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ÖZET 

Akın Mutlu, B. (2020). BRCA1 mutant olan ve olmayan meme kanser hücre hatlarında 

WISP-1 geninin ekspresyonunun araştırılması, İstanbul Üniversitesi Sağlık Bilimleri 

Enstitüsü, Temel Onkoloji ABD Yüksek Lisans Tezi. İstanbul.  

Meme kanseri, kadınlarda en sık görülen malign hastalıktır.Meme kanserinde çeşitli 

genomik farklılıkların özellikle gen ekspresyon düzeylerinin kötü prognoz ile ilişkili 

olduğu bilinmektedir. Meme tümörigenezinde önemli rol alan BRCA1 geninin 

mutasyonu ve buna bağlı WISP-1 geninin aktivasyonu, TP53 geni aracılı apoptozu 

engellemektedir. Ayrıca WISP-1 genini negatif düzenleyen TGFβ1’in, meme kanserinde 

terapötik bir hedef olabileceğini düşündürmektedir. CCN protein ailesinden olan WISP-

1 (CCN4) geni, genellikle farklı kanserlerde yüksek oranda eksprese edilen bir molekül 

olup kanserde progresyon, uzak metastaz ve kötü prognoz ile ilişkilidir. Bu etki söz 

konusu genin onkogen gibi davrandığını göstermektedir, ancak bu genin aynı zamanda 

bazı doku tiplerinde tümör baskılayıcı gibi davrandığı da bildirilmektedir. Tez 

çalışmasında çeşitli gen mutasyonları taşıyan farklı meme kanser hücre soylarında 

MDA-MB-231, MDA-MB-453, MCF-7 ve MDA-MB-436,  WISP-1 gen ekspresyon 

düzeyi değişimi TGFβ1 uygulamasına bağlı olarak gerçek zamanlı kantitatif PZR ile 

değerlendirildi. MDA-MB-231, MDA-MB-453, ve MCF-7 hücre hatlarında, WISP-1 

geninde görülen ekspresyon artışına bağlı olarak kanser oluşumunda onkogen gibi 

davrandığı gösterildi. MDA-MB-436 hücre soyunda ise WISP-1 ekspresyonu yok 

denecek kadar azdır yani onkogenik özellik taşımamaktadır. TGFβ1 uygulaması ile ER-

pozitif  MCF-7 hücre hattında, WISP-1 ekspresyonu 6 kat artmıştır. MCF-7 hücre 

hattında TGFβ1’in, hücre proliferasyonunu arttırdığı görülmüştür. MDA-MB-453, 

CDH1 mutant hücre hattında TP53 yolağının düzenli çalışmasına bağlı olarak TGFβ1 

uygulaması sonrası WISP-1 geninde meydana gelen azalış TGFβ1’in terapötik bir hedef 

olabileceğini göstermektedir. 

WISP-1 geni, meme kanseri hücre hatlarında gen mutasyonlarına bağlı olarak biyolojik 

belirteç niteliği taşıyabilirken, TGFβ1’de terapötik bir hedef olabileceği gösterilmiştir, 

ancak daha detaylı ve klinik düzeyde çalışmalara ihtiyaç vardır. 

 

Anahtar Kelimeler: Meme Kanseri, WISP-1, TGFβ1, biyobelirteç, ekspresyon 

 Bu çalışma, İstanbul Üniversitesi Bilimsel Araştırma Projeleri Birimi tarafından 

desteklenmiştir. Proje No: TYL-2019-34703; ID: 34703. 
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ABSTRACT 

 

Akın Mutlu, B. (2020). Investigation of WISP-1 gene expression in BRCA1 mutant and 

non-BRCA1 breast cancer cell lines. Istanbul University Health Sciences Institute, 

Department of Basic Oncology. Master Thesis. İstanbul. 

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 BRCA1 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 TGFβ1 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 TGFβ1 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 

MCF-7 cell line with TGFβ1 administration.It has been observed that TGFβ1 increases 

cell proliferation in MCF-7 cell line.The decrease in the WISP-1 gene after TGFβ1 

administration due to the regular operation of the TP53 pathway in MDA-MB-

453,CDH1 mutant cell line indicates that TGFβ1 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 

TGFβ1,however, more detailed and clinical level studies must be conducted. 

Key words:  Breast cancer, WISP-1, TGFβ1, biomarker, expression 
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1. GİRİŞ VE AMAÇ 

Meme kanseri, kadınlarda kansere bağlı gerçekleşen ölümlerin başında yer 

almaktadır. Meme kanserinde tanı ve tedavide hastaların genomik farklılıkların özellikle 

taşıdıkları gen mutasyonlarının kötü prognoz ile ilişkili olduğu bilinmektedir.  

Meme kanserinde önemli bir rolü olan ekstraselüler matriks (ECM) 

proteinlerinden CCN (Cyr61, CTGF, NOV) protein ailesi kanserin gelişiminde etkili 

olmaktadır. Bu protein ailesinden WISP-1 (CCN4) geni, çeşitli kanserlerde yüksek 

oranda ifade edilirken metastaz ile de ilişkili olduğu gösterilmiştir [1]. Literatürde 

WISP-1 geni ile ilgili net bilgiler mevcut değildir. Onkogen olarak mı yoksa tümör 

baskılayıcı özellikte mi olduğu hala kesin olarak bilinmemektedir.  

Wnt / β-katenin sinyal yolundaki moleküllerden biri olan WISP-1 geni, kanser 

tedavisinde yeni bir hedef molekül olarak gösterilmektedir [1]. WISP-1 geninin hem 

hücrenin hayatta kalmasında hem de büyümesinde önemli olan PI3K ve AKT sinyal 

yolaklarında rol aldığı bilinmektedir [1]. BRCA1 geni mutasyonu ile birlikte WISP-1 

geninin aktivasyonu, AKT sinyal proteininin fosforilasyonunu ve kinaz aktivitesini 

arttırmaktadır. AKT kinazın aktivasyonu, insan malignitesi ile ilişkili en yaygın 

moleküler değişikliklerden biridir. Meme kanserinin büyük bir bölümünde artmış AKT 

kinaz aktivitesi izlenmektedir. WISP-1 geni, AKT kinaz aktivasyonu ile DNA hasarına 

cevap olarak TP53 aracılı apoptozu engellemektedir. Özetle, WISP-1 apoptozu 

engelleyen yolakta görev almaktadır. Ayrıca WISP-1 geni osteoblastlarda TGF-β sinyal 

yolunun düzenleyicisidir. Belirli bölgelere uzak metastazların gelişiminin altında yatan 

mekanizmaları anlamak önemli ve potansiyel klinik değere sahiptir. Bundan dolayı 

kemik metastazı ile ilişkili olan ve kanserlerde proliferasyonu arttıran TGFβ1, WISP-1 

ekspresyonunu inhibe etmektedir [1]. Ayrıca TGF-β1 meme kanseri hücrelerinde EMT 

belirteç değişikliklerini de indüklemektedir. TGF-β1 ve WISP-1 gerek osteoblastik 

proliferasyon gerekse farklılaşmanın düzenlenmesinde birlikte hareket etmektedirler.  

Klinik verilere göre BRCA1 mutasyonu taşıyan hastaların taşımayanlara göre 

tedaviye cevaplarının ve sağ kalımlarının daha iyi olduğu bilinmektedir. Bundan başka 

meme kanserinde kemik metastazları da oldukça sık karşılaşılan bir durumdur. BRCA 

mutasyon taşıyıcısı olan hastaların daha uzun yaşam süresine sahip olmalarında WISP-1 
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geni kaynaklı metastatik yolağın etkili olabileceği düşünülmektedir. Ancak literatürde 

metastatik meme kanseri ve WISP-1 geni arasındaki ilişki araştırılmamıştır.  

Tez öneri formunda HCC1395 primer meme kanser hücre hattı ile MDA-MB-

436 BRCA1 mutant, metastatik meme kanser hücre hattında WISP-1 geninin ifade 

düzeyinin araştırılması planlanmıştı. Ancak ATCC‘den temin edilen hücre hatlarında 

metastatik olmayan, primer meme kanseri hücre hattı HCC1395 ve BRCA1 mutant, 

metastatik olan MDA-MB-436 hücre hatları açıldığında morfolojilerinin sağlıklı 

olmadığı tespit edilmiş ama yine de kültüre alınmış ancak kültürde başarılı bir büyüme 

gerçekleştirelememiştir. MDA-MB-436 hücre hattı ise sadece 2 gün yaşatılmış ve 

ardından kontamine olmuştur. Bu ilk iki gün içerisinde kontaminasyondan hemen önce 

bu hücre hattından gerçek zamanlı kantitatif PZR ile WISP-1 ifadesini gösterecek kadar 

hücre toplanmış ve WISP-1 ifadesi araştırılmıştır. Projede ilave bütçe olmadığından bu 

hücre hatları tekrar temin edilememiştir. Bu nedenle projede metastatik-üçlü negatif 

(MDA-MB-231, MDA-MB-436 ve MDA-MB-453) ve metastatik ER-pozitif meme 

kanseri hücre (MCF-7) hatlarında WISP-1 geninin TGFβ1 uygulamasına bağlı 

ekspresyon değişiklikleri araştırılmıştır.  

Tez çalışmasının amacı literatürde WISP-1 genin etki mekanizması ile ilgili bilgi 

edinmek, TGFβ1’in WISP-1 ifadesine katkısını belirlemek ve özellikle metastatik 

hastalıkta TGFβ1’in terapötik bir hedef olup olmadığı göstermektir.  

 

 

 

. 
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2. GENEL BİLGİLER 

2.1. Memenin Anatomisi ve Fizyolojisi 

Erişkin bir kadında meme yapısı lobüller ya da glandüler olarak adlandırılan süt 

bezleri ve duktuslar olarak adlandırılan süt kanalları ile yağ doku ve bağ dokudan 

oluşmaktadır. Memeler 2. ve 7. kaburgalar arasında yer alırlar. İçte sternumun 

kenarından dışta ön ve orta aksiller çizgiye kadar uzanırlar. Meme dokusu hem 

erkeklerde hem kadınlarda olmasına rağmen meme bezleri sadece postpartum dönemde 

fonksiyonel olmakta ve süt bezlerinden yenidoğan bebeği beslemeye yönelik süt 

salgılanmaktadır. İnsanlarda meme dokusu meme bezleri ve bağ dokusundan oluşur. 

Meme bezleri subkutan olarak anterior ve lateral torasik duvarda lokalizedir. Her meme, 

meme başından içine doğru uzanan birçok lobül bulunan 15-20 lobtan oluşmaktadır. 

Memenin apeksindeki meme başlarını çevreleyen pigmentli alana “areola” denmektedir. 

 

Şekil 2-1: Meme Anatomisi [2]. 

Meme morfolojisinin en önemli özelliklerinden biri heterojenitedir. Her lobun 

içindeki lobüller kendisine ait laktifer duktusa dökülmekte ve bu intralobüler duktuslar 

da birleşerek tek bir laktifer duktusta birleşmektedir. Her laktifer duktus meme başına 
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yakın tabakalanma gösteren yassı epitel hücrelerle çevrilidir. Derin areoler bölgede her 

laktifer duktus genişleyerek rezervuar görevi gören bir sinüs oluşturmaktadır(Şekil 2-1). 

Meme dokusundaki alveoler yapı gebelik esnasında oluşmaktadır. Memenin 

lobülleri gevşek bağ dokusundan oluşmakta olup hücreden zengin olan bir stroma içinde 

bulunmakta ve çeşitli hormonlarla uyarılmaktadır. Terminal duktal lobuler üniteler 

(TDLU) meme bezlerinin fonksiyonel üniteleridir. Her TDLU intralobüler duktustan ve 

buna bağlı meme bezi kesecikleri duktusllardan oluşmaktadır. Östrojen, büyüme 

hormonu, kortikoidler, HGF (hepatosit büyüme faktörü), TGF-α (transforme edici 

faktör-alfa), EGF (epidermal büyüme faktörü), TGF-β (transforme edici büyüme 

faktörü-beta), FGF (fibroblast büyüme faktörü) gibi faktörlerin modülasyonu duktal 

gelişme olan Tip 1 lobülde gerçekleşmektedir. Tip 2 lobül olan lobüloalveoler 

gelişmede etkili olan faktörler ise; Puberte ile beraber östrojen, progesteron, prolaktin, 

büyüme hormonu, kortikoidlerin indüklemesi ve insülin, vitamin D, NRG 

(nörogulin)dir. Tip 3 lobül ise gebelik sonucu oluşmaktadır. Laktasyonla birlikte ise Tip 

4 lobül oluşur. Postlaktasyonel involüsyonda TP53, STAT3, MMP [metalloproteineaz], 

TIMP [metalloproteinaz doku inhibitörü] gibi faktörler ile lobüller regrese olmaktadır 

( Şekil 2-2). 

 

    Şekil 2-2: Lobül gelişimi 1, 2, 3, 4 rakamlar ile tanımlanmaktadır[2]. 
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Menapozda östrojen ve progesteron hormonlarının azalması sonucu meme 

dokusu aralıklarla Tip 1 ve Tip 2 lobül yapısı kazanır [2]. 

2.2. Meme Kanseri 

Tüm hücreler kendilerini belli bir kontrol mekanizması içinde yenilerler ancak 

bazı kontrol dışı çoğalan hücreler mutasyon birikimi ya da hücre proliferasyonunun 

bozulması ile tümör adı verilen hücre toplulukları oluştururlar. Memeyi oluşturan 

hücrelerin kontrolsüz çoğalması ile meme kanseri oluşur. Meme kanseri diğer kanser 

türleri gibi genetik ve çevresel etkenler aracılığıyla meydana gelmektedir. Meme 

kanseri hücreleri; büyüme sinyallerine direnç, büyüme sinyalleri otonomisi, apoptozdan 

kaçış, sınırsız replikasyon potansiyeli, anjiyogenezin devamlılığı, doku invazyonu ile 

metastaz, DNA tamir mekanizmalarında bozulma ve metabolik farklılaşma geçirme 

özelliği taşımaktadırlar.  

Meme kanseri kadınlar arasında en sık görülen malign hastalıktır ve kadınlarda 

kansere bağlı gerçekleşen ölümlerin başında yer almaktadır. Tüm meme kanserlerinin 

yaklaşık %5 ila 10' unun güçlü bir kalıtsal bileşene sahip olduğu bilinmektedir [3]. 

Kalıtsal nitelik taşıyan bu hastaların ailelerinde baskın bir meme kanseri kalıtım paterni 

görülmekte olup bu ailelerde hastalık standart popülasyona göre daha erken yaşta ortaya 

çıkmaktadır. Yüksek riskli bu ailelerde hastalığa yakalananlar arasında genellikle 

yumurtalık kanseri, bilateral meme kanseri, erkek meme kanseri ve prostat kanseri 

sıklıkla görülmektedir. Bu meme kanseri ailelerinin yaklaşık %28'inde BRCA1 ve 

BRCA2 genlerinde germline mutasyonların varlığı gösterilmiştir [4]. Patojenik bir 

mutasyonun tanımlanması, sağlıklı aile üyelerinin riskinin belirlenmesini sağlayarak 

pre-semptomatik olarak hastalık gelişmeden ya da çok daha erken evrede 

tanımlanmasını mümkün kılmaktadır. BRCA1 veya BRCA2 mutasyon taşıyıcısı olan 

kadınlarda, meme kanseri gelişimi için ömür boyu meme kanser riski %49 ila %87 

arasında değişmektedir [4]. Bu nedenle söz konusu testin yapılması hastalığın 

önlenmesi açısından önem taşımaktadır.   
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Şekil 2-3: Türkiye’de kadınlarda görülen tüm kanser tipleri arasında meme kanseri ilk 

sırada yer almaktadır (Globocan, 2018). 

 

Şekil 2-4: Ülkelerdeki gelişmişlik seviyesine göre, Dünyadaki Meme Kanseri Dağılımı 

(Globocan, 2018). 

 

2000 yılında yapılan gen ekspresyon çalışması ile meme kanseri östrojen 

reseptörü (ER) varlığına göre alt tiplere ayrılmıştır [5]. Günümüzde hala kullanılan bu 

2.2.1. Meme Kanseri Moleküler Alt Tipleri 
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sınıflamaya göre; ER pozitif tümörler; meme bezlerinin lümene bakan (luminal) 

hücrelerine benzer gen ekspresyonuna sahiptirler. Ayrıca sitokeratin profili ve diğer 

luminal hücrelerle ilişkili belirleyicileri de bulundururlar. ER negatif tümörlerin bir 

kısmı epidermal büyüme faktörü reseptörü-2 (HER2) gen amplifikasyonu ya da aşırı 

ekspresyonu gösterilebilirler. Bu grup HER2 pozitif tümörler olarak bilinirler. İnsan 

epidermal büyüme faktörü reseptör-2, dört membran tirozin kinaz ailesinin bir üyesidir. 

HER2 reseptörü, kromozom 17q21'de eşlenen bir proto-onkogen olan HER2 geni 

tarafından kodlanır. Meme kanseri alt tiplerinin %15-20'sini oluşturan HER2-pozitif 

meme kanseri daha agresif biyolojik ve klinik davranış göstermektedir. Bu tümörler, 

17q12 kromozomunda bulunan HER2 geninin ekspresyonu ve amplikasyonu ile ilişkili 

diğer genlerin yüksek ekspresyonunu da gösterirler. Bu tümörler yüksek düzeyde 

proliferasyon kabiliyetine sahip olup, %75'i yüksek histolojik ve nükleer grada, 

%40'ından fazlası ise TP53 geninde mutasyon taşımaktadır [6]. HER2 pozitif meme 

kanserlerinin yaklaşık yarısı ER için pozitiftir, ancak bu tümörler genellikle daha düşük 

düzeyde ER anlatımı gösterirler. Luminal grup dışı tümörlerin HER2 negatif olanları ise 

meme bezlerinin normal bazal hücrelerine benzer gen ekspresyonu paterni 

göstermektedirler. Bu grup hücreler ER ve PR (Progesteron Reseptörü)’de negatif 

oldukları için bu alt grup bazal-benzeri ya da triple (üçlü) negatif tümör grubu olarak 

sınıflandırılırlar [5]. Yapılan çalışmalarda meme tümörlerinin %75’inde ER ve/veya PR 

(PR) bulunduğu, yani çoğu tümörün luminal grupta olduğu bilinmektedir [7]. 

 Luminal tümörler de kendi arasında farklı davranış göstermeleri sebebi ile 

Luminal A ve B olmak üzere iki alt grupta sınıfandırılmaktadır. Meme kanserleri içinde 

en yüksek prevalansa sahip olan ve %50-%60'ını oluşturan Luminal A tümörlü 

hastaların prognozları çok iyi olup, metastazlar çoğu kez kemiklerle sınırlıdır. HER2 

negatif  tümörlerin ER+, PR+, HER2-, Ki67 düzeyleri %14'ün altında olup proliferatif 

aktivitesi, mitoz oranı ve histolojik derecesi son derece düşüktür. Meme kanserinde 

tübüler, invaziv cribriform, müsinöz ve lobüler gibi özel histolojik tiplerde 

bulunmaktadır. Meme kanserlerinin %15-%20'sini oluşturan Luminal-B tümörler, daha 

agresif özelliktedirler. Luminal-B tümörler yüksek proliferasyon hızına sahiptirler ve 

ER+, PR+, HER2-, Ki67 düzeyleri %14'ün üstündedir. Luminal A ile B arasındaki sınır 

değeri, genellikle immünhistokimyasal olarak tümör hücrelerinin Ki67 ekspresyonunu 

%14’ünden fazla oranda göstermesi olarak kabul edilir. Ayrıca HER2 pozitif 
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tümörlerden yaklaşık %30 kadarı immünohistokimyasal olarak Luminal B 

fenotipindedir. 

Bazal benzeri alt tip, tüm meme kanserlerinin %8 ila %37'sini temsil eder. Bazal 

benzeri alt gruba ait tümörler, CK5, CK14, CK17 ve Laminin gibi yüksek düzeyde bazal 

miyoepitelyal belirteçleri ekspresse ederken ER, PR ve HER2 genlerinin ekspesyonu bu 

grupta görülmemektedir. Bu nedenle üçlü negatif olarak adlandırılırlar ve ayrıca P-

cadherin ve epidermal büyüme faktörü (EGFR) reseptörünü aşırı ifade ederler. 

Bazal benzeri kanserlerde, tümör protein 53 (TP53) geninde sık mutasyon 

bulunmaktadır ayrıca genomik instabilite ve retinoblastomun (Rb)  inaktivasyonuda 

görülmektedir. 

Üçlü negatif ve bazal benzeri terimleri tamamen eş-anlamlı olmayıp 

çalışmalarda yaklaşık %20-%30 uyumsuzluk görülmektedir. Üçlü negatif terimi, ER, 

PR ve HER2 protein ekspresyonu olmayan meme tümörlerinin immünohistokimyasal 

sınıflandırmasını ifade ederken, bazal benzeri alt tip gen ekspresyonu mikroarray analizi 

ile tanımlanmaktadır. Bazal benzeri alt tip ile ilgili çeşitli genler, hücresel çoğalma, 

hücre sağkalımı, hücre göçü ve invazyonun teşvik edilmesinde rol oynamaktadır. İlgili 

yollakların çeşitliliğine rağmen, mitojen aktive protein kinaz (MAPK), PI3K, AKT ve 

nükleer faktör kappa B (NF-kB) gibi sinyal molekülleri, diğer meme kanseri alt 

tiplerinde görüldüğü gibi yaygın olarak deregüle edilirler [8]. Bazal benzeri kanserlerde 

sitoplazmik ve nükleer beta-katenin birikimi gibi diğer değişiklikler de gözlenmektedir 

ve genlerde meydana gelen bu değişiklikler kanser için söz konusu alt grubun 

potansiyel bir terapötik hedef olabileceğini göstermektedir. 

Mikroarray ve immünohistokimyasal analizler, bazal benzeri alt tipin BRCA1 

genine bağlı meme kanserlerinin yaklaşık dörtte üçünü oluşturduğunu göstermiştir [8]. 

BRCA1 ile ilgili meme kanserleri genellikle üçlü negatif fenotipi ifade eder ve Ki67 

bazal sitokeratinler, TP53, EGFR ve p-cadherin ve X kromozom anormallikleri için 

sıklıkla pozitiftirler. Bazal benzeri tümörler ve BRCA1 ile ilişkili meme kanseri olan 

kadınların sonuçları, özellikle erken nüks ve metastatik hastalık paterni gösterirler. 

BRCA1 mutant olan bazal benzeri kanserler, poli-ADP riboz polimeraz (PARP) 

enzim inhibitörleri gibi spesifik terapötik rejimlere daha iyi cevap vermektedir [9]. 

Ayrıca, BRCA1 mutant hücreler, DNA çift iplikli kopma onarım mekanizmalarında, 

PARP enzim inhibitörleri gibi DNA çift iplikli kopmalar üreten terapötik ajanlara 
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özellikle duyarlı hale getirebilecek kusurlara sahiptir. Bazal benzeri kanserde sıklıkla 

aşırı ifade edildiği gibi, EGFR’de başka bir potansiyel terapötik hedef olabilir. 

Meme kanserlerinin yaklaşık %5-10'unu oluşturan normal-like meme benzeri 

tümörler, kötü karakterize tümörlerdir. Normal-like meme kanser  hücreleri, lüminal ve 

bazal benzeri kanserler arasında ara prognoz gösteren, adipoz dokunun gen özelliklerini 

ifade ederler ve genellikle neoadjuvan kemoterapiye cevap vermezler [8]. Bu alt tip 

üzerinde çok az çalışma vardır ve klinik önemi belirsizliğini korumaktadır [8]. 

 

Şekil 2-5: Kalıtsal meme kanseri ile moleküler alt tipleri arasındaki ilişki [4]. 

 

 

Meme kanseri, histolojik özelliklerine göre sınıflandırılan heterojen bir dizi 

tümör tipini kapsamaktadır. Meme kanseri, hem karsinom yani epitel hücrelerinden 

kaynaklanan hem de glandüler dokudan yani salgı bezlerinden kaynaklanan 

adenokarsinomlar olarak karşımıza çıkmaktadır. Meme kanserinin iki tipi vardır. Süt 

salgılayan kısımdan gelişen Lobuler kanser ve süt kanallarından gelişen Duktal kanser. 

En yaygın görülen meme kanser tipi tüm meme kanserlerinin %75‘ini oluşturan Duktal 

Kanserdir [8]. Histolojik olarak meme karsinomları in situ karsinomlar ve invaziv 

karsinomlar olmak üzere iki gruba ayrılmaktadır (Tablo 1-1). 

 

 

 

2.2.2. Meme Kanserinin Histolojik Alt Tipleri 
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 Tablo 1-1: Meme kanserinin histolojik sınıflandırılması 

İn situ Karsinom İnvaziv Karsinom 

In Situ Duktal Karsinom Invaziv Duktal Karsinom 

In Situ Lobüller Karsinom Invaziv Lobüller Karsinom 

 Tübüler Karsinom 

Medüller Karsinom 

Müsinöz Karsinom 

Papiller Karsinom 

 

 

2.2.2.1. In Situ Meme Kanserleri  

In situ meme kanserleri duktuslarda (in situ duktal karsinoma) ya da lobüllerde 

(in situ lobüler karsinoma) oluşmaktadır. Bu aşamadaki kanserlerin hemen hemen hepsi 

iyileştirilebilir özelliktedir.  

2.2.2.2. İnvaziv Meme Kanserleri 

Tüm meme kanserlerinin %10-20'sini temsil eden üçlü negatif meme kanseri 

(TNBC), östrojen steroid reseptörü (ER), progesteron steroid reseptörü (PR) ve bir  

tirozin kinaz olan insan epidermal büyüme faktörü reseptörü 2'nin (HER2) ekspresyon 

eksikliği ile karakterizedir.  

İnvaziv meme kanserleri içerisinde %80 görülme oranına sahip olan İnvaziv 

duktal karsinom, perimenapozal ve postmenapozal dönemde görülmektedir. İnvaziv 

duktal karsinomdan sonra sıklıkla görülmekte olan bir diğer invaziv meme kanseri olan 

İnvaziv Lobuler Karsinomdur. Multifokal, multisentrik ve bilateral özelllik 

gösterebilmektedir. 

BRCA1 geni pozitif olan herediter meme kanserleri arasında %4 oranında  

medüller karsinomlarda yer almaktadır. Bu tümörler, yumuşak ve kanamaya meğilli 
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tümörlerdir. %2 oranında görülen Müsinoz karsinom ve Papiller karsinom ise genellikle 

yaşlılarda görülmektedir. 

2.3. Meme Kanserinde Tedavi Yaklaşımları 

Meme kanseri tedavileri hastalara özel olmakla birlikte; kanserin tipine, kanserin 

hangi evrede olduğuna, kanser hücrelerinin hormonlara duyarlı olup olmadığına, 

hastanın genel sağlık durumuna bağlı olarak değişmektedir. Meme kanseri için bir çok 

tedavi seçeneği bulunmaktadır. 

Evre I ile evre III meme kanseri olan hastalar için genel tedavi, tümörün 

çıkarılmasını içeren cerrrahi, sonrasında meme kanseri alt tipine göre kemoterapi 

uygulaması ve gerektiğinde duruma göre radyasyon tedavisi ile bir dizi tedavi planını 

kapsamaktadır [10].  Evre IV meme kanserine sahip hastalar için, tedavinin amacı 

meme kanserini mümkün olduğunca uzun süre kontrol altında tutmaya yöneliktir. Evre 

IV meme kanseri tedavisi ilaç kombinasyonlarından oluşmaktadır [10]. 

 

 

Tümör kalmayacak şekilde operasyonla çıkarılır ve koltuk altına yayılım gösteren 

hastalarda lenf bezleri tümüyle alınır. 

2.3.1.1. Mastektomi 

Meme uçları dahil tüm meme alınır. Koltuk altı lenf bezleri veya memenin 

altındaki kas dokuları alınmaz.  

2.3.1.2. Lumpektomi 

 Meme kanseri erken teşhis edildiğinde daha çok memenin etkilenmiş kısmı 

alınır. Memeden sadece kanserli dokunun ve etrafını kuşatan bir kısım sağlam dokunun 

çıkarılmasıdır [11].  

2.3.1.3. Lenf Bezi Cerrahisi 

Kanserin lenf nodlarına yayılıp yayılmadığının anlaşılması uygulanacak tedavi şeklinin 

belirlenmesi açısından önemlidir. Bu yüzden lenf nodu çıkarılır ve incelenir. Duruma 

göre tedavi planı yapılır [11]. 

 

 

2.3.1. Cerrahi Yöntemler 

2.3.2. Kemoterapi  
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Kemoterapi, adjuvan ve neoadjuvan olmak üzere kanser hücresinin durumuna 

göre uygulanmaktadır. İki şekilde de kullanılabilen ortak ilaç grupları; Taksanlar, 

Antrasiklinler, Monoklonal Antikorlardır. Eğer kanserin nüks etme olasılığı ve vücudun 

başka bölgelerine yayılma olasılığı varsa ameliyat sonrası kemoterapi uygulanmaktadır. 

Ancak tümör boyutu büyük ise tümörün boyutunun küçültülmesi amacıyla ameliyat 

öncesi kemoterapi uygulaması yapılmaktadır. Kemoterapi yine büyük tümörlerde 

ameliyat öncesi tümör boyutunu küçültmek için de uygulanmaktadır ve neoadjuvan 

kemoterapi olarak adlandırılmaktadır. Meme kanserinde ise kemoterapi genellikle 

ameliyattan sonra uygulanmaktadır. Ameliyat sonrası herhangi bir kanserli hücre 

kalmamasına rağmen koruyucu bir tedavi olarak bir süre daha kemoterapi tedavisi 

devam edebilmektedir [11]. 

Tablo 2-1: Kemoterapi İlaçları (ilaç sınıflaması gözden geçirilsin) 

Antrasiklinler Doxorubicin 

Epirubicin 

Taksanlar  

 

Paclitaxel 

Docetaxel 

Alkilleyici Ajanlar Cyclophosphamide 

 

 

Radyoterapide, X-ışınları, radyoaktif izotoplar ve elektron demetleri kanser 

hücrelerini yok etmek için kullanılmaktadır. Dışarıdan vücuda ışın verme şeklindeki 

tedavi yöntemi erken aşamadaki meme kanserleri hastalarında lumpektomiden sonra 

uygulanmaktadır. Fakat bu tedavi yöntemi daha büyük meme kanserlerinde mastektomi 

sonrasında da önerilmektedir [12, 13]. 

Meme kanserinde radyoterapi ile koltukaltı ve meme bölgesine verilen ışınla, 

ameliyat sonrası kalma olasılığı olan kanser hücrelerini yok etmeyi hedeflenmektedir. 

Bir makinadan doğrudan tümöre verilen bu yöntem meme kanseri hastalarında en çok 

kullanılan yöntemdir. Meme kanseri tedavisinde radyoterapi, kalan meme dokusunu 

2.3.3. Radyoterapi 
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korumak amacı ile özellikle yenileme riski yüksek hastalarda ve meme koruyucu cerrahi 

yapılan hastalarda uygulanır.  

 

 

Hormon reseptör pozitif olan hastalarda hormonal tedavisi uygulanmaktadır. 

Post-menapoze dönemde androjenleri östrojen hormonuna dönüştüren aromatazı etkisiz 

hale getiren aromataz inhibitörleri olan Anastrozol, Exemestan, Letrozol 

kullanılmaktadır. Fulvestrant, seçici östrojen reseptör modulatörü (SERM) olarak 

adlandırılan gruba dahil olan Tamoksifen ile tedavi sonrasında veya tedavi sırasında 

nüks eden hastalarda tercih edilmektedir. Bu ilaç grubu kanser hücreleri üzerindeki 

östrojene bağlanarak östrojeni bloke etmektedir. LH-LR Agonisti (Zoladex) 

premenapozal hastalarda nüks durumunda veya adjuvan tedavi olarak kullanımı tercih 

edilen ilaç grubudur. Hücre büyümesini ve bölünmesini düzenleyen siklin bağımlı kinaz 

4 ve 6 ‘yı inhibe eden Palbociclib de meme kanseri tedavisinden kullanılan ilaçlar 

arasındadır [14]. 

 

 

HER2 proteinini hedef alan; Trastuzumab (Herceptin), kanser hücrelerini 

besleyen damarların oluşumunu sağlayan sinyalleri engelleyen; Bevacizumab (Avastin), 

yine HER2 proteinini hedef alan; Lapatinib (Tykerb), m-TOR proteinini hedef alan; 

Everolimus (Afinitor), HER2 proteinini hedefleyen ilaçlardır. Diğer ilaçlar arasında da  

Pertuzumab ( Perjeta ) ve TDM 1 (Kadcyla ) verlilebilir [15]. 

 

 

BRCA1 ve BRCA2 mutasyonları bulunan meme kanserlerinin tedavisinde Poli-

ADP-riboz-polimeraz baskılayıcıları yani PARP inhibitörleri yeni moleküler hedef 

tedavisi olarak klinikte yer almıştır [9]. PARP inhibitörlerinden biri olan Olaparib’in 

platine duyarlı meme kanserinde de etkili olduğu bilinmektedir (Şekil 2-6). Bir başka 

PARP inhibitörü olan AZD-2461, meme kanseri modellerinde P-glikoprotein aracılı 

dirençten etkilenmeyen yeni bir PARP inhibitörü olarak bildirilmiştir [16]. AZD-2461, 

kanser tedavisi için onaylanan ilk PARP inhibitörü olan Olaparib'in ardından yeni nesil 

2.3.4. Hormonterapi 

2.3.5. Hedefe Özgü İlaç Tedavisi 

2.3.6. Hedefe Yönelik Akıllı İlaç Tedavisi (PARP İnhibitörleri) 
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ve Olaparib’e göre farklı özellikleri olan bir terapötik ajandır [16]. Bu molekülün 

Olaparib’ den en büyük farkı P-glikoprotein aracılı olarak etki etmesidir. Bu sayede söz 

konusu AZD-2461 molekülü Olaparib’e direnç gösteren hastalar için yeni bir umut 

olmuştur  

Meme, prostat, kolon, over, akciğer, lösemi gibi çeşitli kanserlerde yapılan in 

vivo ve in vitro çalışmalarda PARP inhibitörlerinin (Olaparib, rucaparib, niraparib, 

veliparib, iniparib, AZD-2461, PJ34) farklı yolaklara etki ederek tümör hücrelerinin 

çoğalmasını baskıladığı ve kanser hücrelerinin yayılıp metastaz yapmasını engellediği 

görülmektedir [16]. BRCA1 allel kaybı olan hastalarda BRCA1’nın aktif olmadığı 

durumda PARP inhibitör tedavisinde olumlu sonuçlar görülmektedir.  

 

 

                Şekil 2-6: PARP inhibitörü Olaparib’in etki mekanizması[17]. 

Yapılan çalışmalarda PARP inhibitörlerinin BRCA mutasyonu taşıyan hastalarda 

daha iyi sonuç verdiği klinik gözlemlere bağlı olarak bildirilmiştir [17].  

2.4. Meme Kanseri Evrelendirilmesi 

Kanserde evreleme, TNM  denilen T=tümör çapı  büyüklüğü, N=komşu lenf nodu 

tutulumu, M= uzak metastaz,  gibi tümör özelliklerine göre evre 1-2-3-4 şeklinde dört 

evre ve alt grupları olarak evreleme yapılır (Tablo 2-2). 

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



 15 

T (Primer Tümör) N(Kanserin lenf noduna 

ulaşıp ulaşmadığı) 

M (Metastaz) 

Tx 

Primer tümör yok. 

Nx 

Lenf Nodu yok. 

Mx 

Uzak metastaz olup 

olmadığı 

değerlendirilememiştir. 

Tis 

Primer tümör varlığına 

dair kanıt yok. 

N0 

Lenf nodlarında kanser 

yok. 

M0 

Uzak metastaz yok. 

T0 

Karsinoma in situ 

(Yayılmamış erken kanser 

aşaması) 

N1 

Lenf nodu katılımı var. 

Yayılım sayısı ya da 

genişliği 

M1  

Kanser vücudun uzak 

bölgelerine de yayılmış. 

Uzak metastaz var. 

T1 

(Primer tümör büyüklüğü 

ve genişliği) 

N2 

Lenf nodu katılımı var. 

Yayılım sayısı ya da 

genişliği 

 

T2 

(Primer tümör büyüklüğü 

ve genişliği) 

N3 

Lenf nodu katılımı var. 

T3-T4 

(Primer tümör büyüklüğü 

ve genişliği) 

 

 

2.5. Meme Kanseri Risk Faktörleri 

Meme kanserini etkileyen risk faktörleri yaş, aile öyküsü, üreme ile ilgili 

faktörler, menopoz, yaşam şekli, emzirme, ilk mensturasyon yaşı, çocuk sahibi olma, 

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

kanseri ile ilişkilidir. 
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Meme kanseri riski yaşla birlikte artmaktadır. Yaşa ve moleküler alt tiplere göre 

yapılan çalışmalarda meme kanserinin en yüksek insidans gösterdiği yaş aralığı 50-59 

arasındadır. Luminal B tipi kanserlerin %32.4’ü, üçlü negatif meme kanserlerinin % 

35.0 bu yaş aralığında tanı almaktadır. Luminal A tipi meme kanserinde ise yaş aralığı 

60-69 arası olup insidans % 31.9’dur. Üçlü negatif meme kanseri ile yapılan 

çalışmalarda bu kanser alt türünde 40 yaşından sonra her yaş için insidans giderek 

artmakta olup ancak insidans 70 yaşından sonra bir azalma göstermektedir. 70 yaşından 

sonra en yüksek insidans gösteren meme kanseri alt tipi Luminal A'dır (% 31.9 ve% 

22.7)[19].  

Meme kanserinin sağ kalımı tanı yaşı ile ilişkilidir. 50 yaşın altındaki hastalarda 

düşük sağkalım görülürken, 70 yaşın üzerindeki hastalarda en düşük sağkalım 

görülmektedir. Bunun nedeni yaş ve yaşa bağlı ortaya çıkan diğer hastalıklardır. 50-59 

yaş aralığındaki hastalarda tanı konma oranı daha fazla olduğu için tedavi ve sağkalım 

oranının yüksek olduğu görülmektedir [19]. 

 

 

Geç menopoz kanser riskini arttırmaktadır. Yani doğurganlık hayatı kısa olan 

kadınlarda meme kanseri daha az görülmektedir. Menopoz sonrası östrojen hormonu 

kullanan kadınlarda az da olsa meme kanseri riski artmaktadır. Ancak ilaç alımı 

kesildiğinde yıllar içinde risk azalmakta ve risk normal düzeye gerilemektedir [20].  

 

 

Çocuklukta erken yaşta adet görülmesi önemli bir risk faktörüdür. Ayrıca 

kadınlarda hiç doğum yapmamış olmak veya 35 yaş sonrası ilk doğumunu yapmak  

meme kanseri riskini arttırmaktadır. Emzirmek ise meme kanseri riskini azaltmaktadır 

[21]. 

 

2.5.1. Yaş 

2.5.2. Menopoz 

2.5.3. Üreme ile ilgili Endokrin Faktörler 
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Sağlıklı diyet ve yaşam tarzı, sağlık için büyük önem taşımaktadır.  Menopozdan 

sonra yağ tüketimi fazla olan kadınlarda meme kanseri sıklığının artmaktadır. İşlenmiş 

et ürünleri (sosis,salam), krema, çikolata, pasta ve bisküvi gibi doymuş yağdan zengin 

olan gıdalarla beslenenlerde meme kanseri görülme sıklığı artmaktadır. Omega-3 balık 

yağı içeren gıdalardan zengin beslenmenin meme kanseri riskini azalttığı yapılan 

çalışmalarda görülmektedir [22]. 

Lifli gıdalarla beslenme de meme kanserinde risk azaltıcı bir etkendir çünkü bol 

posalı gıdalar dışarıdan alınan östrojenin emilmeden atılımını kolaylaştırmaktadır 

[23]. Şekerden zengin beslenme ise kilo artışına sebep olarak, menopozdaki kadınlarda 

obezitenin sebep olduğu risk artışına benzer bir riske neden olmaktadır. Kalsiyumdan 

zengin süt ve süt ürünleri ile beslenmenin meme kanseri riskini azalttığına dair 

çalışmalarda bulunmaktadır [24]. Ayrıca fazla miktarda meyve tüketen kadınlarda 

meme kanseri görülme sıklığında azalma olmaktadır [24]. 

 

 

Alkol tüketimi meme kanseri riski ile ilişkilidir ve bir çok çalışmada bu görüşü 

desteklemektedir. Ayrıca tümör ilerlemesini ve meme kanseri nüksünü etkileyebilir, 

böylece meme kanserine özgü mortalite riskini etkileyebilmektedir. Ancak yapılan son 

çalışmalarda, meme kanseri tanısı öncesinde bir kadının hayatı boyunca tüketilen 

alkolün, meme kanserinden sonraki ölüm riskini artırdığına dair net kanıt bulunmamıştır 

[25]. Sigaranın, özellikle ergenlik çağında veya peri-menarş yaşlarda sigara içmeye 

başlayan kadınlar arasında, meme kanseri riskini önemli ölçüde arttıran bir etken olduğu 

bildirilmiştir [26]. Sigara ile ilişkili meme kanseri riski, aile öyküsü olan kadınlar için 

daha fazla olmaktadır. 

 

 

Premenopozal ve postmenopozal kadınlarda obezitenin meme kanseri riski 

üzerindeki etkileri ER durumuna göre farklılık gösterir. Obez yağ dokusunda lokal 

hipoksi oluşumu, leptin ve VEGF salgılanmasını düzenlemekte ve adiponektin düzeyini 

azaltmaktadır. Obez adipoz doku tarafından yüksek seviyelerde salgılanan belirli 

2.5.4. Beslenme Şekli  

2.5.5. Alkol ve Sigara 

2.5.6. Obezite 
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sitokinler ve leptinler, hem adipositlerin hem de bağışıklık hücrelerinin ve 

preadipositlerin salınımını arttırır ve NF‐κB yolunu aktivasyonuna aracılık eder. NF‐κB 

yolu, TNF ‐ α ve IL ‐ 6 ayrıca meme stromal fibroblastları ve adipositlerinde aromataz 

ekspresyonunu uyarmaktadır. Obez kadınlarda serum östrojen seviyesi yükselmeye 

meyillidir, çünkü yağ dokusunda bulunan ve ifade edilen aromataz enzimi ile 

androjenler östrojene dönüşmektedir. Hormonlardaki bu değişiklikler meme kanseri 

gelişimi için elverişli bir yerel mikroçevre oluşturmaktadırlar [27].  

 

 

Meme kanseri, bir seri genetik mutasyonel olaylardan kaynaklanmaktadır. 

Bugüne kadar, östrojen reseptörü, progestojen reseptörü ve HER2 / neu, tedavi 

kararlarına yardımcı olmak için rutin klinik uygulamada kullanılan moleküler 

biyobelirteçlerdir. Yapılan çalışmalarda BRCA1 ve BRCA2 genlerine ileve olarak   

farklı genlerin de biyobelirteç olama potansiyeli gösterilmiştir [3]. Meme kanserinin 

yaklaşık %5-10’u kalıtsaldır ve meme kanseri yatkınlık genleri olan BRCA1 ve 

BRCA2’nin kalıtsal meme kanserlerinden sorumlu olduğu bilinmektedir [3]. Birbirinden 

bağımsız olan gen gruplarında çeşitli mutasyonlar ve tümör örneklerinde bu 

mutasyonların neden olduğu çeşitli ekspresyonlar görülmektedir. Meme kanseri 

insidansını birbirinden bağımsız şekilde etkileyen bir çok farklı genetik faktör 

bulunmaktadır. Yüksek riskli genler olan BRCA1, BRCA2, TP53, STK11, CD1 ve PTEN 

ailesel riskin yaklaşık %20'sini oluşturmaktadır [28]. Orta risk genler olan  

CHEK2 (1100delC), ATM ve PALB2 genleri kalıtsal meme kanser riskinin %5’ini 

oluşturmaktadır. Bununla berbaer 180'den fazla düşük riskli genlerden oluşan bir grup  

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

  

2.6. Meme Kanseri Oluşumunda Görev Alan Genler ve Oluşturdukları 

Sendromlar  

Ailesel kanser sendromlarından bazıları meme kanseri riski ile 

ilişkilendirilmektedir. 

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

dominant kalıtılmaktadır. BRCA1 ve BRCA2 genleri ile ilişkili ailesel meme-over 

2.5.7. Genetik Faktörler 
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kanseri veya kalıtsal meme-over kanseri sendromunda (HBOC), söz konusu genlerde 

meydana gelen kanser yatkınlık mutasyonları otozomal dominant olarak kalıtılmaktadır. 

Von Hippel Lindau hastalığı (VHL) ise VHL geninin mutasyonundan kaynaklanan bir 

sendromdur. The Peutz–Jeghers syndrome (PJS), ise STK11 adı verilen tümör 

baskılayıcı bir genin sorumluğuolduğu bir sendromdur. Gerek VHL gerekse PJS 

sendromlarının meme kanseri rsikini arttırdığı bilinmektedir [29]. Meme kanseri riskini 

%25-50 ve benign meme değişiklikleri riskini %65 oranında arttıran PTEN genindeki 

mutasyonlardan kaynaklanan Cowden Sendromu da meme kanser riski ile önemli 

ölçüde ilişkilendirilmiş bir sendromdur [30].  Hücre bölünmesinde görevli ve çift zincir 

DNA kırıklarına cevapta önemli bir rolü olan ATM (Ataxia Telangiectasia Mutated) 

geni (11q22.3) de, meme kanseri ile ilişkilendiren bir gendir [30].   

 

 

BRCA1 ve BRCA2 genleri meme kanseri de başta olmak üzere diğer kanserlerde 

de tümör baskılayıcıları olarak genomik stabiliteyi korumaktadır. Tümör baskılayıcı 

proteinler, hücrelerin büyümesini ve bölünmesini kontrol ederler [31]. 

BRCA1 proteini, hasar görmüş DNA'nın onarımında rol oynar. Birçok normal 

hücrenin çekirdeğinde, BRCA1 proteini DNA'daki kırıkları onarmak için diğer birçok 

proteinle etkileşir. Bu kırılmalar doğal ve tedaviye bağlı radyasyon veya diğer çevresel 

nedenlerden kaynaklanabilir. DNA onarımına yardımcı olarak, BRCA1 proteini 

hücrenin genetik stabilitesini sağlamada kritik bir rol oynar. BRCA1 proteini, hücre 

bölünmesini düzenleyen diğer tümör baskılayıcıları ve diğer birçok protein ile 

etkileşime girer [31]. 

 

2.6.1. BRCA1/BRCA2 Genleri ve Proteinleri  
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       Şekil 2-7: BRCA1 ve BRCA2 genlerinin şematik gösterimi [32]. 

 

BRCA1 ve BRCA2 sırasıyla 17q21 kromozomu üzerinde bulunan 1,863 ve 

13q12-13 kromozomu üzerinde bulunan 3,350 amino asitten oluşan büyük proteinleri 

kodlayan ayrıca 20'den fazla ekzondan oluşan tümör baskılayıcı genlerdir (Şekil 2-8). 

Her iki gen C-terminalindeki BRCT alan hariç olmak üzere, bilinen diğer genler ile 

önemli bir homoloji taşıyan BRCA1, deoksiribonükleik asit (DNA) hasarına yanıt ile 

ilişkili 40’dan fazla genle etkileşim halindedir[31]. Tanımlanan mutasyonlar, proteinin 

boyunun kısalmasına yol açmakta ve sağlam olan ikinci kopyanın genom stabilitesinin 

tam olarak korunmasında yetersiz kalması ve buna bağlı olarak kansere yatkınlık 

geliştirildiği bilinmektedir. 

 

Şekil 2-8: BRCA1 ve BRCA2 genlerinin kromozom üzerindeki konumunun şematik 

gösterimi [33]. 

Hem BRCA1 hem de BRCA2 nükleer proteinlerdir. BRCA1 geninde binlerce 

mutasyon bulunmaktadır. Bu mutasyonların çoğu, erkeklerde prostat kanseri, kadınlarda 

over, hem erkeklerde hem de kadınlarda meme ve pankreas kanseri riski ile ilişkilidir 

[31]. Bu mutasyonlar vücuttaki her hücrede yani germline da bulunduklarında bir 

nesilden diğerine geçmektedir. Sonuç olarak, bazı ailelerde meme ve/veya over 

kanserlerinin sıklıkla görülmesi, bu kanserlere prostat, pankreas, kolon ve mide gibi 

kanserlerin de eşlik ettiği gözlemlenmiş ve bu genlerle bu hastalıkların korelasyon 

gösterdiği saptanmıştır [31]. Literatürde de söz konusu hastalıklarla bu genlerin ilişkili 

olduğu gösterilmiştir. Bununla birlikte, bir bireyin BRCA1 geninde mutasyon taşıyor 
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olması o kişinin kesinlikle kanser olacağı anlamına gelmemekte sadece kansere 

yakalanma riski normal populasyona göre 8-10 kat arttığı anlamına gelmektedir. 

Bunlara ilave olarak, diğer genetik, çevresel ve yaşam tarzı faktörleri de kişinin kansere 

yakalanma riskine katkıda bulunmaktadır.  

BRCA1 gen mutasyonlarının çoğu, BRCA1 proteininin kısalmasına yol açan 

mutasyonlardır. Bu mutasyonlar sebebi ile ilgili protein doğru bir şekilde ve yeterli 

dozda üretilemez ve hücreyi DNA hasarından tam olarak koruyamaz. Genin yarı dozda 

çalışması sebebi ile hücrede oluşan hasarların tümü tamir edilemez ve biriken hasarlar 

hücrelerin büyümesini ve kontrolsüz bir şekilde çoğalarak tümör oluşturmasına neden 

olmaktadır  [31]. Bu genlerde mutasyon taşıyan aile bireyleri sıklıkla kalıtsal meme ve 

yumurtalık kanseri sendromunu taşımaktadırlar. Bu sendromu taşıyan kadınlar meme, 

over, pankreas, kolon kanserinden, erkekler ise erkek meme kanseri, prostat, pankreas 

ve kolon kanseri için yüksek riske sahiptirler. BRCA1 gen mutasyonu taşıyan kadınlar, 

genel nüfusun %1,6' sını oluşturmakta olup, yaşamları boyunca %35-80 oranında meme 

ve yumurtalık kanseri gelişme riskine sahiptir [34]. Bununla beraber aynı BRCA1 gen 

 mutasyonuna sahip aile bireylerinin neden farklı organlarda kanser geliştirdiği konusu 

ise hala açıklık kazanmamıştır. Belirli organları etkileyen çevresel faktörler ya da mikro 

çevre, belirli bölgelerdeki kanserlerin gelişiminde katkıda bulunuyor olabilir [34]. 

BRCA1 mutasyonları olan tümörlerin çoğu, hem östrojen hem de progesteron 

reseptörleri için genellikle negatif iken, BRCA2 mutasyonları olan çoğu tümör, bu 

hormon reseptörleri için pozitiftir. BRCA1 mutasyonları olan meme kanserleri ve 

BRCA2 mutasyonları olan meme kanserleri karşılaştırıldığında bunlarda önemli ölçüde 

farklı gen gruplarının ifade edildiğini görülmektedir [35]. 

BRCA1 ve BRCA2 genleri, homolog rekombinasyon ve çift zincir DNA 

kırıklarının onarımında görevli olan RAD51 geni ile etkileşime girmektedir [36]. S fazı 

hücrelerinin genotoksik ajanlara maruz kalmasında sonra, BRCA1, BRCA2 ve RAD51 

genleri replikasyon bölgelerine giderek onarımı gerçekleştirirler [36]. BRCA1 ya da 

BRCA2’nin işlevsel yokluğunda, onarım gerçekleşmez, sonrasında yine tümör 

baskılayıcı bir gen olan p53 geni aktive olur ve hücre döngüsü durdurularak hücre 

ölümü (apoptoz) gerçekleşir. p53 geni aktive olmadığı durumda ise döngü durdurulamaz 

ve hücre proliferasyonu devam ettiği için DNA hasarı onarılamamaktadır.  

Tablo 2-1: BRCA1 geni ile etkileşimde olan genler 
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BRCA1 

DNA Tamiri RAD50, RAD51, NBS, MRE1 

Transkripsiyonun Düzenlenmesi c-MYC, E2F1, CtıP, ZBRK1 

Kromatin Yapısının Düzenlenmesi HDAC, RB1 

Hücre Siklusunun Düzenlenmesi CHEK1,CHEK2,TPX2, NuMa 

Ubikitinasyonun Düzenlenmesi BARD1,BAP1 

 

2.7. Ekstraselüler Matriks Proteinleri 

Metastaz, meme kanserinin en ölümcül yönü ve hastalık nüksü ile ilişkili en belirgin 

özelliğidir. Epitelyal-mezenkimal geçişin (EMT) meme kanseri metastazının 

başlatılmasına aracılık ettiği moleküler mekanizmalar tam olarak anlaşılamamıştır. 

 

 

Matrisellüler CCN proteinleri, tümör fonksiyonu ile gelişimi ve Ekstraselüler 

matriks (ECM) ile ilişkili proteinlerdir. ECM protein ailelerinden biri olan CCN (Cyr61, 

CTGF, NOV) proteinleri hücresel sinyalleri düzenleyerek kanserde patolojik işlev 

göstermektedir. CCN proteinleri arasında meme kanserinde CCN1/Cyr61, CCN2/ 

CTGF, CCN3 ve CCN4/WISP1 tümör oluşturulması yönünde etkiye sahipken, CCN5 / 

WISP2 ve CCN6 / WISP3 genleri tümör baskılayıcı etki göstermektedir [37]. WISP-1 

geni, tümör baskılayıcı aktivitelerde daha fazla rol alırken; WISP-1 seviyesinin, tümör 

saldırganlığı ile ters orantılı olduğu gösterilmiştir Buna karşılık, WISP-2, meme 

kanserinin agresifliği ile ilişkili olup kötü bir prognostik özellik taşımaktadır. WISP-1 

ve WISP-2' nin zıt yöndeki bu etkileri, bu moleküllerin birinin terapötik, diğerinin ise 

prognostik bir rolünün olduğunu düşündürmektedir. 

Meme kanseri ile CCN proteinleri arasındaki ilişkiyi belirlemek için daha fazla 

bilimsel çalışmaya gereksinim vardır. CCN1 ve CCN2 genlerinin aşırı eksprese edilmesi 

meme kanserinde metastaz ile ilişkilidir [37]. WISP-1(CCN4) geni de tümör oluşumunu 

arttırarak metastaza neden olmaktadır. WISP-1 başlangıçta WNT1 ve β-katenin 

2.7.1. Matriselüler CCN Proteinleri 
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yolağında görevli olarak tanımlanmış bir gendir ve β-katenin aracılı tümör oluşumuna 

katkıda bulunmaktadır. Yapılan çalışmalarda, WISP-1 geninin ekspresyon artışının 

meme kanserli hastalarda metastaz gelişiminde etkili olduğu görülmektedir [37]. Wnt/ 

β-katenin sinyal yolu ve bu yolda görev alan moleküller hakkında edinilecek bilgiler, 

metastatik meme kanseri teşhis ve tedavisinde önemli olacaktır. Son araştırmalar, 

epitelyal-mezenkimal geçişin (EMT) metastazın erken aşamalarında önemli olduğu 

gösterilmiştir [38]. EMT’de, epitel hücreleri özelliklerini kaybeder, mezenkimal 

özellikler kazanarak hareketli ve invaziv hale dönüşürler. EMT deki en önemli olaylar 

arasında hücre-hücre etkileşiminin artadan kaldırılması ya da azaltılmasının yanında  

özellikle epitel yapısını korumada kritik olan E-cadherin'in azaltılması sayılmaktadır. E-

cadherin ekspresyonunun kaybedilmesinin tümör invazyonu ve metastaz ile ilişkili 

olduğu bildirilmiştir. E-cadherin ekspresyonunun kaybıyla, mezenkimal belirteçler olan 

vimentin ve fibronektin EMT’nin devamını ve tamamlanmasını oluşturmak üzere 

yüksek düzeyde ifade edilirler. TGF-β1 sinyalleri, göç, istila ve EMT gibi kanser 

hücrelerinin metastatik yayılımında önemli bir role sahiptir. 

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

WISP-1, 8q24.1 – q24.3 kromozomu üzerinde bulunan, 5 ekzon ve 4 introndan 

oluşan, sistein bakımından zengin bir heparin bağlayıcı glikoproteindir ve hücre 

çoğalmasında önemli rol oynamaktadır [39]. 367 aminoasitlik bir proteini 

kodlamaktadır. 40 kD kütleye sahip bu proteinin cDNA uzunluğu; 2,830 bp dir. WISP-1 

proteininin domain yapısı, sinyal peptiti ile başlamaktadır ve dört fonksiyonel alana 

sahiptir. Domain yapısında, SP bölgesi sonrasında sırasıyla; insülin büyüme faktörü 

bağlayıcı protein (IGFBP), van willebrand faktör C (VWC), trombospondin tip I tekrarı 

(TSP) ve C-terminal alan (CT) bulunmaktadır (Şekil 2-9). 
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Şekil 2-9: WISP-1 geninin yapısı [40]. 

WISP-1, akciğer, böbrek ve dalak gibi birçok iç organda ifade edilir. WISP-1, 

diğer hücrelerin hücre dışı matrikse bağlanmasını arttıran Lösin açısından zengin 

proteoglikanlara bağlanmaktadır. WISP-1, BMP-2'ye bağlanarak mezenkimal hücre 

proliferasyonunu ve osteoblastik farklılaşmaya neden olur. Erken evre ER-pozitif lenf 

nodu negatif meme kanseri hastaları arasında artmış metastaz riski ile ilişkili olduğu 

bildirilmiştir [40]. Bu nedenle, WISP-1 ve EXT1 genlerinin gelecekte yapılacak etraflı 

çalışmalarla metastaz riski göstergesi olarak görev yapıp yapmayacağı anlaşılacaktır. 

WISP-1 geni, meme kanseri için prognostik bir belirteç olarak kullanılabilir ancak bir 

tümör uyarıcısı mı yoksa baskılayıcısı mı olduğu hala açığa kavuşturulamamıştır. 

 

 

WISP-1 geni, Wnt / β -katenin sinyal yolunun hedef geni olsa da, çeşitli sinyal 

iletim yollarından oluşan ve farklı tümörlerde farklı biyolojik olayların gerçekleşmesi 

ile bağlantılı olan karmaşık bir sinyal ağının düzenlenmesinde rol oynamaktadır. 

Meme kanseri dokuları sağlıklı meme dokularına göre daha yüksek WISP-1 

mRNA ekspresyonuna sahip olmakla birlikte yapılan çalışmalarda rekombinant WISP-1 

uygulandığında meme kanseri hücre proliferasyonunu arttırdığı görülmektedir. WISP-1 

transfeksiyonu, MCF-7 hücrelerinde epitelyal-mezenkimal geçişi (EMT) indükleyerek 

daha yüksek migrasyon ve invazyona yol açmaktadır [39]. WISP-1, hücre dışı matrikste 

(ECM) salgılanan bir matriküler proteindir. WISP-1, diğer ECM proteinleri gibi, 

farklılaşma, proliferasyon, migrasyon gibi biyolojik olaylarda görev almaktadır. WISP-1 

‘in ekspresyon seviyesi tümör tipi, hasta yaşı ve aile öyküsüne bağlı olarak farklılık 

göstermektedir.  

WISP-1, osteosarkom hastalarında MMP2 ve MMP9 ekspresyonunu düzenleyen 

NF-κB sinyal yolunu aktive ederek hücresel migrasyonu ve invazyonu 

desteklemektedir. Notch1, WISP-1 sinyal iletim yolunu aktive ederek insan melanom 

hücrelerinin çoğalmasını baskılamaktadır [41]. 

WISP-1, PKB/AKT sinyal yolunu aktive ederek meme kanseri hücre hatlarında 

p53 tümör baskılayıcı genine bağlı hücre ölümünü önleyerek proliferasyonu 

desteklemektedir [42]. 

WISP-1, genellikle çeşitli kanserlerde yüksek oranda ifade edilen ve kanser 

hastalarının progresyonu, uzak metastazı ve kötü prognozu ile ilişkili olan bir onkogen 

2.8.1. WISP-1 Geni ve Kanser 
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gibi davranmaktadır; ancak yapılan çalışmalarda bazı kanser hücre hatlarında bir tümör 

baskılayıcı gibi hareket ettiği de görülmektedir. WISP-1 geninin meme kanserinde 

onkogen mi yoksa tümör baskılayıcı mı olduğu tartışmalıdır ve bu konuda net bir bilgi 

literatürde bulunmamaktadır [43].  

 

 

Şekil 2-10: WISP-1’ in ilişkili olduğu genler ve etkileri 

Her ne kadar WISP-1, Wnt / β-katenin sinyal yolunun hedef geni olsa da, çeşitli 

sinyal iletim yollarından oluşan ve farklı tümörlerde, farklı biyolojik işlemlerin 

gerçekleşmesi ile bağlantılı olan karmaşık bir sinyal ağının düzenlenmesinde görev 

almaktadır (Şekil 2-10). WISP-1, kanser tanı ve tedavisi için yeni bir terapötik hedef 

olarak hareket etme potansiyel rolünü üstlenmektedir. 

 

 

BRCA1 geninin eksikliği ya da mutasyonu AKT onkogenik yolunu aktive ederek 

AKT geninin fosforilasyonunu ve kinaz aktivitesini arttırır [44]. BRCA1-AKT yolu 

tümör oluşumunda önemli olup BRCA1’in AKT sinyal yolunun negatif bir düzenleyicisi 

olduğu bilinmektedir. BRCA1’in eksik olduğu ya da mutasyonlu olduğu kanser 

hastalarında, AKT sinyal yolu ve bu sinyal yolağındaki genler yeni bir terapötik hedef 

olmaktadır. 

2.8.2. AKT ve BRCA1 genlerinin WISP-1 ile ilişkisi 
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Şekil 2-11: WISP-1 geni ile ilişkili proteinleri gösteren STRING analizi 

 

 

Transforming büyüme faktörü-β (TGF-β), EMT’ nin güçlü bir indükleyicisidir 

bununla birlikte tümör progresyonu ve metastazının pozitif düzenleyicisidir. TGF-β1, 

hücresel farklılaşma, homeostaz ve EMT dahil olmak üzere çok sayıda fizyolojik 

sürecin düzenlenmesinde görev alan bir sitokindir. 

TGF-β1'in aşırı ekspresyonunun, bazal benzeri ve luminal tip meme 

kanserlerinin kötü prognozu ile ilişkili olduğu bildirilmiştir ve bu da TGF-β1 sinyalinin 

meme kanseri hücrelerinin gelişmesinde önemli bir role sahip olduğunu 

düşündürmektedir [38]. Bundan dolayı, meme karsinomunda bazal ve luminal tipte 

TGF-β1 sinyalinin inhibe edilmesiyle invazyon ve metastazın inhibisyonu 

sağlanmaktadır. TGF-β1, SMAD sinyalini uyararak EMT 'ye aracılık etmektedir [45]. 

2.8.3. TGF BETA (TGF-β) 
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SMAD genleri, hedef genlerin transkripsiyonu için TGF-β1 sinyallerini hücre 

yüzeyinden çekirdeğe iletmekte görevli olan proteinlerdir. TGF-β1, meme kanseri 

hücrelerinde EMT sinyal yolağındaki genleri indüklemektedir [45]. EMT, meme 

kanserinde SMAD2 sinyaline bağlı olarak tümör progresyonunu ve metastazını 

düzenlemektedir [45]. Mezenkimal tümör belirteçleri olan; E-Cadherin, Vimentin ve 

SMAD genleri ifade düzeyleri meme kanserinin tipine ve çeşidine göre farklılık 

göstermektedir [45].  

 

 

Meme kanserinin progresyonu ve metastazında ECM proteinleri etkilidir. ECM 

proteinlerinden bağ dokusu büyüme faktörü (CTGF) ailesine ait olan WISP-1 meme 

kanserinin başlamasında, ilerlemesinde ve metastazında etkilidir. WISP-1 geninin 

aracılık ettiği aşırı hücre proliferasyonu apoptozun baskılanması yoluyla 

oluşturulmaktadır. WISP-1 geninin aşırı aktive ettiği AKT proteini TP53’ün 

inaktivasyonuna neden olur. TGF-β1 uygulaması ile TP53’ün inaktivasyonu ortadan 

kaldırılarak hücre apoptoza yönlendirilebilmektedir. TGF-β1 ve WISP-1, osteoblast 

fonksiyonunu birlikte kontrol etmekte ve bu kontrolü birbirlerinin faaliyetlerini 

düzenleyerek oluşturmaktadırlar [1]. WISP-1 geninin yüksek ekspresyonu kemik 

metastazı ile ilişkili olan alkalin fosfataz aktivitesini arttırmaktadır. Artan WISP-1 

ekspresyonu TGF-β1 uygulaması ile inhibe edilerek metastaz engellenmektedir [1]. 

2.9. Tip 2 diabetes mellitus (T2DM)  

2.8.4. TGF-β1 ve WISP-1 İLİŞKİSİ 
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3. GEREÇ VE YÖNTEM 

3.1. Kullanılan Kimyasal Maddeler, Malzemeler ve Kitler 

Kullanılan kimyasal maddeler, malzemeler ve kitlere ait bilgi ve detaylar aşağıdaki 

tabloda belirtilmiştir (Tablo 3-1). 

Tablo 3-2: Kimyasal maddeler ve kitlere ait bilgiler 

RPMI 1640 BIOCHROM AG 

PBS AMRESCO 

β-Merkaptoetanol,  

Tris (hidroksimetil aminometan), Borik Asit  

MERCK 

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 

Reagent  

QIAGEN 

Primerler SENTEBİOLAB  

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  GİBCO 

3.2. Kullanılan Cihazlar 

Kullanılan cihazlara ait bilgi ve detaylar aşağıdaki tabloda belirtilmiştir (Tablo 3-2). 

Tablo 3-2: Kullanılan cihazlar ve markaları 

-80 Derin Dondurucu  SANYO 

Azot Tankları  MVY 

Yüksek Hızlı Soğutmalı Santrifüj HERAEUS 

Soğutmalı Ependorf Santrifüj  HERAEUS 

Santrifüjler Soğutmasız  HETTICH, JOUAN 

Mikropipetler  GILSON 
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Yatay Gel Elektroforez  

Tankları ve Jel Dökme Sistemleri  

BRL 

Vorteks  FINEPZR 

Distile Su Cihazı  MILLIPORE 

Spektrofotometre NanoDrop 2000 THERMO SCIENTIFIC 

Gel Dökümantasyon Sitemi BRL 

Etüvler (37°C ve 56°C)  NÜVE 

Manyetik Karıştırıcı  NÜVE 

Vortex Mixer IKA-Model MS3  Agilent Technologies, Santa Clara, 

CA, ABD 

Sınıf II laminar flow  TEZSAN 

Agilent Technologies 2100 Bioanalyzer  Agilent Technologies, Santa Clara, 

CA, ABD 

THOMA lamı  ISOLAB 

Bidistile su üretim cihazı  İNCEKARALAR 

NanoDrop spektrofotometre  THERMO SCIENTIFIC 

İnvert mikroskop  SEDIVAL 

Lightcycler 480II  ROCHE APPLIED SCIENCES 

Şırınga filtreleri (0.22 μm)  TPP 

25-75 cm² hücre büyütme kapları  TPP  

Kullanılan tampon ve çözeltilerin hazırlanması aşağıda tabloda belirtilmektedir (Tablo 

3-3). 

Tablo 3-3: Kullanılan tampon, çözelti içerikleri ve bilgisayar programları 

10X PBS Tampon Çözeltisi (1L) 

 80 g NaCl 

 2 g KCl 

 11,5 g Na2HPO4 

 2 g KH2PO4 

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

 0.88 M Borik Asit 

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

%0.8’lik Agaroz Hazırlanması 

0,8 g Agaroz 

100mL 0.5X TEB100mL 0.5X TEB 

5µL Etidyum Bromür (10mg/mL) mL 

Bilgisayar Programları 

LightCycler 480 Software release 1.5.0 

3.3. Meme Kanseri Hücre Hatları 

Çalışmamızda, meme kanseri hücre hatlarından MDA-MB-436, MDA-MB-453, 

MDA-MB-231 ve MCF-7 hücre hatları kullanılmış; özellikleri detaylı şekilde aşağıda 

belirtilmiştir (Tablo 3-4). 

Tablo 3-4: Kullanılan hücre hatları ve özelliklerinin özet gösterimi 

MDA-MB-231 MDA-MB-453 MDA-MB-436 MCF-7 

Üçlü Negatif Meme 

Kanseri hücre hattı 

Üçlü Negatif Meme 

Kanseri hücre hattı 

Üçlü Negatif Meme 

Kanseri hücre hattı 

Östrojen 

reseptörü pozitif  

(ER+) Meme 

Kanseri hücre 

hattı 

Metastatik 

Adenokarsinom 

Metastatik 

Karsinom 

Metastatik 

Adenokarsinom 

Metastatik 

Adenokarsinom 

51 yaşında beyaz ırk 

kadın hastadan 

alınmıştır. 

48 yaşında beyaz ırk 

kadın hastadan 

alınmıştır. 

43 yaşında beyaz 

ırk kadın hastadan 

alınmıştır. 

69 yaşında beyaz 

ırk kadın hastadan 

alınmıştır. 

Mutasyon Durumu 

TP53 (homozigot) 

NF2 (homozigot) 

BRAF (heterozigot) 

CDKN2A(homozigot) 

Mutasyon Durumu 

CDH1 (homozigot)  

PIK3CA(heterozigot) 

Mutasyon 

Durumu 

BRCA1(homozigot)   

RB1 (homozigot)   

Mutasyon 

Durumu 

Erb4(HER4)  
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KRAS (heterozigot) 

 

 

  

 Östrojen hormonu ve HER2 reseptörü taşımayan tümörler olan Triple (üçlü) 

negatif meme kanserinin mezenkimal benzeri morfoloji gösteren meme kanser hücre 

hattı grubundadır. MDA-MB-231; 51 yaşında, beyaz ırka sahip kadın hastadan alınan 

metastatik özellikli ve adenokarsinom yapıda bir hücre hattıdır. Söz konusu MDA-MB-

231 hücre hattı TP53 (homozigot), NF2 (homozigot), BRAF (heterozigot), CDKN2A 

(homozigot), KRAS (heterozigot) genlerinde mutasyon taşımaktadır (Şekil 3-4). 

                 

Şekil 3-4: MDA-MB-231 hücre hattının morfolojisinin görüntülenmesi 

 

 

MDA-MB-453 hücre hattı, üçlü negatif meme kanserinin Luminal Androjen 

Reseptörü (LAR) alt tipinin özelliklerine sahip, karsinom ve metastatik özellikli olup 

CDK4 / 6 inhibisyonuna oldukça duyarlıdır [46]. 48 yaşında beyaz ırklı bir metastatik 

karsinomu olan kadın hastadan alınan MDA-MB-453 hücre hattı CDH1 (homozigot) ve 

PIK3CA (heterozigot) genlerinde mutasyon taşımaktadır (Şekil 3-5). 

3.3.1.  MDA-MB-231 

3.3.2.  MDA-MB-453 
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    Şekil 3-5: MDA-MB-453 hücre hattının morfolojisinin görüntülenmesi 

 

 

MCF-7, östrojen reseptörü pozitif (ER+) olan, adenokarsinom ve aynı zamanda 

metastatik özellikli 69 yaşında beyaz ırk kadın hastadan alınan meme kanseri hücre 

hattıdır. MCF-7 hücre hattı, IGFBP geni ve WNT7B onkogenini aşırı ifade etmektedir.  

MCF-7 hücrelerinin büyümesisi tümör nekroz alfa (TNF alfa) molekülü tarafından 

inhibe edilmektedir. Söz konusu hücre hattı MCF-7, sadece epitel kökenli bazı tümör 

tiplerinin oluşumunda rol oynayan bir büyüme faktör reseptör olan Erb4(HER4) 

geninde mutasyon taşımaktadır (Şekil 3-6). 

 

 

3.3.3.  MCF-7 
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Şekil 3-6: MCF-7 hücre hattının morfolojisinin görüntülenmesi 

 

 

MDA-MB-436 üçlü negatif meme kanseri hücre hattıdır. 43 yaşında beyaz ırklı 

bir kadın hastadan alınmış olup adenokarsinom ve metastatik özelliği bulunmaktadır. 

Mezenkimal benzeri morfoloji sergileyen MDA-MB-436 meme kanseri hücre hattı, 

BRCA1 (homozigot) ve RB1 (homozigot)  genlerinde mutasyon taşımaktadır (Şekil 3-7). 

 

Şekil 3-7: MDA-MB-436 hücre hattının morfolojisinin görüntülenmesi [47]. 

3.4. Deney Yöntemleri 

3.4. Hücrelerin Yetiştirilmesi ve Deney Planı 

BRCA1 mutant olan ve olmayan meme kanseri hücre hatlarında WISP-1 geninin 

ekspresyonunun araştırılması başlıklı tez öneri formunda HCC1395 primer meme 

kanser hücre hattı ile MDA-MB-436 BRCA1 mutant, metastatik meme kanser hücre 

hattında WISP-1 geninin ifade düzeyinin araştırılması planlanmıştı. Ancak ATCC‘den 

temin edilen hücre hatlarında metastatik olmayan, primer meme kanseri hücre hattı 

HCC1395 ve BRCA1 mutant, metastatik olan MDA-MB-436 hücre hatları açıldığında 

morfolojilerinin sağlıklı olmadığı tespit edilmiş ama yine de kültüre alınmıştır ancak 

kültürde başarılı bir büyüme gerçekleştirilememiştir. MDA-MB-436 hücre hattı ise 

sadece 2 gün yaşatılmış ve ardından kontamine olmuştur. Bu ilk iki gün içerisinde 

kontaminasyondan hemen önce bu hücre hattından Real Time PZR ile WISP-1 ifadesini 

3.3.4. MDA-MB-436  
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gösterecek kadar hücre toplanmış ve WISP-1 ifadesi araştırılmıştır. Projede ilave bütçe 

olmadığından bu hücre hatları tekrar temin edilememiştir. Bu nedenle projede elimizde 

mevcut olan metastatik-üçlü negatif (MDA-MB-231, MDA-MB-436 ve MDA-MB-453) 

ve metastatik ER-pozitif meme kanseri hücre (MCF-7) hatlarında WISP-1 geninin 

TGFβ1 uygulamasına bağlı ekspresyon değişiklikleri araştırılmıştır.  

İstanbul Üniversitesi, Onkoloji Enstitüsü, Temel Onkoloji Anabilim Dalı, 

Araştırma Laboratuarı’nda, mevcut olan meme kanseri hücre hatlarından; üçlü negatif, 

metastatik ve TP53 mutasyonu taşıyan MDA-MB-231 hücre hattı ile üçlü 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  hücre 

hatları hücre açma protokollerine uygun olarak açılmış ve hücre içeriğinde DMEM, % 

10 fetal bovine serum (Gibco FBS/Life Technology) ve % 1 penisilin/streptomisin 

(10,000 U/mL) (Life Technology) bulunan besin ortamı içerisinde 37⁰C ‘de %5 CO₂ 

koşullarında büyütülmüştür. Yapılan deney dizaynı aşağıda özetlenmiştir. 

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

hücre hatları kültür ortamında büyütülerek kültürler stoklanmıştır. 

2. Söz konusu hücre hatlarından RNA izolasyonu ve konsantrasyon 

ölçümleri gerçekleştirilmiştir. 

3. Elde edilen RNA’lar cDNA’ ya dönüştürülmüştür. 

4. WISP-1 genine uygun primer tasarlanması ve optimizasyon işlemleri 

gerçekleştirilmiştir. 

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

edilmiştir. 

6. Meme kanseri hücre hatlarına TGF-ß1 uygulanmıştır. 

7. TGF-ß1 uygulaması sonrasında WISP-1’in ekspresyon düzeyindeki 

değişiklikler tekrar Real Time PZR ile incelenmiş ve değerlendirilmiştir 

3.5. Hücrelerin Kaldırılması, Sayımı ve Pasajlama 

Petri kabındaki hücrelerin petri kabının %70-80’ini doldur düzeye gelmesini 

takiben hücreler pasajlandı.  

1. Hücre pasajlaması için petri kabında bulunan besin ortamı uzaklaştırıldı.  
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2. 25 cm2 petri kabı için 1 mL, 75 cm2  olan petri kabı için 2 mL fosfat 

tamponlu tuz çözeltisi (PBS) ile yıkanıp sırasıyla petri kabının 

büyüklüğüne göre 1mL ya da 2mL tripsin-EDTA (etilen diamin tetra 

asetik asit) ile CO₂ içeren etüvde 5 dakika bekletildi. Bu süre sonunda 

hücrelerin zarar görmesini engellenmek ve Tripsin-EDTA’nın 

aktivitesini inhibe etmek için 2 mL DMEM besin ortamından eklendi ve 

hücreler santrifüj tübüne aktarıldı.  

3. 2000 rpm’de 5 dakika santrifüj işlemi gerçekleştirildi ve sonra 

süpernatant atıldı. Hücrelerin üzerine 1 mL taze besin ortamı eklenerek 

iyice pipetaj yapılıp homojen hale gelen hücreler sayım için hazır hale 

getirildi.  

4. Hazır olan hücre süspansiyonundan 10 µL alınarak hemositometre ile 

hücre sayımı gerçekleştirildi. 

5.  Bir mililitredeki hücre sayısı  hemositometredeki hücre sayısının 10⁴ ile 

çarpılarak hesaplandı.  

6. 1x10⁶ hücre, 75 cm²’ lik petri kabına eklenerek pasajlama işlemi 

tamamlandı. 

3.6. Hücrelere TGFβ1 Uygulanması 

Hücre hatlarına uygulanacak olan TGFβ1’nın hücreler üzerindeki sitotoksik 

etkisi zamana ve doza bağlı olarak metiltiazol difeniltetrazolyum bromür (MTT) testi ile 

ölçüldü. 1x10³ hücre/kuyu 96 kuyucuklu petriye ekilip gece boyunca yapışmaları 

beklendikten sonra, literatürlerden seçilen konsantrasyonlarda TGFβ1, 10µg/200µL 

H2O’da çözülerek 5ng/mL hücrelere verilmiş 24 saat uygulanmıştır [48-50].  

3.7. Hücre Dondurulması ve Açılması 

Küçük pasaj sayısına sahip hücreler sağlıklı şekilde yedeklenmek amacıyla önce 

birkaç gece -80⁰C derin dondurucuda bekletildikten sonra daha uzun süre saklamak için 

-196⁰C sıvı azot tankına alındı. Bu işlem için yapılan uygulamalar aşağıda özetlenmiştir. 

1. Petri yüzeyine yapışık hücreleri kaldırmak için tripsin-EDTA uygulandı.  

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

sayılmış ve yaklaşık sayısı 10⁶ olan hücre örneği % 10 DMSO ve %90 
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FBS solüsyonu içeren kriyo tüplere koyuldu. Saklanması için önce -80 

⁰C’ de saklandı. 3 gün sonra -196 ⁰C sıvı azot tankına alındı. 

Hücrelerin sıvı azotttan alınarak açılmasında uygulanan protokol aşağıda 

özetlenmiştir. 

1. Hücrelerin açılması işleminde kriyo tüpte olan hücreler sıvı azottan 

alındıktan sonra, hızlı bir şekilde çözülerek dondurucu ortama 

medya ortamı eklenerek santrifüj tüpüne aktarıldı. 

2. 2000 rpm’de 5 dakika santrifüj edilip süpernatant uzaklaştırıldı.  

3. Hücrelerin üzerine besin ortamı eklenerek 25 cm² ve 75 cm²’ lik 

petriye ekildi. 

3.8. Eş zamanlı DNA/RNA/Protein izolasyonu işlemi 

Hücre kültür işlemlerinin ardından çoğalan hücreler yeterli sayıya ulaştıktan  

sonra DNA/RNA/Protein izolasyonu işlemine geçildi. Ancak bu işlemden önce 

hücrelerin içinde bulundukları besin ortamının uzaklaştırılması için hücrelerin içinde 

bulunduğu besin ortamı 15 mL’lik santrifüj tüpüne aktarıldı ve 1500 rpm’de 2 dakika 

santrifüj edildi. Hücre pelletine 1 mL PBS eklenerek ve tekrar 1500 rpm’de 2 dakika 

santrifüj edilerek yıkandı. Santrifüj sonrası çıkan pellet alınarak eş zamanlı 

DNA/RNA/protein izolasyonu işlemi yapıldı. Bu işlem All prep DNA/RNA/Protein 

Mini Kit ile Qiagen Inc. firmanın vermiş olduğu protokole uygun olarak aşağıda 

belirtildiği şekilde uygulandı. 

1. Hücre pelletine 600 µL RLT solüsyonu eklendi. Pipetaj yapılarak hücreler homojenize 

edilerek lizat haline getirildi. 

2. Homojenize halde olan hücre lizatı, öncelikle DNA kolonuna yüklendi. 

3. 10.000 rpm’de 30 saniye santrifüjlendi. Bu aşamada alt faz ile RNA ve Protein 

izolasyon işlemine devam edebilmek için DNA izolasyon işlemi durduruldu. Bu süre 

zarfında DNA kolonu 2 mL’lik yeni bir toplama tüpüne yerleştirilerek (Basamak 17-20) 

4°C’de bekletildi. 

4. 3. Aşama’da altta kalan sıvıya 400 µL %96-100’lük etanol eklendi ve pipetle iyiye 

homojenize edildi. 700 µL’lik hücre karışımı pembe renkli RNA kolonuna yüklendi ve 
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10.000 rpm’de 15 saniye santrifüj edildi. Bu aşamada altta kalan sıvı protein 

pürifikasyonu (Basamak 9-16) için yeni bir 2 mL’lik tüpe aktarıldı. 

5. Pembe renkli RNA kolonuna 700 µL RW1 solüsyonu eklendi ve 10.000 rpm’de 15 

saniye santrifüj edildi. Alt faz atıldı. 

6. Pembe renkli kolona 500 µL RPE solüsyonu eklendi ve 10.000 rpm’de 15 saniye 

santrifüj edildi. Alt faz atıldı. 

7. Pembe renkli kolona 500 µL RPE solüsyonu eklendi ve 10.000 rpm’de 2 dakika 

santrifüj edildi. Alt faz atıldı. 

8. Pembe renkli kolon 1.5 mL’lik yeni bir tüpe aktarıldı ve 35 µL RNase içermeyen su 

direk kolon membranına eklendi ve RNA’yı elde etmek üzere1 dakika 10.000 rpm’ de 

santrifüj yapıldı. 

9. 4. Aşamada elde edilen alt faza 1000 µL APP solüsyonu eklenerek karıştırıldı. 

10. 10 dakika oda sıcaklığında bekletildi. 

11. Ependorf santrifüjde maksimum hızda 10 dakika santrifüj yapıldı ve süpernatant 

uzaklaştırıldı.  

12. Protein pelletine 500 µL %70’lik etanol eklenerek 1 dakika ependorf santrifüjde 

maksimum hızda (12.000rpm) santrifüj edildi ve süpernatant atıldı. 

13. Protein pelleti 5-10 dakika oda sıcaklığında kurutuldu. 

14. 100 µL ALO solüsyonu eklendi ve protein pelletinin çözüldü. 

15. Protein pelletinin tamamen çözülebilmesi için 95°C’ de 5 dakika inkübasyon yapılarak 

ardından oda sıcaklığına bekletildi. 

16. 1 dakika maksimum hızda santrifüj yapılarak, elde edilen protein gelecekteki çalışmalar 

için birkaç tüpe paylaştırılarak -80°C’de saklandı. 

17. 4. aşama sonundaki DNA kolonuna 500 µL AW1 solüsyonu, eklendi ve 10.000 rpm’de 

15 sn. santrifüj edilerek alt faz atıldı. 

18. DNA kolonuna 500 µL AW2 solüsyonu eklendi ve ependorf santrifüjde maksimum 

hızda 2 dakika santrifüj edildi. 

19. DNA kolonu yeni bir 1.5 mL’ lik tüpe aktarıldı. 100 µL EB solüsyonu kolona eklendi 

ve oda sıcaklığında 2 dakika bekletildi. 
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20. DNA’yı kolondan ayırmak için 10.000 rpm’ de 1 dakika santrifüj edilerek -80°C’ye 

kaldırıldı. 

Bu aşama sonunda her hücre hattından sırasıyla, DNA, Protein ve RNA ekstraksiyonu 

işlemi tamamlanmış oldu. Her bir DNA, Protein ve RNA örneği bir sonraki deneysel 

aşama için uygun ortamda saklandı.  

3.9. cDNA Sentezi 

İzole edilen  saflığı ve kalite ölçümleri tamamlanan RNA örneklerinden daha 

sonraki deneysel aşamalar için cDNA hazırlandı. Bu işlem için Transcriptor High 

Fidelity cDNA Synthesis Kit (Roche) kullanıldı. cDNA oluşturma işlemi ilgli kit  

protokolün göre yapıldı. Protokole ilişkin işlemler aşağıda özetlendi (Şekil 3-1). 

 

 

Şekil 3-1: cDNA sentezi işlemi (Transcriptor High Fidelity cDNA Synthesis Kit, ROCHE) 
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3.10. Gerçek zamanlı kantitatif polimeraz zincir reaksiyonu 

Gerçek zamanlı kantitatif PZR yöntemi kullanılarak farklı deneysel 

aşamalardaki hücre soylarında izole dedilen RNA örneklerinde WISP-1 gen ekspresyon 

düzeyleri belirlendi. İncelenmek istenen gene özgü primerler kullanılarak gene özgü 

ekspresyon düzeyi gerçek zamanlı PZR ile belirlendi (Tablo 3-5).   

Tablo 3-5: Kullanılan 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’AACCAATAAAACCTACTCCTCCCTTAA3’ 

 

Gerçek zamanlı kantitatif PZR’da kullanılan maddeler (Tablo: 3-1); forward ve reverse 

primerlerden 2µL (10mM), Light Cycler 480 probe master karışımından (Roche 

Applied Sciences, Germany) 10µL eklenip son hacmi 20µL olacak şekilde hazırlandı, 

96 kuyucuklu plakalara dağıtıldı. Tablo 3.3 verilen koşullarda gerçek zamanlı kantitatif 

PZR işlemi gerçekleştirildi. 

Tablo 3-6: Gerçek Zamanlı Kantitatif PZR İçeriği 

SYBR Mastermix 10 μL 

10mM F-primer 2 μL 

10mM R-primer 2 μL 

dH2O 3 μL 

cDNA 3 μL 

Total 1 reaksiyon için=20 μL 

Tablo 3-7: Gerçek Zamanlı Kantitatif PZR Koşulları 



 40 

PZR Adımları Sıcaklık °C Süre 

Denatürasyon (1 Siklus)  95°C  5 dk. 

Amplifikasyon (45 Siklus)  95°C 

 62°C 

 72°C 

 15 sn. 

 1 dk. 

 10sn. 

Erime Eğrisi (1 Siklus)  95°C 

 55°C 

 85°C 

 10 sn. 

 20 sn. 

 Sürekli 

Soğutma (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 hücre 

hatları, doku kültüründe büyütülerek bu hücrelerden izole edilen RNA materyalinde 

gerçek zamanlı kantitatif PZR metodu ile WISP-1 geninin ekspresyon düzeyi araştırıldı. 

Sonuçların analizi, LightCycler 480 yazılımında Absolüt Hesaplama/Fit Points 

programı ile gerçekleştirildi. Elde ettiğimiz sonuçlar meme kanserinde kötü prognoza 

yol açan genomik farklılıklar ile gen ekspresyonları arasında güçlü bir ilişki olduğunu 

göstermiştir.  

Yukarıda bildirilen hücre hatlarında meme kanseri için belirteç olabilecek WISP-

1 geninin ekspresyonu, β-Aktin kontrol geni varlığında ve terapötik hedef olabilecek 

TGFβ1’in etkisine bağlı olarak değişen ekspresyon seviyeleri incelendi. 

Araştırılan genlerin gerçek zamanlı kantitatif PZR yöntemi ile incelenmesi 

sırasında, floresan emisyon düzeyi, Ct değeri olarak ölçüldü (Şekil 4-1). 

 

 

Şekil 4-1: Gerçek zamanlı kantitatif PZR eğrileri görüntüsü (x ekseni : her bir örneğin 

amplifikasyona girdiği döngü sayısını, y ekseni:, floresan düzeyini ifade 

etmektedir). 
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Tablo 4-1: 2 -ΔΔCt metodu ile relatif olarak hesaplanan WISP-1 ekspresyon düzeyleri. 

 TGFβ1 yok TGFβ1 var (5ng/mL)*

MDA-MB-231 1,5 3,2

MDA-MB-453 5,7 0,196

MCF-7 2,5 15,7

MDA-MB-436

Meme Kanseri Hücre Hattı

0,12

Fold Change Değeri

WISP-1  Geni Ekspresyon Durumu 

 

*Meme kanseri hücre hatlarına, 24 Saat boyunca 5ng/mL TGFβ1 uygulaması sonrasında değişen 

WISP-1 geni ekspresyonları. 

 

Şekil 4-3: WISP-1 ekspresyon düzeyleri ile referans genin (ACTB) meme kanseri hücre 

hatlarında ekspresyon düzeyleri 2-ΔΔCt metodu ile relatif olarak hesaplandı. 

WISP-1 geninin ekspresyon düzeyi, MDA-MB-231, MDA-MB-453, MCF-7 ve 

BRCA1 mutant olan MDA-MB-436 meme kanseri hücre hatlarında referans gen ACTB’ 

e göre  2ΔCt metodu ile relatif olarak hesaplandı (Şekil 4-2). 

  BRCA1 ve RB1 mutant olan MDA-MB-436 meme kanseri hücre hattında 

WISP-1 gen ekspresyonu görülmemektedir. Referans gene göre % 48 down regüle olup 

kat artışı 0,12 değerindedir. Hedef genin 1,5 kat fazla olduğu MDA-MB-231 hücre soyu 

ise p53 mutasyonu taşımaktadır. ER-pozitif olan MCF-7 hücre hattında ise hedef genin 

kat artışı 2,5 oranındadır. En fazla WISP-1 geninin ekspresyonu 5,7 kat artışla MDA-

MB-453 meme kanseri hücre hattında görülmektedir. 



 43 

   

 

Şekil 4-4: MDA-MB-231, MDA-MB-453 ve MCF-7 meme kanseri hücre hatlarının, 

TGFβ1 uygulaması ile değişen WISP-1 geni ekspresyon düzeyleri normalize 

edilerek 2ΔCt metodu ile değerlendirilmesi. 

BRCA1 mutant olmayan ancak TP53,  NF2, CDKN2A geninde homozigot 

formasyonlarda, BRAF, KRAS  genlerinde ise heterozigot formasyonda mutasyonlara 

sahip MDA-MB-231 hücre hattında WISP-1 geni ifadesi son derece az olup 5ng/mL 

TGFβ1 uygulaması sonrasında 2.13 kat artarak 3,2 değerine ulaşmıştır. Bunun anlamı 

bu hücre soyunda TGFβ1’nın terapötik etkisinin olmadığıdır. 

MDA-MB-453 hücre hattında ise WISP-1 ekspresyonu 5,7 olup TGFβ1 

uygulaması sonrasında 29 kat azalarak 0,196 olarak ölçülmüştür. MDA-MB-453 hücre 

soyunda WISP-1 geni onkogenik özellik göstermektedir. Bu hücre soyunda TGFβ1 

uygulaması WISP-1 ekspresyonu azaltıldığından bu hücre soyunda ve bu hücreye 

benzer genomik özellikte olan hücre yapısına sahip meme kanserinde TGFβ1‘in 

terapötik etkisinin olabileceği anlaşılmaktadır. Bu hücre soyu CHD1 geninde homozigot 

ve PIK3CA geninde ise heterozigot formasyonda mutasyon taşımaktadır. CDH1 geni 

hücre-hücre adezyonunda son derece önemli bir moleküldür. Bu hücre soyunda CDH1 

geninin homozigot delesyonu hücre-hücre adezyonunu ortadan kaldırarak metastatik 

sürecin hızlanması ve kolaylaşmasını sağlamaktadır. Özellikle CDH1 geninin 
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homozigot delesyonunu taşıyan bu hücre soyunda TGFβ1’nın terapotik etkisi olduğu 

düşünülmektedir.  

Metastatik özellikte ER-pozitif ve ERB4 geninde mutasyonu olan MCF-7 hücre 

hattında ise TGFβ1 uygulamasının ardından WISP-1 gen ekspresyonunda 6.28 kat 

artarak 15,7 değerine ulaşmıştır.  Bu hücre soyunda TGFβ1 uygulaması öncesi WISP-1 

geninin ekspresyonunun 2.5 yani normal değerden yüksek olması ve bu hücre soyunda  

TGFβ1 uygulaması ardından WISP-1 ekspresyonunun aşırı derece artış göstermesi  bu 

hücre soyunda WISP-1 geninin onkogen gibi davrandığını düşündürmektedir. Özellikle 

bu hücre soyunda TGFβ1 uygulamasının WISP-1 ekspresyonunun daha da artmasına 

neden olduğu görülmektedir. Bu artışın hücrenin genomik özellikleri ile ilişkili olduğu 

ve WISP-1’in kontrolünde başka gen yolaklarının da etkili olabileceğini göstermektedir. 

Bu bulgu literatürdeki bulgularla uyuşmaktadır. Özetle MCF-7 hücre soyunun ER-

pozitif hücre soyu olması sebebi ile çalışmadaki diğer üçlü negatif hücre soylarının 

aksine bir özellik göstererek hücre proliferasyonu yönünde etkili olması da tarafımızdan 

beklenen bir bulgudur. 

Tez çalışmasında MDA-MB-436 hücre soyu çok kısa süreli yaşatılabilmiştir. Bu 

nedenle bu hücre soyunda sadece TGFβ1 uygulaması öncesi WISP-1 ekspresyonu  

incelenebilmiştir.  Bu incelemde WISP-1 geninin  son derece az eksprese edildiği 

saptanmıştır (0,12). Ancak bu değerlerin gelecek çalışmalarda tekrar edilmesi daha 

doğru sonuçlar verecektir.  

 Tez çalışmasında meme kanserinde biyolojik belirteç olabileceğini 

düşündüğümüz WISP-1 gen ekspresyon düzeyi, farklı genlerde mutasyon taşıyan üç 

farklı metastatik üçlü negatif meme kanseri hücre hatları ile ER-pozitif metastatik meme 

hücre hattı arasında incelenmiş ve karşılaştırılmıştır.  

 Çalışmamızın en önemli eksik yanı sağlıklı meme kanseri hücre hattında söz 

konusu genin incelemesinin yapılamamış olmasıdır. Bundan başka yine bütçe 

yetersizliğinden TGFβ1 uygulamasının sadece 24 saatilik etkisi araştırılmış olup 48 ve 

72 saatlik etkilerine ilişkin incelemeler yapılamamıştır. Tez çalışmasının yayına 

gönderilmesinden önce eksik kalan bu deneysel işlemlerin tamamlanması 

planlanmaktadır. 
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5. TARTIŞMA 

Meme kanser hastalarını daha iyi sınıflandırmaya yardımcı olabilecek bir 

biyobelirteç, hastaların klinik yönetimi üzerinde önemli bir etkiye sahip olabilir. 

BRCA1 , BRCA2 , HER2 , TP53 genlerinde mutasyona sahip kişiler meme kanseri 

geliştirme açısından yüksek riske sahiptirler. Aynı zamanda yukarıda bildiririlen 

genlerde mutasyon taşıyan meme kanseri hastalarının sekonder kanserelere yakalanma 

konusunda ilave bir risk taşımalarının yanı sıra belli ilaç gruplarına karşı ilave 

hassasiyet gösterdikleri bilinmeketdir.   

Üçlü negatif meme kanseri tedavisinde başarı oranı son derece düşüktür. 

Özellikle BRCA mutasyonları ile ilişkili üçlü negatif meme kanserine ait biyolojik 

özelliklerin  anlaşılması, farklı terapötik yaklaşımların geliştirilmesine yol açacaktır. 

Günümüzde genomik özelliklerin ve gen ekspresyon düzeylerindeki farklılıkların 

kanser tedavisinin başarısında ya da tedavi seçiminde farklı yönde etkileri olduğu 

bilinmektedir. Bu nedenle üçlü negatif meme kanser hastalarının tedavisi için yeni 

stratejilerin geliştirilmesinde genomik özelliklerin ve gen anlatım düzeylerinin 

bilinmesine bu hastalığın tedavisi için yeni ilaçların geliştirilmesine katkı da 

bulunacaktır.  

Mutasyonu ya da genomik özellikleri tam olarak bilinen meme kanseri hücre 

hatlarında yapılan kanser araştırmaları ile ilaç keşfine ve etkinliğinin araştırılmasına 

yönelik çalışmalardan elde edilen sonuçlar daha doğru olarak yorumlanabilecek ve 

tedavinin tam etkin olduğu meme kanser alt grubunun belirlenmesi mümkün olacaktır. 

WISP-1 temel olarak, embriyogenezde bağ dokusu oluşumu esnasında ve kanser 

gelişimi sırasında anlatım yapan bir gendir [39]. Bununla birlikte, WISP-1 geninin  

işlevi hala tam olarak anlaşılmamıştır ve WISP-1'in özellikle kanser gelişimi ve 

ilerlemesi sırasında hücrelerin sahip olduğu genetik yapıya bağlı olarak farklılık 

gösterdiği bilinmektedir. Meme kanseri açısından da WISP-1 geninin rolü hala 

tartışmalıdır.  

Tez çalışmasında özellikle kemik metastazı yapan metastatik üçlü negatif 

(MDA-MB-231, MDA-MB-453, MDA-MB-436) ve metastatik ER-pozitif meme kanser 

hücre (MCF-7) soylarında WISP-1 ekspresyonundaki değişiklikler TGFβ1 varlığında 
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araştırılmış, WISP-1’in biyolojik belirteç niteliği taşıyıp taşımadığı ve TGFβ1’nın 

terapötik hedef olup olmayacağı incelenmiştir. 

BRCA1 gen mutasyonu taşımayan ancak p53, NF2, KRAS, CDKN2A genlerinde 

mutasyon olan üçlü negatif özellikli MDA-MB-231 meme kanseri hücre hattında, 

WISP-1 geni ifadesi son derece düşük düzeyde olup TGFβ1 uygulaması ile artış 

görülmektedir. Metastaik ve ER-pozitif MCF-7 hücre hattında TGFβ1 uygulaması ile 

WISP-1 ekspresyonu artmaktadır. Literatürdekinin aksine [43], çalışmamızda MDA-

MB-231 ve MCF-7 hücre hatlarında WISP-1 ekspresyonu artışının metastatik özelliğe 

sahip üçlü negatif ve ER-pozitif meme kanser hastaları için onkogen niteliği taşıyan bir 

biyolojik belirteç olduğu gösterilmiştir.  

Çalışmamızda BRCA1 ve RB1 genlerinin her ikisinde de homozigot mutasyon 

taşıyan MDA-MB-436 hücre hattında WISP-1 ekspresyonunun fold change değerinin 

ikinin altında olması bu genomik yapıya sahip hücrelerde WISP-1’in tümör baskılayıcı 

özelliğinin öne çıktığını göstermektedir.  

Literatürde WISP-1 geninin meme kanserinde onkogen olarak mı yoksa tümör 

baskılayıcı bir gen olarak mı görev aldığını gösteren bir bilgi bulunamamaktadır [43]. 

Mevcut sonuçlarımız, WISP-1'in insan meme kanserinde özellikle de MDA-MB-231, 

MDA-MB-453 ve MCF-7 meme kanser hücre hatlarında onkogen özelliği gösterdiği 

saptanmıştır. Bu sonuçlara göre bu hücre hatlarındaki gibi genomik konfigürasyona 

sahip olan kanserlerde de WISP-1 geninin bu özelliği gösterebileceği düşünülmektedir. 

Bu nedenle gelecek çalışmalarda WISP-1 geninin hasta örneklerinde biyolojik belirteç 

özelliğinin ilave olarak araştırılması anlamlı olacaktır. Bundan başka çalışmamızda 

araştırılan WISP-1 geninin ekspresyonunun meme kanser hücre hatlarında WISP-1’in 

fonksiyonunu kontrol eden kodlamayn RNA moleküllerinden miR-133b’nin de 

incelenmesi metastatik özelliğin geliştrilmesinde WISP-1’in etkisinin her yönden 

değerlendirilmesinde önem taşımaktadır.   

TGFβ1 uygulaması sonrasında farklı meme kanser hücrelerinde WISP-1 

ekpresyonun farklılık göstermesi bu sonuçların moleküler düzeyde Fax Flow ve 

Western Blot gibi farklı yöntemler kullanılarak diğer etkin moleküllerin ve etkin 

yolakların belirlenmesi gelecekte yapılacaklar arasında yer almaktadır.  
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