, hiicre
boliinmesini diizenleyen diger tiimor baskilayicilart ve diger birgok protein ile

etkilesime girer [31].

BRCA1

RING
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BRC repeats
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Sekil 2-7: BRCA1 ve BRCA2 genlerinin sematik gosterimi [32].

BRCAL ve BRCAZ2 sirasiyla 17921 kromozomu iizerinde bulunan 1,863 ve
13g12-13 kromozomu iizerinde bulunan 3,350 amino asitten olusan biiyiik proteinleri
kodlayan ayrica 20'den fazla ekzondan olusan tiimor baskilayict genlerdir (Sekil 2-8).
Her iki gen C-terminalindeki BRCT alan hari¢ olmak iizere, bilinen diger genler ile
onemli bir homoloji tasiyan BRCAL, deoksiriboniikleik asit (DNA) hasarina yanit ile
iliskili 40’dan fazla genle etkilesim halindedir[31]. Tanimlanan mutasyonlar, proteinin
boyunun kisalmasina yol agmakta ve saglam olan ikinci kopyanin genom stabilitesinin
tam olarak korunmasinda yetersiz kalmasi ve buna bagli olarak kansere yatkinlik

gelistirildigi bilinmektedir.

BRCA2? GENI

BRCAI GENI

1R 1Ml ]

"
i
y

[ Kromozom 17 J [ Kromozom 13 J

Sekil 2-8: BRCA1 ve BRCA2 genlerinin kromozom iizerindeki konumunun sematik
gosterimi [33].

Hem BRCA1 hem de BRCAZ2 niikleer proteinlerdir. BRCAL geninde binlerce

mutasyon bulunmaktadir. Bu mutasyonlarin ¢ogu, erkeklerde prostat kanseri, kadinlarda
over, hem erkeklerde hem de kadinlarda meme ve pankreas kanseri riski ile iligkilidir
[31]. Bu mutasyonlar viicuttaki her hiicrede yani germline da bulunduklarinda bir
nesilden digerine geg¢mektedir. Sonug¢ olarak, bazi ailelerde meme ve/veya over
kanserlerinin siklikla goriilmesi, bu kanserlere prostat, pankreas, kolon ve mide gibi
kanserlerin de eslik ettigi gozlemlenmis ve bu genlerle bu hastaliklarin korelasyon
gosterdigi saptanmustir [31]. Literatiirde de s6z konusu hastaliklarla bu genlerin iligkili

oldugu gosterilmistir. Bununla birlikte, bir bireyin BRCA1 geninde mutasyon tasiyor
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olmast o kisinin kesinlikle kanser olacagi anlamima gelmemekte sadece kansere
yakalanma riski normal populasyona gore 8-10 kat artti§i anlamina gelmektedir.
Bunlara ilave olarak, diger genetik, ¢evresel ve yasam tarzi faktorleri de kisinin kansere
yakalanma riskine katkida bulunmaktadir.

BRCA1 gen mutasyonlariin ¢ogu, BRCAL1 proteininin kisalmasina yol agan
mutasyonlardir. Bu mutasyonlar sebebi ile ilgili protein dogru bir sekilde ve yeterli
dozda iiretilemez ve hiicreyi DNA hasarindan tam olarak koruyamaz. Genin yar1 dozda
calismasi sebebi ile hiicrede olusan hasarlarin tiimi tamir edilemez ve biriken hasarlar
hiicrelerin biliylimesini ve kontrolsiiz bir sekilde ¢ogalarak tiimdr olusturmasina neden
olmaktadir [31]. Bu genlerde mutasyon tasiyan aile bireyleri siklikla kalitsal meme ve
yumurtalik kanseri sendromunu tasimaktadirlar. Bu sendromu tasiyan kadinlar meme,
over, pankreas, kolon kanserinden, erkekler ise erkek meme kanseri, prostat, pankreas
ve kolon kanseri igin yiiksek riske sahiptirler. BRCA1 gen mutasyonu tasiyan kadinlar,
genel niifusun %1,6' sin1 olusturmakta olup, yasamlar1 boyunca %35-80 oraninda meme
ve yumurtalik kanseri gelisme riskine sahiptir [34]. Bununla beraber aynit BRCA1 gen
mutasyonuna sahip aile bireylerinin neden farkli organlarda kanser gelistirdigi konusu
ise hala agiklik kazanmamustir. Belirli organlari etkileyen ¢evresel faktorler ya da mikro
cevre, belirli bolgelerdeki kanserlerin gelisiminde katkida bulunuyor olabilir [34].

BRCA1 mutasyonlar1 olan tlimorlerin ¢ogu, hem Ostrojen hem de progesteron
reseptorleri igin genellikle negatif iken, BRCA2 mutasyonlari olan ¢ogu tiimor, bu
hormon reseptorleri i¢in pozitiftir. BRCAL mutasyonlari olan meme kanserleri ve
BRCA2 mutasyonlar1 olan meme kanserleri karsilastirildiginda bunlarda 6nemli 6l¢iide
farkli gen gruplarinin ifade edildigini goriillmektedir [35].

BRCA1 ve BRCA2 genleri, homolog rekombinasyon ve ¢ift zincir DNA
kiriklariin onariminda gérevli olan RADS51 geni ile etkilesime girmektedir [36]. S fazi
hiicrelerinin genotoksik ajanlara maruz kalmasinda sonra, BRCA1, BRCA2 ve RAD51
genleri replikasyon boélgelerine giderek onarimi gergeklestirirler [36]. BRCAL ya da
BRCA2’nin islevsel yoklugunda, onarim gerceklesmez, sonrasinda yine timor
baskilayicit bir gen olan p53 geni aktive olur ve hiicre dongiisii durdurularak hiicre
olumii (apoptoz) gerceklesir. p53 geni aktive olmadiglr durumda ise dongii durdurulamaz

ve hiicre proliferasyonu devam ettigi i¢in DNA hasar1 onarilamamaktadir.

Tablo 2-1: BRCA1 geni ile etkilesimde olan genler
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BRCA1
DNA Tamiri RADS50, RAD51, NBS, MRE1
Transkripsiyonun Diizenlenmesi c-MYC, E2F1, CtiP, ZBRK1
Kromatin Yapisinin Diizenlenmesi HDAC, RB1
Hiicre Siklusunun Diizenlenmesi CHEK1,CHEK2,TPX2, NuMa
Ubikitinasyonun Diizenlenmesi BARD1,BAP1

2.7. Ekstraseliiler Matriks Proteinleri
Metastaz, meme kanserinin en 6liimciil yonii ve hastalik niiksii ile iliskili en belirgin
ozelligidir. Epitelyal-mezenkimal ge¢isin (EMT) meme kanseri metastazinin

baslatilmasina aracilik ettigi molekiiler mekanizmalar tam olarak anlagilamamustir.

2.7.1. Matriseliller CCN Proteinleri

Matriselliiler CCN proteinleri, timor fonksiyonu ile gelisimi ve Ekstraseliiler
matriks (ECM) ile iliskili proteinlerdir. ECM protein ailelerinden biri olan CCN (Cyr61,
CTGF, NOV) proteinleri hiicresel sinyalleri diizenleyerek kanserde patolojik islev
gostermektedir. CCN proteinleri arasinda meme kanserinde CCN1/Cyr61, CCN2/
CTGF, CCN3 ve CCN4/WISP1 tiimor olusturulmasi yoniinde etkiye sahipken, CCN5 /
WISP2 ve CCNG6 / WISP3 genleri tiimor baskilayict etki gostermektedir [37]. WISP-1
geni, tiimor baskilayici aktivitelerde daha fazla rol alirken; WISP-1 seviyesinin, timor
saldirganligr ile ters orantili oldugu gosterilmistir Buna karsilik, WISP-2, meme
kanserinin agresifligi ile iligkili olup kotii bir prognostik 6zellik tasimaktadir. WISP-1
ve WISP-2' nin zit yondeki bu etkileri, bu molekiillerin birinin terapotik, digerinin ise

prognostik bir roliiniin oldugunu diisiindiirmektedir.

Meme kanseri ile CCN proteinleri arasindaki iligkiyi belirlemek i¢in daha fazla
bilimsel ¢alismaya gereksinim vardir. CCN1 ve CCN2 genlerinin asir1 eksprese edilmesi
meme kanserinde metastaz ile iliskilidir [37]. WISP-1(CCN4) geni de tiimor olusumunu
arttirarak metastaza neden olmaktadir. WISP-1 baslangicta WNT1 ve f-katenin
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yolaginda gorevli olarak tanimlanmis bir gendir ve f-katenin aracili tiimér olusumuna
katkida bulunmaktadir. Yapilan ¢alismalarda, WISP-1 geninin ekspresyon artiginin
meme kanserli hastalarda metastaz gelisiminde etkili oldugu goriilmektedir [37]. Wnt/
S-katenin sinyal yolu ve bu yolda gorev alan molekiiller hakkinda edinilecek bilgiler,
metastatik meme kanseri teshis ve tedavisinde Onemli olacaktir. Son arastirmalar,
epitelyal-mezenkimal gecisin (EMT) metastazin erken asamalarinda 6nemli oldugu
gosterilmistir [38]. EMT’de, epitel hiicreleri 6zelliklerini kaybeder, mezenkimal
ozellikler kazanarak hareketli ve invaziv hale doniisiirler. EMT deki en 6nemli olaylar
arasinda hiicre-hiicre etkilesiminin artadan kaldirilmasi ya da azaltilmasinin yaninda
ozellikle epitel yapisin1 korumada Kritik olan E-cadherin'in azaltilmasi sayilmaktadir. E-
cadherin ekspresyonunun kaybedilmesinin timér invazyonu ve metastaz ile iliskili
oldugu bildirilmistir. E-cadherin ekspresyonunun kaybiyla, mezenkimal belirtegler olan
vimentin ve fibronektin EMT’nin devamini ve tamamlanmasini olusturmak {izere
yiiksek diizeyde ifade edilirler. TGF-B1 sinyalleri, gog, istila ve EMT gibi kanser

hiicrelerinin metastatik yayiliminda énemli bir role sahiptir.

2.8. WISP-1 (WNT-1-Uyarilabilir Sinyal Yolu-1 Proteini, (CCN4))

WISP-1, 8924.1 — q24.3 kromozomu {iizerinde bulunan, 5 ekzon ve 4 introndan
olugan, sistein bakimindan zengin bir heparin baglayici glikoproteindir ve hiicre
¢ogalmasinda Onemli rol oynamaktadir [39]. 367 aminoasitlik bir proteini
kodlamaktadir. 40 kD kiitleye sahip bu proteinin cDNA uzunlugu; 2,830 bp dir. WISP-1
proteininin domain yapisi, sinyal peptiti ile baglamaktadir ve dort fonksiyonel alana
sahiptir. Domain yapisinda, SP bolgesi sonrasinda sirasiyla; insiilin biiylime faktorii
baglayici protein (IGFBP), van willebrand faktér C (VWC), trombospondin tip I tekrari
(TSP) ve C-terminal alan (CT) bulunmaktadir (Sekil 2-9).

gene El E2 E3

E4

(38260bp) N . = A e

E5

transcript
(2798 bp)
S'UTR CDS o 3UTR -
module I Il 111 v
protein

(367aa)
domain SP IGFBP VWC TSP CT
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Sekil 2-9: WISP-1 geninin yapisi [40].

WISP-1, akciger, bobrek ve dalak gibi bir¢ok i¢ organda ifade edilir. WISP-1,
diger hiicrelerin hiicre disi matrikse baglanmasini arttiran Lésin agisindan zengin
proteoglikanlara baglanmaktadir. WISP-1, BMP-2'ye baglanarak mezenkimal hiicre
proliferasyonunu ve osteoblastik farklilasmaya neden olur. Erken evre ER-pozitif lenf
nodu negatif meme kanseri hastalar1 arasinda artmis metastaz riski ile iligkili oldugu
bildirilmistir [40]. Bu nedenle, WISP-1 ve EXT1 genlerinin gelecekte yapilacak etrafli
calismalarla metastaz riski gostergesi olarak gorev yapip yapmayacagi anlasilacaktir.
WISP-1 geni, meme kanseri i¢in prognostik bir belirteg olarak kullanilabilir ancak bir

timor uyaricist mi yoksa baskilayicist mi oldugu hala agiga kavusturulamamustir.

2.8.1. WISP-1 Geni ve Kanser

WISP-1 geni, Wnt / B -katenin sinyal yolunun hedef geni olsa da, ¢esitli sinyal
iletim yollarindan olusan ve farkli tiimorlerde farkli biyolojik olaylarin gerceklesmesi
ile baglantili olan karmasik bir sinyal aginin diizenlenmesinde rol oynamaktadir.

Meme kanseri dokular1 saglikli meme dokularina gére daha yiiksek WISP-1
mRNA ekspresyonuna sahip olmakla birlikte yapilan ¢aligmalarda rekombinant WISP-1
uygulandiginda meme kanseri hiicre proliferasyonunu arttirdigr goriilmektedir. WISP-1
transfeksiyonu, MCF-7 hiicrelerinde epitelyal-mezenkimal gecisi (EMT) indiikleyerek
daha yiiksek migrasyon ve invazyona yol agmaktadir [39]. WISP-1, hiicre dis1 matrikste
(ECM) salgilanan bir matrikiiler proteindir. WISP-1, diger ECM proteinleri gibi,
farklilagsma, proliferasyon, migrasyon gibi biyolojik olaylarda gorev almaktadir. WISP-1
‘in ekspresyon seviyesi tiimor tipi, hasta yast ve aile Oykiisiine bagl olarak farklilik
gostermektedir.

WISP-1, osteosarkom hastalarinda MMP2 ve MMP9 ekspresyonunu diizenleyen
NF-kB sinyal yolunu aktive ederek hiicresel migrasyonu ve invazyonu
desteklemektedir. Notchl, WISP-1 sinyal iletim yolunu aktive ederek insan melanom
hiicrelerinin ¢ogalmasini baskilamaktadir [41].

WISP-1, PKB/AKT sinyal yolunu aktive ederek meme kanseri hiicre hatlarinda
p53 timor baskilayict genine bagli hiicre Oliimiini Onleyerek proliferasyonu
desteklemektedir [42].

WISP-1, genellikle gesitli kanserlerde yiiksek oranda ifade edilen ve kanser

hastalariin progresyonu, uzak metastaz1 ve kotii prognozu ile iliskili olan bir onkogen
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gibi davranmaktadir; ancak yapilan ¢alismalarda bazi kanser hiicre hatlarinda bir timor
baskilayici gibi hareket ettigi de goriilmektedir. WISP-1 geninin meme kanserinde
onkogen mi yoksa tiimor baskilayict m1 oldugu tartismalidir ve bu konuda net bir bilgi

literatiirde bulunmamaktadir [43].

Whnt-6-
WNTL catenin
d ? |
N-cadherin || <— — E-cadherin
WISP-1 _
Notchl || '—) BRCA2 l

NF-KB AP-1 EGFR AKT
MMP2 ICAM1 ERK PKB p33
MMP9 VCAM1 HIF-a

! 1 1 1 1

Proliferasyon Proliferasyon Proliferasyon
Migrasyon

Migrasyon
Invazyon

Migrasyon

Sekil 2-10: WISP-1’ in iligkili oldugu genler ve etkileri

Her ne kadar WISP-1, Wnt / B-katenin sinyal yolunun hedef geni olsa da, gesitli
sinyal iletim yollarindan olusan ve farkli tiimorlerde, farkli biyolojik islemlerin
gerceklesmesi ile baglantili olan karmasik bir sinyal aginin diizenlenmesinde gorev
almaktadir (Sekil 2-10). WISP-1, kanser tani ve tedavisi igin yeni bir terapotik hedef

olarak hareket etme potansiyel roliinii iistlenmektedir.

2.8.2. AKT ve BRCAL1 genlerinin WISP-1 ile iliskisi

BRCA1 geninin eksikligi ya da mutasyonu AKT onkogenik yolunu aktive ederek
AKT geninin fosforilasyonunu ve kinaz aktivitesini arttirir [44]. BRCA1-AKT yolu
timor olusumunda 6nemli olup BRCAL’in AKT sinyal yolunun negatif bir diizenleyicisi
oldugu bilinmektedir. BRCA1’in eksik oldugu ya da mutasyonlu oldugu kanser
hastalarinda, AKT sinyal yolu ve bu sinyal yolagindaki genler yeni bir terapotik hedef

olmaktadir.
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Sekil 2-11: WISP-1 geni ile iligkili proteinleri gosteren STRING analizi

2.8.3. TGF BETA (TGF-p)

Transforming biiylime faktorii-f (TGF-f), EMT’ nin giliglii bir indiikleyicisidir

bununla birlikte timér progresyonu ve metastazinin pozitif diizenleyicisidir. TGF-41,

hiicresel farklilasma, homeostaz ve EMT dahil olmak iizere ¢ok sayida fizyolojik

stirecin diizenlenmesinde gorev alan bir sitokindir.

TGF-A1'in  asir

ekspresyonunun,

bazal

benzeri

ve luminal tip meme

kanserlerinin kotii prognozu ile iliskili oldugu bildirilmistir ve bu da TGF-£1 sinyalinin

meme

kanseri

hiicrelerinin  gelismesinde  6nemli

bir role sahip oldugunu

diistindiirmektedir [38]. Bundan dolayi, meme karsinomunda bazal ve luminal tipte

TGF-AI

sinyalinin  inhibe

edilmesiyle

invazyon ve

metastazin  inhibisyonu

saglanmaktadir. TGF-f1, SMAD sinyalini uyararak EMT 'ye aracilik etmektedir [45].
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SMAD genleri, hedef genlerin transkripsiyonu i¢in TGF-A/ sinyallerini hiicre
yiizeyinden c¢ekirdege iletmekte gorevli olan proteinlerdir. TGF-£1, meme kanseri
hiicrelerinde EMT sinyal yolagindaki genleri indiiklemektedir [45]. EMT, meme
kanserinde SMAD2 sinyaline bagli olarak timoér progresyonunu ve metastazini
diizenlemektedir [45]. Mezenkimal timor belirtegleri olan; E-Cadherin, Vimentin ve
SMAD genleri ifade diizeyleri meme kanserinin tipine ve c¢esidine gore farklilik

gostermektedir [45].

2.8.4. TGF-p1 ve WISP-1 ILISKISi

Meme kanserinin progresyonu ve metastazinda ECM proteinleri etkilidir. ECM
proteinlerinden bag dokusu biiylime faktorii (CTGF) ailesine ait olan WISP-1 meme
kanserinin baglamasinda, ilerlemesinde ve metastazinda etkilidir. WISP-1 geninin
aracilik  ettii asir1  hiicre proliferasyonu apoptozun baskilanmasit yoluyla
olusturulmaktadir. WISP-1 geninin asirt aktive ettigi AKT proteini TP53’in
inaktivasyonuna neden olur. TGF-#1 uygulamasi ile TP53’{in inaktivasyonu ortadan
kaldirilarak hiicre apoptoza yonlendirilebilmektedir. TGF-5/ ve WISP-1, osteoblast
fonksiyonunu birlikte kontrol etmekte ve bu kontroli birbirlerinin faaliyetlerini
diizenleyerek olusturmaktadirlar [1]. WISP-1 geninin yiiksek ekspresyonu kemik
metastazi1 ile iligkili olan alkalin fosfataz aktivitesini arttirmaktadir. Artan WISP-1

ekspresyonu TGF-f1 uygulamasi ile inhibe edilerek metastaz engellenmektedir [1].



3. GEREC VE YONTEM

3.1. Kullamlan Kimyasal Maddeler, Malzemeler ve Kitler
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Kullanilan kimyasal maddeler, malzemeler ve Kkitlere ait bilgi ve detaylar asagidaki

tabloda belirtilmistir (Tablo 3-1).

Tablo 3-2: Kimyasal maddeler ve kitlere ait bilgiler

RPMI 1640 BIOCHROM AG
PBS AMRESCO
[-Merkaptoetanol, MERCK

Tris (hidroksimetil aminometan), Borik Asit

DMEM

THERMO SCIENTIFIC

Etidyum Bromid (EtBr), Bromfenol Mavisi (BFB)

SIGMA

Etilen-diamin-tetraasetikasit (EDTA)

THERMO SCIENTIFIC

Lysis Buffer ve Buffer R.

miRNeasy Mini Kiti [QIAGEN] ve QIAzol Lysis | QIAGEN
Reagent

Primerler SENTEBIOLAB
Tripsin (1:250) GIBCO

Lightcycler 480 Probes Master Kit

ROCHE APPLIED SCIENCES

cDNA Sentez Kiti

ROCHE

All Prep DNA/RNA/Protein Mini Kit

QIAGEN

Penisilin/Streptomisin

GIBCO

Kullanilan cihazlara ait bilgi ve detaylar asagidaki tabloda belirtilmistir (Tablo 3-2).

Tablo 3-2: Kullanilan cihazlar ve markalar:

-80 Derin Dondurucu SANYO

Azot Tanklari MVY

Yiiksek Hizli Sogutmali Santrifiij HERAEUS
Sogutmali Ependorf Santrifijj HERAEUS
Santrifiijler Sogutmasiz HETTICH, JOUAN
Mikropipetler GILSON
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Yatay Gel Elektroforez BRL

Tanklar1 ve Jel Dékme Sistemleri

Vorteks FINEPZR

Distile Su Cihazi MILLIPORE
Spektrofotometre NanoDrop 2000 THERMO SCIENTIFIC
Gel Dokiimantasyon Sitemi BRL

Etiivler (37°C ve 56°C) NUVE

Manyetik Karigtirict NUVE

Vortex Mixer IKA-Model MS3

Agilent Technologies, Santa Clara,
CA, ABD

Sinif II laminar flow

TEZSAN

Agilent Technologies 2100 Bioanalyzer

Agilent Technologies, Santa Clara,
CA, ABD

THOMA lami1 ISOLAB

Bidistile su iiretim cihazi INCEKARALAR

NanoDrop spektrofotometre THERMO SCIENTIFIC

Invert mikroskop SEDIVAL

Lightcycler 480l1 ROCHE APPLIED SCIENCES
Siringa filtreleri (0.22 um) TPP

25-75 cm? hiicre biiyiitme kaplar1 TPP

Kullanilan tampon ve ¢ozeltilerin hazirlanmasi asagida tabloda belirtilmektedir (Tablo

3-3).

Tablo 3-3: Kullamlan tampon, ¢ozelti icerikleri ve bilgisayar programlari

10X PBS Tampon Cozeltisi (1L)

o 80 g NaCl

. 2 gKCl

. 11,5 g Na;HPO4
. 2 g KH,PO,

10X TEB (Tris-EDTA-Borik Asit) Tampon Cozeltisi (1L)

. 0.88 M Borik Asit

. 5 M Trisma-Base
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. 0.02 M EDTA (pH: 8.00)

900.8’lik Agaroz Hazirlanmasi

0,8 g Agaroz

100mL 0.5X TEB100mL 0.5X TEB

SuL Etidyum Bromiir (10mg/mL) mL

Bilgisayar Programlari

LightCycler 480 Software release 1.5.0

3.3. Meme Kanseri Hiicre Hatlar

Calismamizda, meme kanseri hiicre hatlarindan MDA-MB-436, MDA-MB-453,
MDA-MB-231 ve MCF-7 hiicre hatlar1 kullanilmis; 6zellikleri detayl sekilde asagida
belirtilmistir (Tablo 3-4).

Tablo 3-4: Kullamlan hiicre hatlari ve o6zelliklerinin 6zet gosterimi

MDA-MB-231

MDA-MB-453

MDA-MB-436

MCF-7

Uclii Negatif Meme

Kanseri hiicre hatti

Uclii Negatif Meme

Kanseri hiicre hatt1

Uclii Negatif Meme

Kanseri hiicre hatt1

Ostrojen

reseptorii  pozitif

(ER+) Meme
Kanseri hiicre
hatt1
Metastatik Metastatik Metastatik Metastatik
Adenokarsinom Karsinom Adenokarsinom Adenokarsinom

51 yasinda beyaz 1k

48 yasinda beyaz 1k

43 yasinda beyaz

69 yasinda beyaz

kadin hastadan | kadin hastadan | irk kadin hastadan | irk kadin hastadan
alinmastir. alinmistir. alinmustir. alinmustir.
Mutasyon Durumu | Mutasyon Durumu | Mutasyon Mutasyon

TP53  (homozigot) | CDH1 (homozigot) Durumu Durumu

NF2 (homozigot) | PIK3CA(heterozigot) | BRCA1(homozigot) | Erb4(HER4)
BRAF  (heterozigot)

CDKNZ2A(homozigot)

RB1 (homozigot)
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KRAS (heterozigot)

3.3.1. MDA-MB-231

Ostrojen hormonu ve HER2 reseptorii tasimayan tiimorler olan Triple (iiglii)
negatif meme kanserinin mezenkimal benzeri morfoloji gosteren meme kanser hiicre
hatt1 grubundadir. MDA-MB-231; 51 yasinda, beyaz irka sahip kadin hastadan alinan
metastatik 6zellikli ve adenokarsinom yapida bir hiicre hattidir. S6z konusu MDA-MB-
231 hiicre hattt TP53 (homozigot), NF2 (homozigot), BRAF (heterozigot), CDKN2A
(homozigot), KRAS (heterozigot) genlerinde mutasyon tasimaktadir (Sekil 3-4).

ATCC Number: HTB-26 ™
Designation: ~ MDA-MB-231

Low Density Scale Bar = 100pm High Density

Sekil 3-4: MDA-MB-231 hiicre hattinin morfolojisinin goriintiilenmesi

3.3.2. MDA-MB-453

MDA-MB-453 hiicre hatti, iiclii negatif meme kanserinin Luminal Androjen
Reseptorii (LAR) alt tipinin 6zelliklerine sahip, karsinom ve metastatik 6zellikli olup
CDK4 / 6 inhibisyonuna olduk¢a duyarlidir [46]. 48 yasinda beyaz irkli bir metastatik
karsinomu olan kadin hastadan alinan MDA-MB-453 hiicre hattt CDH1 (homozigot) ve
PIK3CA (heterozigot) genlerinde mutasyon tagimaktadir (Sekil 3-5).
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ATCC Number: HTB-131 ™
Designation: ~ MDA-MB-453

= A
T &1

2% e A = VNN oL
Low Density High Density Scale Bar = 100um

Sekil 3-5: MDA-MB-453 hiicre hattinin morfolojisinin goriintiilenmesi

3.3.3. MCF-7

MCF-7, 6strojen reseptorii pozitif (ER+) olan, adenokarsinom ve ayni zamanda
metastatik 6zellikli 69 yasinda beyaz irk kadin hastadan alinan meme kanseri hiicre
hattidir. MCF-7 hiicre hatti, IGFBP geni ve WNT7B onkogenini asir1 ifade etmektedir.
MCF-7 hiicrelerinin biiyiimesisi timor nekroz alfa (TNF alfa) molekiilii tarafindan
inhibe edilmektedir. S6z konusu hiicre hatt1 MCF-7, sadece epitel kdkenli bazi timor
tiplerinin olusumunda rol oynayan bir biiyiime faktor reseptor olan Erb4(HERA4)
geninde mutasyon tagimaktadir (Sekil 3-6).

ATCC Number: HTB-22
Designation: ~ MCF-7

. d
Scale Bar = 100um

Low Density Scale Bar=100um  High Density



33

Sekil 3-6: MCF-7 hiicre hattinin morfolojisinin goriintillenmesi

3.3.4. MDA-MB-436

MDA-MB-436 ti¢lii negatif meme kanseri hiicre hattidir. 43 yasinda beyaz irkli
bir kadin hastadan alinmis olup adenokarsinom ve metastatik 6zelligi bulunmaktadir.
Mezenkimal benzeri morfoloji sergileyen MDA-MB-436 meme kanseri hiicre hatti,

BRCA1 (homozigot) ve RB1 (homozigot) genlerinde mutasyon tagimaktadir (Sekil 3-7).

Sekil 3-7: MDA-MB-436 hiicre hattinin morfolojisinin goriintiilenmesi [47].

3.4. Hiicrelerin Yetistirilmesi ve Deney Plani

BRCAL mutant olan ve olmayan meme kanseri hiicre hatlarinda WISP-1 geninin
ekspresyonunun arastirilmas: baslikli tez oneri formunda HCC1395 primer meme
kanser hiicre hatt1 ile MDA-MB-436 BRCA1 mutant, metastatik meme kanser hiicre
hattinda WISP-1 geninin ifade diizeyinin aragtiritlmasi planlanmisti. Ancak ATCC‘den
temin edilen hiicre hatlarinda metastatik olmayan, primer meme kanseri hiicre hatti
HCC1395 ve BRCA1 mutant, metastatik olan MDA-MB-436 hiicre hatlar1 agildiginda
morfolojilerinin saglikli olmadig1 tespit edilmis ama yine de kiiltiire alinmistir ancak
kiiltirde basarili bir biiylime gerceklestirilememistir. MDA-MB-436 hiicre hatti ise
sadece 2 giin yasatilmis ve ardindan kontamine olmustur. Bu ilk iki giin igerisinde

kontaminasyondan hemen once bu hiicre hattindan Real Time PZR ile WISP-1 ifadesini
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gosterecek kadar hiicre toplanmis ve WISP-1 ifadesi arastirllmigtir. Projede ilave biitce
olmadigindan bu hiicre hatlar1 tekrar temin edilememistir. Bu nedenle projede elimizde
mevcut olan metastatik-iiglii negatif (MDA-MB-231, MDA-MB-436 ve MDA-MB-453)
ve metastatik ER-pozitif meme kanseri hiicre (MCF-7) hatlarinda WISP-1 geninin
TGFp1 uygulamasina bagli ekspresyon degisiklikleri arastirilmistir.

Istanbul Universitesi, Onkoloji Enstitiisii, Temel Onkoloji Anabilim Dal,
Arastirma Laboratuari’nda, mevcut olan meme kanseri hiicre hatlarindan; ti¢lii negatif,
metastatik ve TP53 mutasyonu tasiyan MDA-MB-231 hiicre hatt1 ile tglii negatif,
metastatik ve CDH1 ve PIK3CA geninlerinde mutasyonu olan MDA-MB-453 ve ER-
pozitif, metastatik ve HER4 geninde mutasyonu olan MCF-7 meme kanseri hiicre
hatlar1 hiicre agma protokollerine uygun olarak ac¢ilmis ve hiicre igeriginde DMEM, %
10 fetal bovine serum (Gibco FBS/Life Technology) ve % 1 penisilin/streptomisin
(10,000 U/mL) (Life Technology) bulunan besin ortami igerisinde 37°C ‘de %5 CO:

kosullarinda biiyiitiilmiistiir. Yapilan deney dizayn1 asagida 6zetlenmistir.

1. MDA-MB-453, MDA-MB-231,MDA-MB-436 ve MCF-7 meme kanseri

hiicre hatlar kiiltiir ortaminda biiyiitiilerek kiiltiirler stoklanmaistir.

2. S6z konusu hiicre hatlarindan RNA izolasyonu ve konsantrasyon

Olctimleri gerceklestirilmistir.
3. Elde edilen RNA’lar cDNA’ ya doniistiiriilmiistiir.

4. WISP-1 genine uygun primer tasarlanmasi ve optimizasyon islemleri

gerceklestirilmistir.

5. Real Time PZR’da WISP-1 gen ekspresyonunu incelenmis ve analiz

edilmistir.
6. Meme kanseri hiicre hatlarina TGF-81 uygulanmustir.
7. TGF-B1 uygulamasi sonrasinda WISP-/'in ekspresyon diizeyindeki

degisiklikler tekrar Real Time PZR ile incelenmis ve degerlendirilmistir

3.5. Hiicrelerin Kaldirilmasi, Sayim ve Pasajlama
Petri kabindaki hiicrelerin petri kabinin %70-80’ini doldur diizeye gelmesini

takiben hiicreler pasajlandi.

1. Hiicre pasajlamasi icin petri kabinda bulunan besin ortami uzaklastirildi.
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25 cm? petri kabi i¢in 1 mL, 75 cm? olan petri kab1 icin 2 mL fosfat
tamponlu tuz ¢ozeltisi (PBS) ile yikanip sirasiyla petri kabiin
biiyiikliigiine gore 1mL ya da 2mL tripsin-EDTA (etilen diamin tetra
asetik asit) ile CO- igeren etiivde 5 dakika bekletildi. Bu siire sonunda
hiicrelerin  zarar goérmesini engellenmek ve  Tripsin-EDTA nin
aktivitesini inhibe etmek i¢in 2 mL DMEM besin ortamindan eklendi ve

hiicreler santrifiij tiibiine aktarildi.

2000 rpm’de 5 dakika santrifiij islemi gerceklestirildi ve sonra
stipernatant atildi. Hiicrelerin {lizerine 1 mL taze besin ortami eklenerek
iyice pipetaj yapilip homojen hale gelen hiicreler sayim i¢in hazir hale
getirildi.

Hazir olan hiicre siispansiyonundan 10 pL alinarak hemositometre ile

hiicre sayimi gergeklestirildi.

Bir mililitredeki hiicre sayis1 hemositometredeki hiicre sayisinin 10 ile

carpilarak hesaplandi.

1x10¢ hiicre, 75 cm?® lik petri kabina eklenerek pasajlama iglemi

tamamlandi.

3.6. Hiicrelere TGFp1 Uygulanmasi

Hiicre hatlarina uygulanacak olan TGFB1’nin hiicreler iizerindeki sitotoksik

etkisi zamana ve doza bagli olarak metiltiazol difeniltetrazolyum bromiir (MTT) testi ile

olgiildii. 1x10° hiicre/kuyu 96 kuyucuklu petriye ekilip gece boyunca yapismalari

beklendikten sonra, literatiirlerden secilen konsantrasyonlarda TGFB1, 10ug/200uL

H>0’da ¢oziilerek 5Sng/mL hiicrelere verilmis 24 saat uygulanmistir [48-50].

3.7. Hiicre Dondurulmasi ve A¢ilmasi

Kiiciik pasaj sayisina sahip hiicreler saglikli sekilde yedeklenmek amaciyla 6nce

birkag gece -80°C derin dondurucuda bekletildikten sonra daha uzun siire saklamak i¢in

-196°C s1v1 azot tankina alindi. Bu islem i¢in yapilan uygulamalar asagida 6zetlenmistir.

1. Petri ylizeyine yapisik hiicreleri kaldirmak igin tripsin-EDTA uygulandi.

2. 2000 rpm’de 5 dakika santrifiij edildikten sonra Hemistometre ile

sayllmis ve yaklasik sayis1 10° olan hiicre 6rnegi % 10 DMSO ve %90
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FBS soliisyonu igeren Kriyo tiiplere koyuldu. Saklanmasi ig¢in 6nce -80

°C’ de saklandi. 3 giin sonra -196 °C s1v1 azot tankina alindi.

Hiicrelerin sivi azotttan alinarak agilmasinda uygulanan protokol asagida

Ozetlenmistir.

1. Hicrelerin agilmasi igleminde kriyo tiipte olan hiicreler siv1 azottan
alindiktan sonra, hizli bir sekilde ¢oziilerek dondurucu ortama

medya ortamu eklenerek santrifiij tiiptine aktarildi.
2. 2000 rpm’de 5 dakika santrifiij edilip siipernatant uzaklastirildi.

3. Hiicrelerin tizerine besin ortami eklenerek 25 c¢cm? ve 75 cm?’ lik

petriye ekildi.

3.8. Es zamanh DNA/RNA/Protein izolasyonu islemi

Hiicre kiiltiir islemlerinin ardindan ¢ogalan hiicreler yeterli sayiya ulastiktan
sonra DNA/RNA/Protein izolasyonu islemine gec¢ildi. Ancak bu islemden Once
hiicrelerin i¢inde bulunduklart besin ortaminin uzaklastirilmasi i¢in hiicrelerin i¢inde
bulundugu besin ortami 15 mL’lik santrifiij tiipiine aktarildi ve 1500 rpm’de 2 dakika
santrifiij edildi. Hiicre pelletine 1 mL PBS eklenerek ve tekrar 1500 rpm’de 2 dakika
santrifiij edilerek yikandi. Santrifiij sonrasi ¢ikan pellet alinarak es zamanh
DNA/RNA/protein izolasyonu islemi yapildi. Bu islem All prep DNA/RNA/Protein
Mini Kit ile Qiagen Inc. firmanin vermis oldugu protokole uygun olarak asagida

belirtildigi sekilde uygulandi.

. Hiicre pelletine 600 uLL RLT soliisyonu eklendi. Pipetaj yapilarak hiicreler homojenize
edilerek lizat haline getirildi.

Homojenize halde olan hiicre lizati, 6ncelikle DNA kolonuna yiiklendi.

10.000 rpm’de 30 saniye santrifiijlendi. Bu asamada alt faz ile RNA ve Protein
izolasyon iglemine devam edebilmek icin DNA izolasyon islemi durduruldu. Bu siire
zarfinda DNA kolonu 2 mL’lik yeni bir toplama tiipiine yerlestirilerek (Basamak 17-20)
4°C’de bekletildi.

3. Asama’da altta kalan siviya 400 puL %96-100’liik etanol eklendi ve pipetle iyiye
homojenize edildi. 700 puL’lik hiicre karisimi pembe renkli RNA kolonuna yiiklendi ve
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10.000 rpm’de 15 saniye santrifiij edildi. Bu asamada altta kalan sivi protein
pirifikasyonu (Basamak 9-16) icin yeni bir 2 mL’lik tiipe aktarildu.

Pembe renkli RNA kolonuna 700 pL RW1 soliisyonu eklendi ve 10.000 rpm’de 15
saniye santrifiij edildi. Alt faz atildi.

Pembe renkli kolona 500 puL RPE soliisyonu eklendi ve 10.000 rpm’de 15 saniye
santrifiij edildi. Alt faz atildi.

Pembe renkli kolona 500 puL RPE soliisyonu eklendi ve 10.000 rpm’de 2 dakika
santrifiij edildi. Alt faz atildi.

Pembe renkli kolon 1.5 mL’lik yeni bir tiipe aktarildi ve 35 pLL RNase i¢cermeyen su
direk kolon membranina eklendi ve RNA’y1 elde etmek iizerel dakika 10.000 rpm’ de
santrifilj yapildu.

4. Asamada elde edilen alt faza 1000 uL APP soliisyonu eklenerek karistirildi.
10 dakika oda sicakliginda bekletildi.

Ependorf santrifijlde maksimum hizda 10 dakika santrifiij yapildi ve siipernatant

uzaklastirildi.

Protein pelletine 500 pL %70’lik etanol eklenerek 1 dakika ependorf santrifiijde

maksimum hizda (12.000rpm) santrifiij edildi ve siipernatant atildi.
Protein pelleti 5-10 dakika oda sicakliginda kurutuldu.
100 uLL ALO soliisyonu eklendi ve protein pelletinin ¢6ziildii.

Protein pelletinin tamamen ¢oziilebilmesi i¢in 95°C” de 5 dakika inkiibasyon yapilarak

ardindan oda sicakligina bekletildi.

1 dakika maksimum hizda santrifiij yapilarak, elde edilen protein gelecekteki ¢alismalar

icin birkag tlipe paylastirilarak -80°C’de saklandi.

4. asama sonundaki DNA kolonuna 500 pL. AW1 soliisyonu, eklendi ve 10.000 rpm’de

15 sn. santrifiij edilerek alt faz atildi.

DNA kolonuna 500 uL. AW2 soliisyonu eklendi ve ependorf santrifiijjde maksimum
hizda 2 dakika santrifiij edildi.

DNA kolonu yeni bir 1.5 mL’ lik tiipe aktarildi. 100 pL EB soliisyonu kolona eklendi
ve oda sicakliginda 2 dakika bekletildi.
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20. DNA’y1 kolondan ayirmak i¢in 10.000 rpm’ de 1 dakika santrifiij edilerek -80°C’ye
kaldirildu.

Bu asama sonunda her hiicre hattindan sirasiyla, DNA, Protein ve RNA ekstraksiyonu
islemi tamamlanmis oldu. Her bir DNA, Protein ve RNA 6rnegi bir sonraki deneysel

asama i¢in uygun ortamda saklandi.

3.9. cDNA Sentezi

Izole edilen saflig1 ve kalite dlciimleri tamamlanan RNA orneklerinden daha
sonraki deneysel agsamalar i¢in ¢cDNA hazirlandi. Bu islem igin Transcriptor High
Fidelity cDNA Synthesis Kit (Roche) kullanildi. ¢cDNA olusturma islemi ilgli kit
protokoliin gére yapildi. Protokole iliskin islemler asagida 6zetlendi (Sekil 3-1).

[ ENA, Primer, Su ]

[ 10 dakika 65°C Inkiibe ]

[ Buffer, dNTPs, DTT.ET, Oligo DT Primer ]
- -rl
!

[ Coklu Reaksiyonlar igin Mastermix hazirlamr ]

i

M 25 dakika 50°C Inlibe

5 dakika 25°C Inkiibe

[ PZR J

Sekil 3-1: cDNA sentezi islemi (Transcriptor High Fidelity cDNA Synthesis Kit, ROCHE)
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3.10. Gerg¢ek zamanh kantitatif polimeraz zincir reaksiyonu

Gergek zamanli Kkantitatif PZR yontemi kullanilarak farkli  deneysel
asamalardaki hiicre soylarinda izole dedilen RNA orneklerinde WISP-1 gen ekspresyon
diizeyleri belirlendi. Incelenmek istenen gene 6zgii primerler kullanilarak gene 6zgii

ekspresyon diizeyi gergek zamanli PZR ile belirlendi (Tablo 3-5).

Tablo 3-5: Kullamlan primerler

WISP-1 Geni
Forward Primer 5> CCTACGACCATGGACTTTACC 3’
Reverse Primer 5> TTACAGCACTCACAGCCATC 3’

ACTB Geni (Referans Geni)

Forward Primer 5’ TGGTGATGGAGGAGGTTTAGTAAGT 3’

Reverse Primer 5’AACCAATAAAACCTACTCCTCCCTTAAY

Gergek zamanli kantitatif PZR’da kullanilan maddeler (Tablo: 3-1); forward ve reverse
primerlerden 2uL (10mM), Light Cycler 480 probe master karigimindan (Roche
Applied Sciences, Germany) 10uL eklenip son hacmi 20uL olacak sekilde hazirlandsi,
96 kuyucuklu plakalara dagitildi. Tablo 3.3 verilen kosullarda gergek zamanl kantitatif
PZR islemi gerceklestirildi.

Tablo 3-6: Gercek Zamanh Kantitatif PZR icerigi

SYBR Mastermix 10 ul.
10mM F-primer 2 ul
10mM R-primer 2 ul
dH20 3uL
cDNA 3uL
Total 1 reaksiyon i¢in=20 pL

Tablo 3-7: Ger¢ek Zamanh Kantitatif PZR Kosullari
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PZR Adimlart Sicaklik °C Siire
Denatiirasyon (1 Siklus) 95°C 5 dk.
Amplifikasyon (45 Siklus) 95°C 15 sn.
62°C 1 dk.
72°C 10sn.
Erime Egrisi (1 Siklus) 95°C 10 sn.
55°C 20 sn.
85°C Siirekli
Sogutma (1 Siklus) 40°C 30 sn.
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4. BULGULAR

MDA-MB-231, MDA-MB-453, MDA-MB-436 ve MCF-7 meme kanseri hiicre
hatlar1, doku Kkiiltiirlinde biiyiitiilerek bu hiicrelerden izole edilen RNA materyalinde
gercek zamanli kantitatif PZR metodu ile WISP-1 geninin ekspresyon diizeyi arastirildi.
Sonuglarin analizi, LightCycler 480 yaziliminda Absoliit Hesaplama/Fit Points
programui ile gergeklestirildi. Elde ettigimiz sonuglar meme kanserinde kotii prognoza
yol acan genomik farkliliklar ile gen ekspresyonlar1 arasinda gii¢lii bir iliski oldugunu

gostermistir.

Yukarida bildirilen hiicre hatlarinda meme kanseri i¢in belirte¢ olabilecek WISP-
1 geninin ekspresyonu, S-Aktin kontrol geni varliginda ve terapdtik hedef olabilecek

TGFB1’in etkisine bagli olarak degisen ekspresyon seviyeleri incelendi.

Arastirilan genlerin gergcek zamanl kantitatif PZR yontemi ile incelenmesi

sirasinda, floresan emisyon diizeyi, Ct degeri olarak 6l¢iildii (Sekil 4-1).

Amplification Curves

24,962

22,462
19,962
17,4624
14,962/
12,462
9,962
7.462
4,962
2,462
0038
-2,638]

510)

Fluorescence (465.

Cycles

Sekil 4-1: Gercek zamanh kantitatif PZR egrileri goriintiisii (x ekseni : her bir 6rnegin
amplifikasyona girdigi dongii sayisini, y ekseni:, floresan diizeyini ifade
etmektedir).
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Tablo 4-1: 2 A metodu ile relatif olarak hesaplanan WISP-1 ekspresyon diizeyleri.

WISP-1 Geni Ekspresyon Durumu
Fold Change Degeri

Meme Kanseri Hiicre Hatti

TGFB1 yok TGFB1 var (5ng/mL)*

MDA-MB-231 15 3,2

MDA-MB-453 5,7 0,196
MCF-7 25 15,7

MDA-MB-436 0,12

*Meme kanseri hiicre hatlarina, 24 Saat boyunca Sng/mL TGFB1 uygulamasi sonrasinda degisen
WISP-1 geni ekspresyonlari.

WISP-1 Geni Ekspresyon Diizeyi

Fold Change
Degeri2-24¢t

1
i Ay
MDA-MB-231  MDA-MB-453 MCF-7 MDA-MB-436

Meme Kanseri Hiicre Hatlar

Sekil 4-3: WISP-1 ekspresyon diizeyleri ile referans genin (ACTB) meme kanseri hiicre
hatlarinda ekspresyon diizeyleri 2*2¢t metodu ile relatif olarak hesaplandi.

WISP-1 geninin ekspresyon diizeyi, MDA-MB-231, MDA-MB-453, MCF-7 ve
BRCA1 mutant olan MDA-MB-436 meme kanseri hiicre hatlarinda referans gen ACTB’
e gore 22t metodu ile relatif olarak hesaplandi (Sekil 4-2).

BRCAL ve RB1 mutant olan MDA-MB-436 meme kanseri hiicre hattinda
WISP-1 gen ekspresyonu goriilmemektedir. Referans gene gore % 48 down regiile olup
kat artig1 0,12 degerindedir. Hedef genin 1,5 kat fazla oldugu MDA-MB-231 hiicre soyu
ise p53 mutasyonu tasimaktadir. ER-pozitif olan MCF-7 hiicre hattinda ise hedef genin
kat artig1 2,5 oranindadir. En fazla WISP-1 geninin ekspresyonu 5,7 kat artisla MDA-

MB-453 meme kanseri hiicre hattinda goriilmektedir.
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WISP-1 Geni Ekspresyon Diizeyi

16

14

12
& -
%"ﬁ 10
= 8
@] = &
Y
= A 4

2

0

MDA-MB-231 MDA-MB-453 MCF-7
Meme Kanseri Hiicre Hatlan

m JFISP-] m  [FISP-1 (+3ng/ml TGFR1)

Sekil 4-4: MDA-MB-231, MDA-MB-453 ve MCF-7 meme kanseri hiicre hatlariin,
TGFp1 uygulamasi ile degisen WISP-1 geni ekspresyon diizeyleri normalize
edilerek 2ACt metodu ile degerlendirilmesi.

BRCA1 mutant olmayan ancak TP53, NF2, CDKN2A geninde homozigot
formasyonlarda, BRAF, KRAS genlerinde ise heterozigot formasyonda mutasyonlara
sahip MDA-MB-231 hiicre hattinda WISP-1 geni ifadesi son derece az olup 5ng/mL
TGFpB1 uygulamas: sonrasinda 2.13 kat artarak 3,2 degerine ulagmistir. Bunun anlami

bu hiicre soyunda TGFB1 nin terapétik etkisinin olmadigidir.

MDA-MB-453 hiicre hattinda ise WISP-1 ekspresyonu 5,7 olup TGFp1
uygulamasi sonrasinda 29 kat azalarak 0,196 olarak dlgiilmiistiir. MDA-MB-453 hiicre
soyunda WISP-1 geni onkogenik 6zellik gostermektedir. Bu hiicre soyunda TGFp1
uygulamas1t WISP-1 ekspresyonu azaltildigindan bu hiicre soyunda ve bu hiicreye
benzer genomik oOzellikte olan hiicre yapisina sahip meme kanserinde TGFBI1‘in
terapotik etkisinin olabilecegi anlasiimaktadir. Bu hiicre soyu CHD1 geninde homozigot
ve PIK3CA geninde ise heterozigot formasyonda mutasyon tasimaktadir. CDH1 geni
hiicre-hiicre adezyonunda son derece dnemli bir molekiildiir. Bu hiicre soyunda CDH1
geninin homozigot delesyonu hiicre-hiicre adezyonunu ortadan kaldirarak metastatik

siirecin hizlanmas1 ve kolaylasmasim1 saglamaktadir. Ozellikle CDH1 geninin



44

homozigot delesyonunu tasiyan bu hiicre soyunda TGFB1’nin terapotik etkisi oldugu

distiniilmektedir.

Metastatik 6zellikte ER-pozitif ve ERB4 geninde mutasyonu olan MCF-7 hiicre
hattinda ise TGFB1 uygulamasinin ardindan WISP-1 gen ekspresyonunda 6.28 kat
artarak 15,7 degerine ulagmistir. Bu hiicre soyunda TGFB1 uygulamasi 6ncesi WISP-1
geninin ekspresyonunun 2.5 yani normal degerden yiliksek olmasi ve bu hiicre soyunda
TGFB1 uygulamasi ardindan WISP-1 ekspresyonunun asir1 derece artis géstermesi bu
hiicre soyunda WISP-1 geninin onkogen gibi davrandigini diisiindiirmektedir. Ozellikle
bu hiicre soyunda TGFB1 uygulamasinin WISP-1 ekspresyonunun daha da artmasina
neden oldugu goriilmektedir. Bu artisin hiicrenin genomik 6zellikleri ile iligkili oldugu
ve WISP-1’in kontroliinde baska gen yolaklarinin da etkili olabilecegini gostermektedir.
Bu bulgu literatiirdeki bulgularla uyusmaktadir. Ozetle MCF-7 hiicre soyunun ER-
pozitif hiicre soyu olmasi sebebi ile calismadaki diger iiclii negatif hiicre soylarinin
aksine bir 6zellik gostererek hiicre proliferasyonu yoniinde etkili olmasi da tarafimizdan

beklenen bir bulgudur.

Tez ¢alismasinda MDA-MB-436 hiicre soyu ¢ok kisa siireli yasatilabilmistir. Bu
nedenle bu hiicre soyunda sadece TGFB1 uygulamasi 6ncesi WISP-1 ekspresyonu
incelenebilmigtir. Bu incelemde WISP-1 geninin son derece az eksprese edildigi
saptanmistir (0,12). Ancak bu degerlerin gelecek calismalarda tekrar edilmesi daha

dogru sonugclar verecektir.

Tez c¢aligmasinda meme kanserinde Dbiyolojik Dbelirteg olabilecegini
disiindiigtimiiz WISP-1 gen ekspresyon diizeyi, farkli genlerde mutasyon tasiyan {ig
farkli metastatik {iglii negatif meme kanseri hiicre hatlar1 ile ER-pozitif metastatik meme

hiicre hatt1 arasinda incelenmis ve karsilagtirilmistir.

Calisgmamizin en 6nemli eksik yani saglikli meme kanseri hiicre hattinda s6z
konusu genin incelemesinin yapilamamis olmasidir. Bundan bagka yine biitge
yetersizliginden TGFB1 uygulamasinin sadece 24 saatilik etkisi arastirilmis olup 48 ve
72 saatlik etkilerine iliskin incelemeler yapilamamistir. Tez c¢alismasinin yayina
gonderilmesinden Once eksik kalan bu deneysel islemlerin tamamlanmasi

planlanmaktadir.



45

5. TARTISMA

Meme kanser hastalarint daha iyi smiflandirmaya yardimeci olabilecek bir
biyobelirteg, hastalarin klinik yonetimi lizerinde onemli bir etkiye sahip olabilir.
BRCA1, BRCA2 , HER2 , TP53 genlerinde mutasyona sahip kisiler meme Kkanseri
gelistirme agisindan yiiksek riske sahiptirler. Ayn1 zamanda yukarida bildiririlen
genlerde mutasyon tasiyan meme kanseri hastalarinin sekonder kanserelere yakalanma
konusunda ilave bir risk tasimalarinin yani sira belli ilag gruplarina karsi ilave

hassasiyet gosterdikleri bilinmeketdir.

Uclii negatif meme kanseri tedavisinde basari orami son derece diisiiktiir.
Ozellikle BRCA mutasyonlar1 ile iliskili iiclii negatif meme kanserine ait biyolojik
ozelliklerin anlasilmasi, farkli terapotik yaklagimlarin gelistirilmesine yol acacaktir.
Glinimiizde genomik ozelliklerin ve gen ekspresyon diizeylerindeki farkliliklarin
kanser tedavisinin basarisinda ya da tedavi segiminde farkli yonde etkileri oldugu
bilinmektedir. Bu nedenle ti¢lii negatif meme kanser hastalarinin tedavisi igin yeni
stratejilerin  gelistirilmesinde genomik ozelliklerin ve gen anlatim diizeylerinin
bilinmesine bu hastaligin tedavisi i¢in yeni ilaglarin gelistirilmesine katki da
bulunacaktir.

Mutasyonu ya da genomik ozellikleri tam olarak bilinen meme kanseri hiicre
hatlarinda yapilan kanser arastirmalari ile ilag kesfine ve etkinliginin arastirilmasina
yonelik ¢alismalardan elde edilen sonuglar daha dogru olarak yorumlanabilecek ve

tedavinin tam etkin oldugu meme kanser alt grubunun belirlenmesi miimkiin olacaktir.

WISP-1 temel olarak, embriyogenezde bag dokusu olusumu esnasinda ve kanser
gelisimi sirasinda anlatim yapan bir gendir [39]. Bununla birlikte, WISP-1 geninin
islevi hala tam olarak anlagilmamistir ve WISP-1'in 6zellikle kanser gelisimi ve
ilerlemesi sirasinda hiicrelerin sahip oldugu genetik yapiya bagl olarak farklilik
gosterdigi bilinmektedir. Meme kanseri ag¢isindan da WISP-1 geninin rolii hala

tartismalidir.

Tez caligmasinda oOzellikle kemik metastazi yapan metastatik ticlii negatif
(MDA-MB-231, MDA-MB-453, MDA-MB-436) ve metastatik ER-pozitif meme kanser
hiicre (MCF-7) soylarinda WISP-1 ekspresyonundaki degisiklikler TGFB1 varliginda



46

aragtirtlmig, WISP-1’in biyolojik belirte¢ niteligi tasiyip tasimadigt ve TGFB1’nin

terapotik hedef olup olmayacagi incelenmistir.

BRCAL gen mutasyonu tasimayan ancak p53, NF2, KRAS, CDKN2A genlerinde
mutasyon olan l¢lii negatif 6zellikli MDA-MB-231 meme kanseri hiicre hattinda,
WISP-1 geni ifadesi son derece diisikk diizeyde olup TGFP1 uygulamasi ile artig
goriilmektedir. Metastaik ve ER-pozitif MCF-7 hiicre hattinda TGFB1 uygulamas ile
WISP-1 ekspresyonu artmaktadir. Literatiirdekinin aksine [43], ¢alismamizda MDA-
MB-231 ve MCF-7 hiicre hatlarinda WISP-1 ekspresyonu artisinin metastatik 6zellige
sahip {i¢lii negatif ve ER-pozitif meme kanser hastalar1 i¢in onkogen niteligi tasiyan bir

biyolojik belirteg oldugu gosterilmistir.

Calismamizda BRCAL ve RB1 genlerinin her ikisinde de homozigot mutasyon
tastyan MDA-MB-436 hiicre hattinda WISP-1 ekspresyonunun fold change degerinin
ikinin altinda olmas1 bu genomik yapiya sahip hiicrelerde WISP-1’in tiimdr baskilayici

ozelliginin 6ne ¢iktigini gostermektedir.

Literatiirde WISP-1 geninin meme kanserinde onkogen olarak m1 yoksa timor
baskilayici bir gen olarak m1 gorev aldigini gésteren bir bilgi bulunamamaktadir [43].
Mevcut sonuglarimiz, WISP-1'in insan meme kanserinde ozellikle de MDA-MB-231,
MDA-MB-453 ve MCF-7 meme kanser hiicre hatlarinda onkogen 6zelligi gosterdigi
saptanmigtir. Bu sonuglara gore bu hiicre hatlarindaki gibi genomik konfigiirasyona
sahip olan kanserlerde de WISP-1 geninin bu 6zelligi gosterebilecegi diistiniilmektedir.
Bu nedenle gelecek ¢aligmalarda WISP-1 geninin hasta 6rneklerinde biyolojik belirteg
Ozelliginin ilave olarak arastirilmasi anlamli olacaktir. Bundan baska calismamizda
aragtirtlan WISP-1 geninin ekspresyonunun meme kanser hiicre hatlarinda WISP-1’in
fonksiyonunu kontrol eden kodlamayn RNA molekiillerinden miR-133b’nin de
incelenmesi metastatik Ozelligin gelistrilmesinde  WISP-1’in etkisinin her yonden

degerlendirilmesinde 6nem tasimaktadir.

TGFP1 uygulamasi sonrasinda farkli meme kanser hiicrelerinde WISP-1
ekpresyonun farklilik gdstermesi bu sonuclarin molekiiler diizeyde Fax Flow ve
Western Blot gibi farkli yontemler kullanilarak diger etkin molekiillerin ve etkin

yolaklarin belirlenmesi gelecekte yapilacaklar arasinda yer almaktadir.
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