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OZET

MEME KANSERI TANISINDA EKSOZOMAL SURVIVININ ROLU

Mustafa YILDIRIM
Doktora Tezi, Tibbi Biyokimya Anabilim Dali
Tez Danmismani: Prof. Dr. Hiilya CICEK
Mayis 2019, 76 sayfa

Meme kanseri diinya genelinde kadinlar i¢in énemli bir halk saglig1 problemidir.
Hastalara erken donemde tan1 koymak, hangi hastalarin neoadjuvan veya adjuvan teda-
viden fayda goreceginini belirlemek ve hasta bazinda rekiirrens riskinin belirlenmesi bu
hastalarin sag kalimin arttiracak 6nemli faktorlerdir. Meme kanseri diinya genelinde
kadinlarda dnde gelen 6liim nedenidir. Bu ¢alismanin amaci karsinogenezde rolii gide-
rek daha fazla anlagilan eksozomlarin ve eksozomal survivinin meme kanseri ile iligki-
sinin belirlenmesidir.

Medicalpark Gaziantep Hastanesi Tibbi Onkoloji Kliniginde 2014-2017 yillar1
arasinda tanisi histopatolojik olarak dogrulanmis meme kanseri ile takip edilen hastalar
ve saglikli goniilliiler ¢caligmaya alindi. Hastalar ve saglikli géniilliilerden alinan serum

ornekleri -80°C de saklandi. Bu serum 6rneklerinden eksozomlar izole edildi. Elde edi-

len eksozomlarin biitiinliigii bozuldu. Elde edilen érneklerden Enzyme Linked Immuno
Sorbent Assay (ELISA) yontemi ile survivin diizeyleri 6l¢iildii.

Calismaya 55’ si meme kanserli, 20°si saglikli géniillii olmak iizere toplam 75
katihimer alindi. Iki grup arasindaki fark Mann Whitney U testi ile arastirildi. Hasta
kontrol grubu arasinda eksozomal survivin diizeyileri arasmnda anlamh iliski saptandi
(p=0.047). Hasta grubunda eksozomal survivin diizeyi 2.48+6.38 ng/mL (Range 0-
40.452) iken kontrol grubunda 0.23+£0.52 ng/mL (Range 0-2.4) idi. Eksozomal survivin
ile diger prognostik klinikopatolojik gostergeler arasinda iligki saptanmadi.

Meme kanseri hastalarinda daha once literatiirde kotii prognostik bir belirteg ola-
rak gosterilen Survivinin eksozomal yol ile eksprese oldugu gosterildi. Eksozomal
survivin ekspresyonu meme kanserli hastlarda kontrol grubuna gore yiiksektir. Bu yolak
hem bir tedavi hedefi hemde hastaligin erken tanisi i¢in yeni bir belirte¢ olabilir.

Anahtar Sozciikler: Eksozom, Survivin, Tani, Meme kanseri



ABSTRACT

THE ROLE OF EXOSOMAL SURVIVINE IN DIAGNOSIS OF BREAST
CANCER
Mustafa YILDIRIM

Doctoral Thesis, Department of Medical Biochemistry
Supervisor: Professor Dr. Hiilya CICEK
May 2019,76 pages

Breast cancer is an important public health problem for women in the world. Di-
agnosing patients at an early stage, determining which patients will benefit from
neoadjuvant or adjuvant treatment, and determining the risk of recurrence on a patient
basis are important factors to improve the survival of these patients. Breast cancer is the
leading cause of death in women across the globe. The aim of this study is to determine
the role of exosomes and exosomal survivin in breast carcinogenesis.

Patients who were diagnosed with histopathologically confirmed breast cancer
between 2014-2017 at Medicalpark Gaziantep Hospital Medical Oncology Clinic and
healthy volunteers were included in the study. Serum samples from patients and healthy
volunteers were stored at -80. Exosomes were isolated from these serum samples. The
integrity of the exosomes was disrupted. survivin levels were measured by Enzyme
Linked Immuno Sorbent Assay (ELISA).

A total of 75 participants, 55 of whom were breast cancer and 20 healthy volun-
teers, were included in the study. The difference between the two groups was investi-
gated by Mann Whitney U test. A significant relationship was found exosomal survivn
levels between patient and healthy control group (p = 0.047). The exosomal survivin
level in the patient group was 2.48 + 6.38 ng / mL (Range 0-40.452) and in the control
group 0.23 £ 0.52 ng / mL (Range 0-2.4). No relation was found between exosomal
survivin and other prognostic clinicopathological indicators.

It was shown that survivin, which was previously shown as a poor prognostic
marker in breast cancer patients, was expressed by exosomal route. Exosomal survivin
expression is higher in breast cancer patients than in control group. This pathway can be
both a therapeutic target and a new marker for early diagnosis of the disease.

Key Words: Exosome, Survivin, Diagnosis, Breast Cancer



1. GIRIS VE AMAC

Meme kanseri diinya genelinde kadinlar i¢in 6nemli bir halk sagligi problemidir.
Meme kanseri erkeklerde nadiren goriilmektedir (1). Saglik bakanligmin 2015 verilerine
gore de kadmlarda en sik goriilen kanser meme kanseridir. Kadinlarda kanser nedenli

Oliimlerin ikinci siklikta nedenidir (2).

Meme kanseri nedenli 6liim oranlarinin 1950-2014 yillar1 arasinda azaldigi goz-
lemlenmistir (3-4). Gelisen tant ve tedavi yontemleri, toplumsal farkindaligin artmasi
erken tani konan hasta sayisinin artmasina neden olmaktadir. Erken tani ile ileri evrede
oldukga zor tedavi siiregleri yerine hasta igin daha az morbidite ve mortalite olusturacak

tedaviler uygulanabilmektedir.

Meme kanseri erken tanisinda mamografi, meme ultrasonografisi ve manyetik
rezonans goriintiileme (MRG) gibi goriintiilleme y6éntemleri kullanilmaktadir. Hastalarin
kendi kendisinin meme muayenesi ve klinik meme muayeneside taramalarda kullanilan
klinik yontemlerdir. Bununla birlikte hala hastalarin 6nemli bir kismi ileri evrede tam
almaktadir. Konvansiyonel erken tani yontemlerinde yetersizlikler daha sofistike yon-

temlerin arastirilmasina neden olmaktadir.

Meme kanseri klinik, patolojik ve tedaviye verilen yanit agisindan heterojen bir
hastaliktir. Meme kanserinin klasik histolojik siniflamasi hastaliin klinik seyri
konusunda yeterli bir fikir vermemektedir. Histolojik tip, tiimor gradi, dstrojen reseptor
(ER), progesteron reseptdr (PR), Insan Epidermal Biiyiime Faktorii Reseptor 2 (HER 2)
reseptor statusu, tiimériin ¢api, lenf nodu tutulumu ve metastaz varligi bilinen 6nemli

prognostik faktdrlerdir. Hastanin yasi ise bilinen diger 6nemli bir prognostik faktordiir.

Meme kanseri i¢in yapilan yeni biyolojik belirte¢ arastirmalar kisisel tedaviler

icin olduk¢a 6nem kazanmaktadir. Biyolojik belirtegler hastalifa tam1 konulmasinda



veya tedavi yanitlarinin objektif bir sekilde karekterize edilmesini saglayan araglardir.
Eksozomlar plazma, serum, idrar gdzyas1 gibi birgok viicut sivinda bulunan genetik
materyal ve protein tasiyan ekstraseliiler vezikiillerdir. Eksozomlar, kanser tanisi,
evrelemesi, tedaviye yamtin izlenmesi ve tedavi igin potansiyel hedef olarak ilgi

cekmekte ve bu konuda arastirmalar gittikge artmaktadir (5,6).

Calismamizda meme kanseri tamisinda eksozomal survivin ekspresyonunun rolii

ve diger prognostik gostergelerle iligkisi arastirilmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1 Meme Kanseri

2.1.1 Epidemiyoloji

Meme kanseri kadinlarda kanser gorlen kanserlerin yaklagik %25’inin nedenidir.
Kanser nedenli 6liimlerin ise %15’inin nedenidir. Bununla birlikte mortalite agisindan 4
kat, insidens agisindan ise 10 kata kadar kuzey amerika ve avrupa gibi insidensin yiik-
sek oldugu bolgelerle asya afrika {ilkeleri gibi insidensin diigiik oldugu bolgeler arasin-
da fark bulunur (3). Gelismemis ve gelismekte olan iilkelerde insidensin diisiik olmasina
ragmen giderek artmasi bati tarzi beslenme ve yasam tarzinin bu iilkelerde yayginlas-

masina baglanabilir (4).

2.1.2 Risk Faktorleri

Meme kanseri i¢in birgok risk faktérii tanimlanmigtir. Buununla birlikte bu risk
faktorleri birgok kadin igin kiiglik veya orta derecede meme kanseri igin risk artis1 olus-
turmaktadir. Hastalarin en az yarisinda yas ve kadin olmak disinda belirlenebilir risk

faktorii bulunmamaktadir.

Meme kanseri insidensi yasla birlikte artar ve hastalarin yaklagik %85’i 50 ya-
sindan sonra tan1 alir (7). Cok gen¢ meme kanserli (<35 yas) hastalar bat: iilkelerinde
tiim hastalarin %2,7’sini olusturur (8). Asya iilkelerinde ise bu oran %10-25 arasinda

bildirilmektedir (9). Ulkemizde bu oran %17 olarak bildirilmektedir (10).

Aile 6ykiisti uzun siiredir bilinen bir risk faktoriidiir. Hastalarin yalmzca %5-
10‘unda gergek bir ailesel yatkinlik oldugu gésterilmistir. Anne veya kiz kardesinde
meme kanseri bulunmasimin meme kanseri olma riskini 1,5-3 kat arttirdi31 géstermistir.
Bununla birlikte meme kanseri olan yakin sayisi arttik¢a bu risk artmaktadir. Belirlenen

kalitsal gecen bir genetik degisiklik bulunmasa bile risk artmaktadir. Ayn1 gevresel et-



kenlere maruz kalma, benzer yasam tarzlar1 ve belirlenemeyen genetik degisikliklerin

bu duruma yol agabilecegi diistiniilmektedir.

Meme kanserine egilim yapan en 6nemli mutasyonlar BRCA1 ve BRCA2’de
goriilen mutasyonlardir. Bu mutasyonlar tiim meme kanserlerinin %5-10’una neden
olmaktadir. Otozomal dominant gecis gosteren bu mutasyonlar degisik derecelerde
penetransa sahiptir. Bu mutasyonlar1 tagiyanlarin yasam boyu meme kanseri gelisim
riski %26-85 arasinda degismektedir. Over kanseri gelisim riskleri ise BRCAI1 igin
%16-63, BRCA2 i¢in %10-27 arasinda degismektedir (11). Chen ve ark. yaptiklar: me-
ta-analizde 70 yasma kadar meme kanseri kiimiilatif riski BRCA1 tasiyicilari igin %57,

BRCA?2 tagtyicilari i¢in %40 olarak tespit etmiglerdir (12).

Meme kanseri riskini arttiran diger ailesel gegisli genetik degisiklikler tablo 1 de

Ozetlenmistir.

Tablo 2. 1. Meme kanseri riskini arttiran ailesel ge¢isli genetik degisiklikler

Meme kanseri riski =~ Mutasyon/alel

Frekansi

Yiiksek Geg¢isli Genler

BRCA1 Herdeiter meme/over | %60-85 (yasam bo-  1/400
kanseri sendromu:

(17921) ye)
bilateral/multifokal %15-40 over kanseri

meme timorti, prostat,
kolon, karaciger, ke-

mik tiimorleri




1/400

sak doku sarkomu,
santral sinir sistemi
tiimorleri,
adrenokortikal kanser,

l6semi, prostat kanseri

BRCA2 Herediter meme/over | %60-85 8 (yasam
kanseri sendromu: bo

(13q12.3) )
Erkek meme kanseri,
safra kesesi, farengial )

%15-40 over kanseri

kanser, mide,
melanom, prostat kan-
seri

TP53 Li-Fraumeni %50-89(50 yasina <1/10.000
Sendromu: kadar),

(10923.3)
Meme kanseri, yumu- | %90 yasam boyu




PTEN-

(10923.3)

Cowden Sendromu:

Meme kanseri,
hamartom, tiroid kan-
seri,oral mukoza,
endometriyal kanser,

beyin tlimorii

%25-50 (yasam

boyu)

<1/10.000

CDH1

(16q22.1)

Familyal diffiiz mide

kanseri:

Lobiiler meme kanseri,

mide kanseri

RR 6.6

<1/10.000

STK11/LKB1

(19p13.3)

Peutz-Jeghers
Sendromu: meme,
over, testis, pankreas,
serviks,
endometriyum, kolon

kanseri

%30-50 (yasam

boyu)

<1/10.000

Orta Gegcisli Genler




CHEK2

OR 2.6

1/100-200 (Baz

Li-Fraumeni sendromu
2: meme, prostat, oulasyonlarda
(22q12.1) P P Y )
kolorektal, beyin tii-
morleri, sarkomlar
BRIP1 Meme kanseri ayni RR 2.0 <1/10.000
zamanda bialelik
(17922)
mutasyonlarinda
Fanconi anemisine
neden olur
ATM Ataksi Telenjektazi: RR 2.37 1/33-333
mem. over, 16semi,
(11g22.3)
lenfoma, mide, pank-
reas, mesane kanseri
PALB2 Meme, pankreas, RR 2.3 <1/1.000
rostat kanseri: aym
(16p12) 1 ’

zamanda bialelik
mutasyonlarinda
Fanconi anemisine

neden olur




Hiskili Sendrom ve i Meme kanseri riski Mutasyon/alel

klinik durumlar
L
Frekansi

Diisiik Gegisli Genlr

FGFR2 (10g26) Meme kanseri OR 1.26 0.38

TOX3 (16q12.1) Meme kanseri OR 1.14 0.46

LSP1 (11pl15.5) Meme kanseri OR_1.06 0.-3

TGFBI (19q13.1) | Meme kanseri OR 1.07 0.68

MAP3K1 (5q11.2) | Meme kanseri OR 1.13 0.;28
it I 1

Bazi hastalarda meme kanseri gelisimi ile endojen Ostrojenler gibi kadm {ireme
hormonlariyla iligki gosterilmistir (13). Erken menars, ilk dogumun ge¢ yasta olmasi
veya hi¢ dogum yapmamak ge¢ menapoz ile meme kanseri geligim riskini arttirdig1 gos-
terilmigtir. Postmenapoze kadinlarda plazma &strojen seviyesi ile korele olan obezite ve
hormon deplasman tedaviside meme kanseri gelisim riski ile iliskilidir (14). Hormonal

risk faktorleri meme kanseri gelisiminde rolatif risk oran1 2 ve altindadr.

Gozlemsel ¢alismalar yiiksek yag igerikli diyetlerin diisiik yag icerikli diyetlere
gore artmig meme kanseri riski ile iligkili oldugunu ileri siirmiigtir. Buna karsin 8
prospektif ¢alismanin degerlendirildigi Alexander ve ark. meta-analizinde bu iliski gos-

terilememistir (15). Diyet degisikliklerinin degerlendirildigi Women’s Health Initiative
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calismasinda 48.835 kadin ¢alismaya alinmig ve diyet degisikliklerine gore randomize
edilmiglerdir. Bu ¢aligmanin 8 yillik takibinde diyet degisikligi ile meme kanseri riskin-

de bir degisiklik gosterilmemistir (16).

Benign meme hastaliklar1 proliferatif ve nonproliferatif olarak siniflandiriimak-
tadir. Non-proliferatif meme hastaliklarinda meme kanseri riski artmaz. Atipisiz
proliferatif benign meme meme hastaliklarinda ise kiiciik bir risk artigi (Risk Orani
(RR) 1.5-2) vardir. Atipili proliferatif benign meme meme hastaliklarinda risk daha faz-
ladir (RR 4-5) (17). Proliferatif meme hastaliklari kontrol grubuna gore ailesinde meme
kanseri Oykiisii olanlarda daha fazla goriilmektedir (18). Lobular karsinoma insitu
(LKIS) benin hastaliklar arasinda en yiiksek riske sahip lezyondur (RR (-10). Bu risk

sadece lezyonun oldugu meme i¢in degil her iki meme iginde artrmgtir (19).

Mamografik meme dansitesi de meme kanseri riskini tahmin etmede bir faktor-
diir. Aslinda mamografik dansiteyi olusturan doku komponenti genetik olarak belirlen-
mektedir. Mamografide>%75 meme dansitesi olanlar>%10 olanlara gore 4,7 kat risk

artig1 vardir (20).

Cevresel faktorlerde meme kanseri riskini arttirmaktadir. Iyonize radyasyona
cesitli nedenlerle (atom bombas1 sonrasi yasayanlar, sik X-ray filmi ¢ektirenler, meme
bolgesine tedavi amagh radyoterapi uygulananlar) maruz kalanlarda risk artmaktadir
(21). Meme kanseri risk geligimi ile ilgili faktorler rolatif risk arttirimina gére tablo 2 de

Ozetlenmigtir.
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Tablo 2.2 Rolatif risk arttirimina gére meme kanseri risk gelisimi ile ilgili faktorler

Rolatif risk artig1 <2

Erken menarg

Rolatif risk artig1 2-4

Rolatif risk artig1 >4

Birinci derece akrabasinda

BRCA1 veya BRCA2 mu-

meme ca tasyonu
Ge¢ menapoz
Hi¢ dogurmamak CHECK2 mutasyonu LKIS
Hormon deplasman tedavisi | Ilk dogumunu 35 yas sonras: | Atipik hiperplazi

yapmak

Alkol kullanimi

Proliferatif benign meme

hastaligi

30 yasinda 6nce radyasyona

maruz kalmak

Postmenapozal obezite

Mamografide artmis meme

dansitesi

2.1.3 Meme kanserinde tarama

Her sekiz kadindan biri yagamlarmnm bir déneminde meme kanseriyle karsilas-
maktadir (22). Meme kanseri diinya genelinde kadinlarda 6nde gelen 6liim nedenidir.
Meme kanserinde gegen yillara gore sag kalimin daha iyi oldugu gosterilmistir. Meme
kanserinde daha iyi kemoterapi ve hedefe yonelik tedavileri iceren yeni tedavi ydntem-
lerinin gelistirilmesi sag kalimin iyilestirilmesinde etkilidir. Bununla birlikte nod negatif

daha erken donem hastalarin pronozunun nod pozitiflere gére hala daha iyi oldugu gos-
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terilmistir. Meme kanseri taramalar ile daha erken evrede meme kanseri tani alabilmek-

tedir.

Meme kanseri erken tanisinda goriintiileme yontemleri, meme muayenesi ve mo-
lekiiler yontemler kullaniimaktadir. Mamografi meme kanseri tarama programlarinda en
cok kullanilan tarama yontemidir. Mamografi meme kanseri tarama programlarinda
1970’lerden itibaren kullanilmaya baslamistir. Bu tarihten sonra yapilan ¢aligmalarda
mamografinin meme kanseri iligkili mortaliteyi %30 azalttig1 gosterilmistir (23). Gii-
niimiizde mamografi rutin tarama icin birgok saghk organizasyonu tarafindan 6neril-
mektedir. Ulkemizde T.C. Saglik Bakanligi Halk Sagligi Genel Miidiirliigiine bagh
Kanser Daire Bagkanlig1 ulusal toplum tabanli tarama stratejileri ¢cer¢evesinde 40-69 yas

arasi kadnlara 2 yilda bir mamografi ¢ekimi dnermektedir.

Mamografinin taramada sagladig: bu faydalara ragmen bazi kisitliliklar: bulun-
maktadir. Mamografinin sensitivitesi %70-80 iken tarama amach kullanilan Mamogra-
finin sensitivitesi yaklasik %50°dir (24,25). Mamografi ile tespit edilen meme kanserleri
daha az saldirgan ve iyi prognozludur. Bu da Mamografi ile tespit edilen hastalar i¢in
klinik ¢aligma sonuglarinda hataya sebep olur. Daha saldirgan tiimorler tarama araliklari
disinda tespit edilebilirler (26). Hastalarda yanlis pozitif sonuclar nedeni ile yapilan
tanisal islemler ve taramanin kendisi anksiyeteye neden olabilir. Son yillarda yapilan
calismalarda %1-10 oraninda 6nemsiz ve asir1 teshise neden oldugu gosterilmigtir

(27,28).

Meme kanseri taramasinda diger bir goriintiileme yontemi MRG’dir. Meme
MRG bazi durumlarda kullanimi uygundur. Birinci derece yakininda veya kendisinde
BRCA mutasyonu tasiyanlar, meme kanseri risk modellerine gore riski %25-30 {izerin-
de olanlar. Ayrica 10-30 yaslar arasinda g6giis duvarina radyoterapi uygulanan hastalar

i¢inde kullanilabilinir. Diigiik orta riskli kadinlarda MRG ile rutin tarama 6nerilmemek-
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tedir (29). Bununla birlikte meme dansitesinin yiiksek oldugu durumlarda meme MRG

tercih edilebilir.

Meme USG o6zellikle dens memesi olanlarda tercih edilen bir tarama y6ntemidir.
USQG iyi tolere edilen, diger yontemlere gore ucuz ve hastalarin radyasyona maruz kal-
madiklar1 bir yontemdir. Meme USG ile Mamografide negatif tespit edilen 1000 kadin-
dan 1,9 ile 4,2 arasinda pozitif sonug¢ elde edilebilmektedir (30). Bununla birlikte ¢ok

sayida yanlhs pozitif sonugta gereksiz biyopsilere yol agabilmektedir (31).

2.1.4 Tam

Meme kanseri tanisinda ince iZne aspirasyon biyopsisi, tru-cut biyopsi,
insizyonel biyopsi ve eksizyonel biyopsi kullanilan yontemlerdir. Klinik muayene ile
stipheli kitle tespit edildiginde veya Mamografide anormal bulgular tespit edildiginde
hastaya mutlaka biyopsi yapilmalidir. Perkiitan biyopsi cerrahi biyopsilere gore tercih
edilmesi gereken bir yontemdir. Cerrahi biyopsi elle muayene veya goriintiileme yon-

temleri kilavuzlugunda peruktan biyopsilerin yapilamadig1 durumlarda kullanilmalidir.

Cilt punch biyopsi meme kanserinin cilt tutulumunda, paget hastahginda veya
cilt nitkslerine tani1 koymada kullamlan bir yéntemdir. [IAB 10 veya 20 mililitrelik en-
jektdr ve 23-27 gauge ignelerle yapilir. Ozellikle lezyon muayene ile ele geliyorsa tan:
koymak igin hizli bir ydntemdir. IIAB ultrason esliginde de yapilabilmektedir. Ozellikle
kisttik yapidaki kitlelerin kist iceriginin aspire edilerek tani konulmasia katkida bulu-
nur. Bununla birlikte in situ kanserle invaziv kanser ayrimiin yapilamamasi ve yanlis

negatif oraninin yitksek olmasi en 6nemli dezavantajlaridir (32).

Kalin igne biyopsisi lokal anestezi ile yapilan iglemlerdir. Vakum yardimh bi-
yopsi ile daha ¢ok doku voliimii elde edilebilir. Daha yiiksek doku voliimiiniin daha ¢ok
sayida 6rnek almadan daha 6nemli oldugu gésterilmistir (33). Hem kor biyopsi hem de

kalin igne biyopsisi goriintiileme tetkikleri yardimu ile yapilabilmektedir.
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21.5 Histopatoloji

Memenin benign hastaliklarinda proliferasyonda artig ile karakterize olanlarda
meme kanseri gelisim riski artar. Bu durumlar duktal hiperplazi, papilloma, radyal skar,
sklerozan adenozisdir. Atipi ile seyreden atipik duktal veya lobiiler hiperplazide de
riskde artis olur. Meme kisti, fibroadenomu, kolumnar degisikliklerde ise meme kanseri

riskinde artig olmaz.

Meme kanserinin ¢esitli tipleri bulunmaktadir. Invaziv duktal adenokarsinom,
invaziv meme kanserlerinin %70-80’ini olusturur. Invaziv lobiiler karsinom ise invaziv
meme kanserlerinin %8’ini olusturur. Duktal ve lobuler kanserlerin birlikte goriildiigii
mikst tip ise yaklagik %7’sini olusturur. Diger nadir goriilen tipler miisindz,
metaplastik, tiibiiler, mediiller ve papiller karsinomdur. Meme kanseri molekiiler
profillemeye gore luminal A, luminal B, HER2-zengin ve basal like alt tiplerinden

olusmaktadir.

2.1.6 Prediktif ve prognostik faktérler
Prediktif faktorler verilen tedaviye alinacak cevabin dngériilmesini, prognostik

faktorler ise tan1 aninda klinik sonuglar hakkinda tahmin yiiriitiilmesini saglar.

Prognoz bu alandaki molekiiler ¢aligmalarin yogunluguna ragmen halen temel
patoloji sonuglarina gore belirlenmektedir. Birgok ¢alismada aksiller lenf nodu tutulu-
mu, metastaz durumu ve tiimér boyutunun en 6nemli prognostik faktdrler oldugu goste-
rilmistir. Dier 6nemli patolojik prognostik faktérler hormon reseptdr durumu, histolo-

jik greyd, tiimor tipi, lenfovakiiler ve nérovaskiiler invazyondur.

Ki-67 pozitif hiicrelerin yiizdesi hastalarin prognozlari ile iligkili oldugu goste-
rilmigtir. Abubakar ve ark. ¢aligmasinda 8088 hasta degerlendirilmis Ki-67 yiizde-

si>%12 olan hastalarda prognozun daha kétii oldugu gosterilmistir (34).
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Diger bir prognostik belirteg Her-2 ekspresyonudur. C-erb B-2 (Her-2) onkogeni
185 kDa’luk bir transmembran glikoproteini kodlar. Bu glikoproteinin intraseliiler tara-
finda tirozin kinaz aktivitesi vardir. Her-2 epidermal biiyiime faktorii ailesindedir. Bu
reseptér grubu epidermal ileti yolaklarmin aktivasyonunda Onemli bir role sahiptir.
Epidermal yolaklar epitel hiicresinin biiyiimesinde ve farklilagsmasinda énemli rol oynar.
Her-2 invaziv meme kanserli hastalarin yaklasik %20’sinde over ekspresyonu vardir

(35).

2.1.7.Tedavi

Meme kanserinin tedavisini lokal ve sistemik tedaviler olarak iki kisimda ince-
lenebilir. Lokal tedaviler cerrahi ve radyoterapidir. Meme kanserinde cerrahi tedavi
primer kitleye yonelik basit mastektomi, modifiye radikal mastektomi ve
lumpektomidir. Basit mastektomi primer definitif tedavi olarak nadiren kullaniimakta-
dir. Yapilan ¢aligmalarda lumpektomi ve RT ile modifiye radikal mastektomi karsilasti-

rildiginda sag kalim agisindan fark olmadig: gosterilmistir (36).

Bekei nodiilii biyopsisi klinik olarak lenf nodu tutulumu tespit edilmediginde
veye siipheli nodlardan yapilan biyopsi negatif geldiginde uygulanmaktadir. Aksiller
lenf nodu diseksiyonu ikiden fazla bekg¢i nodiilii pozitifliginde, klinik palpabl lenf nodu
varhiginda veya lenf nodu biyopsi pozitifliginde énerilmektedir. Bekg¢i nodiilii 6rnekle-
mesinde 1-2 lenf nodu pozitifliginde aksiller lenf nodu diseksiyonunun sagkalima etkisi

gosterilmemistir (37).

Lokal tedavi olarak radyoterapi meme koruyucu cerrahi diginda 4 veya daha
fazla aksiller lenf nodu tutulumunda, tiimér ¢ap1 5 cm tizerinde ve cerrrahi sinir pozitif-
liginde dnerilmektedir. Hormon reseptor pozitif lenf nodu negatif 70 yas {izeri hastalar-

da meme koruyucu cerrahi sonrasi sag kalima etkisi g6sterilmemistir (38).
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Definitif tedavilerden sonra adjuvan sistemik tedavi plant ¢ok dnemlidir. Siste-
mik tedavinin yararint degerlendiren pek c¢ok ¢alisma yapilmistir. Hormonal tedavi,
kemoterapi ve Her-2’yi hedefleyen tedaviler ve bunlarin kombinasyonu meme kanseri

sag kaliminda anlaml bir etki yaratmaktadir (39).

Hormonal tedavi 6strojen veya progesteron reseptorii pozitif olan tiim hastalara
verilmelidir. Verilme sirasi kemoterapi veya radyoterapilerden sonradir. Her-2’yi hedef-

leyen tedavilerle kombine kullanilabilir.

Her-2’yi hedefleyen tedaviler neoadjuvan (lokal tedavi Oncesi) veya adjuvan
kullanilabilinir. Tiimér ¢ap1 0,5 cm {izeri tiimorlerde kullanilir. kemoterapi, radyoterapi
veya hormonal tedavilerle kombine kullanilabilinir. Triple negatif hastalik ER, PR ve

Her-2 negatif durumu ifade etmektedir. Bu hastalarda rekiirrens oram yiiksektir (40).

2.2 Eksozomlar

Hiicre dis1 vezikiillerin varhigini gosteren ilk ¢alisma 1946°da yapilmasina rag-
men, 1977'de De Broe, bu “membran fragmanlarinin” yayilabilir hiicrelerin her yerde
bulunan bir 6zelligi oldugunu agikladi (41). 1980'lere kadar, bu “fragmanlar”, genellik-
le, dogrudan plazma zarindan tomurcuklanan, trombosit “toz” veya hiicresel enkaz ola-
rak kabul edildi (42). Daha sonra iki bagimsiz grup, hiicre i¢i bir kdkene sahip vezikiil-
lerin bir alt tipinin varligin1 gésterdi. Endozom kaynakli vezikiilleri izole eden ilk aras-

tirmact Rose Johnstone, bunlara eksozom demeyi 6nerdi (43).

Ekstraselliiler vezikiiller (EV) ekstraselliiler araliga salgilanan biitiin membran
vezikilllerini ifade eden bir terminolojidir (44). Ektozom, dokiilen vezikiiller,
mikrovezikiiller ve mikropartikiil terimleri direkt olarak plazma membranindan kdken
alan genellikle 150-1000 nm boyutundaki vezikiilleri kapsarken, eksozom terimi daha

kii¢iik vezikiillere karsilik gelir ki bunlar intraselliiler olarak olusmus, plazma membrani
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ile flizyon yaparak ekstraselliiler araliga bosalan 30-100 nm boyutundaki multivezikiiler

cisimciklerdir (MVBs) (45).

EV’lerin salimimi Gkaryotlar ve bakteriler dahil pek ¢ok canlhida gerceklesen bir
stirectir. EV’ler konak patojen iliskilerinde, virulans faktorleri ve toksinlerin ¢evre do-

kuya saliniminda énemli rol oynar (46).

Hayvanlarda ise protein salinimi, immiinite, infeksiyonlar, sinyal yolaklari, kan-
ser gibi pek ¢ok siirecte rol oynar. Kan, idrar, tiikriik, amniyon sivisi, malign asit,
bronkoalveoler lavaj sivisi, sinovyum ve siit gibi pek ¢ok viicut sivisinda saptanirlar.
EV’lerin basta Parkinson, Alzheimar, Multiple Skleroz (MS), Amyotrofik Lateral Skle-
roz (ALS), inme, prion hastalig1 gibi nérodejeneratif hastaliklar olmak {izere pek ¢ok
patolojik durumla iligkisi arasturilmistir. Viicut sivilarinda kolay saptanmalar1 nedeniyle

hastalik biyobelirte¢ olarak da potansiyel kullanimlari ilgi ¢ekmistir (47).

2.2.1 Eksozom icerigi

Eksozom igerigi ilgili veri bankasi olusturmak amaciyla EVpedia ve
Vesiclepedia gibi veri depolar1 olusturulmustur. Vesiclepedia’da 41 farkl: tiirde 538
caligmadan olusan 92,897 protein, 27,642 Mesajct RNA (mRNA) , 4934 mikroRNA
(mRNA) ve 584 lipid kayd: bulunmaktadir (21  Eylil 2015,
http://www.microvesicles.org/). Bu icerikle ilgili calismalar her gegen giin artmaktadir.
Ocak 2019°da bu say1 341 farkli tiirde 51,254 galismadan olusan 349,988 protein,
27,646 n.qRNA, 10,520 miRNA ve 639 lipid gesidine ulasmistir (48). Buradan EV’lerin
ne kadar genis ve heterojen molekiil gruplar1 oldugu ve bu konuda yapilan ¢alismalarin

yogunlugu anlasilabilir (49).

Eksozolarin icerigine bakildiginda Tetraspaninlerden olduk¢a zengin oldugu
goriilmiistiir. Bunun yaninda sifingomyelin, kolesterol, seramid gibi lipidlerden de zen-

gindir (50).
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2.2.3 Eksozomal RNA’lar

Eksozomlar ve EV’lerin hem kisa hem uzun Ribo Niikleik Asit (RNA) zincirleri
icerdigi saptanmustir. Embriyonik ko&k hiicrelerden sekrete edilen eksozomlar
pluripotent transkripsiyon faktorlerinden olusan mRNA’lardan [Ornegin: octamer-
binding transcription factor 4 (Oct-4), Zinc finger protein 42 homolog (Zfp-42),
Homeobox protein NANOG (Nanog), Endothelial transcription factor GATA-2
(GATA2), Homeobox protein Hox-B4 (HoxB4)], sitokinlerden ve reseptorlerden zen-
gindir (51). Ilaveten, eksozomal mRNA’lar foksiyoneldir ve hedef hiicrede protein
translasyonunu gergeklestirirler (52). Boylece immiin yanit, pluripotensite, kanser, viral

infeksiyonlar, anjiogenez ve diger stireglerde rol oynarlar (53).

Eksozomal mRNA’lar yaninda miRNA’lar da fonksiyoneldir ve hedef hiicre
genlerini sessizlestirebilirler. Bu miRNA’larin da immiin yanit, viral infeksiyonlar ve
endotel hiicre gocli, prometastatik immiin yanit ve T hiicre supresyonundaki rolleri gos-
terilmigtir (54). mRNA ve miRNA’lara ilaveten viral RNA, tRNA, Y-RNA, small nu-
clear RNA, small nucleolar RNA, piwi-interacting RNA ve long non-coding RNA gibi

diger RNA tiirleri de eksozomlarda gézlenmistir (55,56).

2.2.4 Eksozomal DNA

Genomik Deoksiribo Niikleik asit (DNA) da eksozomlarda saptanmigtir.
Genomik_ DNA’nin eksozomal salini mekanizma heniiz tam olarak anlagilamamigtir
(57). Mitoz esnasinda salindig1 yoniinde bir goriis vardir. Glioblastom, kolon ve mide
kanseri gibi tiimor hiicre kiiltiirlerinden elde edilen eksozomlarda genomik DNA sap-
tanmigstir. Bu hiicrelerden salinan eksozomlardaki DNA ¢ift iplikli olup mutasyonlu ya
da amplifiye onkogenler gibi genellikle spesifik bir fraksiyonu temsil eder. Bu nedenle
eksozomal DNA’lar1 mutasyonlarin dolagimda saptanacagi biyo belirte¢ olarak kullana-

bilme olasilig1 arastirilmaktadir (58).
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2.2.5 Eksozomal proteinler

Kiitle spektrometri ile eksozom ve EV’lerin igerigi ortaya konulmaya calisil-
maktadir. Bu ¢alismalar EV/eksozom proteomunun iki énemli 6zelligini gostermistir.
[k olarak bazi proteinler hiicre tipinden bagimsiz olarak neredeyse tiim eksozomlarda
bulunurken bazi proteinler hiicre tipine 6zgiidiir. Ikinci olarak eksozomlarin protein
igerigi parental hiicrenin proteomunu tam olarak yansitmaz, bunun yerine normalde
plazma membraninda, endozomal kompartmanda ya da sitozolde bulunan spesifik pro-
teinlerin zenginlestirilmis, niikleer proteinler gibi digerlerinin de azalmis hali gibidir

(59).

Eksozomlarda sikhkla bulunan proteinler tetraspaninlerlerdir (6rnegin; CD9,
CD63, CD81 heat shock proteins (Hsp90), ve TSG101 ve ALIX gibi endosomal sorting
complex required for transport (ESCRT) komponentleri) (60). Ancak pek ¢ok ¢alisma
eksozomal proteinlerin uniform olarak dagilmadiklarina isaret etmistir. Ornegin insan
kolon kanserinde apikal ve bazolateral membranlardan salinan eksozomlar farkli protein
profillerine sahiptir (61). Bu morfolojik olarak homojen gériiniimdeki eksozomlarin bile

igeriklerinin ne kadar heterojen oldugunun bir géstergesidir.

2.2.6 Eksozomal icerigin degisimi

Hiicrelerin ekstraselliiler degisikliklere karsi eksozomlarin igeriklerini diizenle-
digine yonelik kanitlar vardir. Is1 degisimleri, hipoksi, oksidatif stres gibi durumlar
eksozomlarin protein ve genetik materyal igeriginde 6nemli degisikliklere yol agar (62).
Benzer durum viral enfeksiyonlar ve prion hastaliklarinda da gegerlidir (63). Bu goriis
dogrultusunda, intraselliiler sinyal yolaklarinin aktivasyonu ile eksozom profilinin de-
gistigi disiiniilmektedir (64). Noral kok hiicrelerin IFN-y maruziyeti sonrast EV ve

eksozom icerisindeki Statl yolagi komponentlerini mRNA ve protein seviyesinde
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upregule etmektedir. Boylece hedef hiicrelerdeki Statl yolaklar1 EV’lerdeki IFN-

y/Ifngrl kompleksi mediatérliigiinde aktive olmaktadir (65).

EV/eksozomal igerigin eksternal stimulasyona duyarli oldugunun anlasilmasi
sonrasi bu molekiiler mekanizmalar1 aydinlatmak aktif ¢alisma alanlarindan biri haline

gelmistir.

2.2.7 RNA ve protein sekresyonunun mekanizmasi
2.2.7.1 miRNA sekresyon mekanizmasi

Kosaka ve arkadaslar1 eksozomlara miRNA sekresyonunu regiile eden ilk yolak-
lar1 tanimladi (66). Seramid sfingolipidinin eksozomal miRNA sekresyonunda rol oy-
nadig1 ve bu miRNA’larin hedef hiicrede fonksiyonel olduklar1 gosterildi. Ayni zaman-
da seramid seviyelerindeki degisimin eksozomal miRNA miktarim etkiledigini de gos-
terdiler. Daha detaylandirmak gerekirse seramid biyosentezinde anahtar bir enzim olan
neutral sphingomyelinase 2 (nSMase2)’nin kimyasal inhibisyonu ile eksozomal miRNA
seviyelerinin diistiigtinii, over ekspresyonu ile arttigin1 gosterdiler. Bununla birlikte

miRNA sekresyonunu kontrol eden ana molekiiler faktérler halen belirsizdir.

Sonraki ¢alismalar eksozomlardaki miRNA profilinin parental hiicrenin
transkripsiyonel manzarasini yansitmayan sikica denetlenen bir siirecin sonucu oldugu-

nu gosterdi.

Beltri ve ark. hareketli bir niikleotid motifinin miRNA’larda mevcut oldugunu
ve T lenfoblast kokenli eksozomlardaki lokalizasyonlarini kontrol ettigini gosterdi (67).
Sekrete edilen miRNA’lar 4 niikleotidlik GGAG motifinden zengindi. Bu motifin

miRNA’larin eksozomlara gegisini modiile ettigini kanitladilar.

Squadrito ve arkadaslart BMDM mekanizmanin arastirilmasi i¢in hiicre modeli
olarak kullandilar (68). BMDM’nin IL-4 ile stimulasyonu bir grup miRNA’nmn

eksozomlarda artisina yol agti. IL-4 ile stimule edilen BMDM lerde hedef mRNA’s1
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azalan miRNA’lar eksozomlarda artty, total selliiler miRNA seviyesi ise degismedi. II-
ging olarak bu bulgular eksozomal miRNA sekresyonunun hiicrelerin miRNA: mRNA
homeostazin1 koruduklar1 bir temizleme mekanizmasi oldugu iddiasim desteklemekte-

dir.

Koppers-Lalic ve arkadaglar1 insan B hiicrelerinde bir bagka muhtemel
sekresyon mekanizmasini1 tanimlamiglardir (69). Calismalarina gore ekstraselliiler
miRNA dagilimi kismen nontemplated/sonlandirmayan nucleotide terminal additions
(NTAs) olarak bilinen nucleotidyl transferase-aracili posttranskripsiyonel modifikas-
yonlar ile regiile edilmektedir. Eksozomal miRNA’lar iiridile 3’ uglarindan zengindir.
Hiicre icindeki miRNA’lar ise adenile 3’ uglarna sahiptir. Adenin eklendikge
miRNA’lar daha ¢ok muhafaza edilmektedir. Bu ¢alisma tasiyici proteinler, RNA dii-
zenleyen enzimler gibi hiicre i¢i pek ¢ok yolagin miRNA’larin sekresyonuna nasil etki

ettikleri yoniinde yeni sorularin ortaya ¢ikmasina yol agmistir.

Melo ve arkadaglari, meme kanser hiicreleri kdkenli eksozomlarda miRNA’larin
hiicre bagimsiz maturasyonlar1 hakkinda miRNA eksozomal sekresyonu fenomeninin
kompleksitisesini daha da artiran tamamen yeni bir mekanizma tanmmlamislardir (70).
Ik olarak kanser hiicrelerinde eksozomlardaki miRNA’larin normal hiicreler kiyasla
arttigini gosterdiler. Ardindan zamanla pre-miRNA seviyelerinin matiir sekanslardaki
artiga paralel olarak azalmasiyla miRNA biyogenezinin eksozomlarda aktif oldugunu
kanitladilar. Onemli olarak miRNA biyogenezindeki bir kisim komponentler (6rnegin
Dicer, TAR RNA-binding protein 2 ve Argonaute 2) normal hiicrelerdekinin aksine
kanser eksozomlarinda aktiftir. Dicer kanser eksozomlarinin onkogenik potansiyelinde
anahtar role sahiptir. Ayn1 zamanda bu ¢alismada bulgularini kanser hastalarmin serum
eksozomlarinda vezikiillerin Dicer endoriboniiklezimn aktif formunu igerdikleri ve
Dicer’in tiimdr formasyonu igin gerekli oldugunu gostererek desteklediler. Tlging olarak

Dicer ile transmembran ¢apa proteinlerinden sialoforin (CD43) arasinda CD43’{in Di-
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cer’in transportunda ve bodylece miRNA’larin eksozomlara saliniminda rolii

olabilecegini diistindiiren bir iligki de g&sterdiler.

2.2.7.2 mRNA Sekresyon Mekanizmalan

Eksozomlar dondr hiicrelere kiyasla, miRNA’lara ek olarak, ayni zamanda
mRNA ve proteinlerin de selektif olarak zenginlesmis oldugu bulunmustur. Batagov ve
arkadaslari, eksozomca zenginlestirilmis RNAlarin, hiicresel RNA’dan daha kisa bir
yartlanma omriine sahip olma egilimi oldugunu bulmuslardir (71). Ayrica, 1458 bp'lik
lineer motiflerin RNA sekresyon fraksiyonu ile iligkili oldugunu bulmuslardir
(eksozomal vs seliiler RNA orani). Bu motiflerin higbiri ayr1 ayr1 eksozomal RNA'larin
%?24’tinden fazla bulunmamasma ragmen, sonu¢ multiple motiflerin kombinasyonun
veya bu motifler tarafindan paylasilan korunmus ikincil yapilarin kombinasyonu

RNA’larin ekzomlara hareketini diigiindiiriiyor.

Boliikbasi ve arkadaglart EV’ce-zengin RNA’nin 3°-UTR’sinde 25 nt stem-loop
sap-ilmik) formu tanimlamiglardir (72). Ayrica bu stem-loop’un miR-1289 igin bir bag-
lama bolgesi icerdigini ve stem -loop’unda 3’-UTR tagiyan RNA’larin, miRNA

overekspresyonuyla EV’ce zenginlestigini géstermislerdir.

Tiim bu ¢aligmalar kisa RNA motiflerini tantyip EV/ekzomal RNA transportunu

yoneten bir mekanizma oldugunu isaret etmektedir.

2.2.7.3 Protein Sekresyon Mekanizmasi
mRNA ve miRNA’lara ek olarak proteinlerinlerin de EV’larda selektif olarak

bulundugu yine de bu siirecin arkasindaki mekanizmanin karakteri hala bilinmemekte-
dir. Ortak goriis en az {i¢ bagimsiz mekanizma eksozomal proteinlerin olusumundan
sorumludur: lipid-aracili, tetraspanins-aracili ve ESCRT- aracth (sekil 2.1) (73). Bu
mekanizmalarin birlikte ¢ahstig1 ve farkli proteinlerin sentezi ve/veya farkl vezikiil alt

tiplerine yiiklenmesinden sorumlu oldugu diisiiniilmektedir. ESCRT kompleksinin
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multiple komponenti ubiquitin baglama aktivitesine sahip olmast protein
ubiquinasyonun eksozomal protein siralanmasinda posttranslasyonal modifikasyon ola-
bilecegini diistindiirmektedir (74). Bu hipotezi destekler nitelikte, ubiquitin protein ligaz
NEDD4 HTLV-1 gag proteini ubiquitinler yonetir. Benzer sekilde yakin zamanda bu-
lunan, post translational modifikasyon olan hnRPA2B1 ‘in sumoylasyonu miRNAya
bagh proteini hedeflemektedir (75). Bu da sumoylasyonun daha protein siralamasinda
genel bir rol oynayabilecegini diisiindiiriir. ESCRT ye ek olarak tetraspaninler eksozom
formasyonu ve eksozomal proteinlerin siralamasi siireglerinin ikisinde de yer alirlar.
Tetraspaninler integral membran protein ailesinin liyesi olup, 4 adet, eksozomlardan

zengin, transmembran domaini vardur.

ESCRT ve membran proteinlerine ilave olarak, ayni zamanda lipidler eksozom
salgilama ve yiik proteinlerinin siralamasinda rol alirlar (76). Ornegin sfingolipitleri
metabolize eden enzimlerin eksozom sekresyonu noronlar tarafindan, amyloid-B-peptid

temizlenmesi mikroglialar tarafindan modiile edelir.
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Sekil 2.1 Eksozom biyogenez ve sekresyonu (50 nolu kaynakdan alimmistir)

Bu ve tiim diger veriler lipid-regiile protein trafigi hipotezini destekler ama spe-
sifik vezikiiler siniflarin yapim ve sekresyonu ile vezikiiler igerigi modifiye edip etme-
dikleri veya eksozomlardaki spesifik proteinlerin birlesmelerine dogrudan aracihk edip

etmedikleri tam anlamiyla agikliga kavugmamigtir.

2.2.8 Eksozomlarin Normal Fizyolojideki Rolii

EV’lerin fonksiyonlarina yonelik ilk ¢alismalar, 5°niikleotidaz aktivitesine sahip
normal ve neoplastik hiicre dizelerindeki eksfoliye vezikiillerin taninmasiyla 1980’lerin
baslarinda yapilmistir (77). Daha sonra Stegmayr ve Ronquist prostat ve sperm hiicrele-
ri arasinda fonksiyonel etkilesimi saglayan prostazom adini verdikleri ve sperm
motilitesine etkili bir eksozom tanimlamislardir (78). Son yillardaki ¢aligmalar pek ¢ok
hiicre tipinin hem in vivo hem de in vitro otramda ekstraseliiler eksozom salma kapasi-

tesinde oldugunu gostermistir (79).
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B-hiicre kdkenli eksozomlarin 6zellikle insan tonsilinden elde edilen follikiiler
dendritik hiicrelerin (DCs) membranlariyla etkilesmekte olmasi in vivo aktif
sekresyonlarin1 desteklemektedir (80). DCs kaynakli eksozomlarin peptid MHC-I,
MHC-II ve T-hiicre kostimiiltator molekiilleri (CD80/B7.1 veCD86/B7.2 gibi) tasidig1
gosterilmistir (81). B hiicrelerinde oldugu gibi bu eksozomlar diger DCs, CD4 T lenfo-
sit, CD8 T lenfositlere MHC-antijen kompleksi yayilimiyla immiin yanit1 uyarabilmekte

yani aktivasyonlarmi yénetebilmektedirler (82).

Transmembran proteinlere ek olarak diger fonksiyonel molekiiller de immun
hiicre kaynakli eksozomlarda tespit edilmistir. Montecalvo ve ark. DCs maturasyon
asamasina bagli olarak DCs arasinda farkli miRNA alt gruplarinin degis tokus edebile-
cegini gostermislerdir (83). Onemli olarak, yazarlar eksozomal miRNAlarm duyarh
hiicrelerdeki hedef sekanslar1 baskilayabilme kabiliyetlerini korudugunu ve bu tahmin
edilen hedeflerin farklilagma, sitokin sentezi ve TGF sinyalini kapsayan DCs biyolojisi

icin ¢ok kritik mRNAlar oldugunu géstermislerdir.

Mittelbrunn ve ark. immun sinaps (IS) mikrogevresinde eksozomal miRNAlarin
T hiicrelerden antijen sunan hiicrelere (APC) tek yonlii tasima yaptigmi gostermiglerdir
(84). IS’lar antijen sunumu ve T hiicre aktivasyonun regiilasyonunda kritik dneme sahip
oldukg¢a 6zellesmis hiicre-hiicre kontakt alanlaridir. Bu baglamda, antijen baglanmasi IS
formasyonunu uyarir ve T hiicre MVB’in APC’lere dogru polarizasyonuyla sonuglanir.
Bunun sonucunda, eksozom sekresyonunun artmasi sonunda antijen yonetimindeki IS
formasyonu eksozomal miRNA’nin APCs’e taginmasini destekler. Dahasi, sadece IS
yapisindaki transfer edilen eksozomlar hedef APCs’de fonksiyonal olabilmektedir. Bu
konseptin kanit1 olarak T hiicre kdkenli eksozomal miR-335 duyarli APCs’de Sox4
mRNA hedefi oldugu gosterildi bu da eksozomal mi RNA’nin immun cevap regiilasyo-

nunda rolii oldugunu diisiindiirmektedir.
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BMDMs Mycobacterium tuberculosis (Mtb) veya diger mycobacterilerle enfekte
oldugunda MTB-kd&kenli glikopeptidolipitleri (GPLs) iceren eksozom salgilarlar (85).
Eksozomla iligkili GPLs, enfekte olmamis duyarh makrofajlarda TNF-a ve
CCLS5/RANTES (dogal inflamatuar aktivasyonun iki anahtar y&nlendiricisi)
sekresyonunu tesvik ederler. Bu pro-inflamatuar yanit, hedef makrofajlardaki TLR2 VE
TLR4 ile bunlarn iligki oldugu adaptér molekiil myeloid diferansiasyon primer yanit
geni (MyD88) etkilesimine baglidir. MAPK ve NF-xB bu fenomende yer alan anahtar

yollardir.

Farelere intranazal enjeksiyon ile bu enfekte BMDM koékenli eksozomlar, in
vivo TNF-a ve IL-12 tiretimini indiikleyebilirler (86). Bu sitokinlerin sekresyonu farele-
rin akcigerlerindeki hem nétrofilleri hem de makrofajlar: aktive hale getirebilirler. Fare-
lerde BMDM kokenli eksozomlar ayn1 zamanda dogal proinflamatuar yanitin diger bir
anahtar yoneticisi olan IL-1p iletimini de saglayabilir. Qu ve ark. ekstraselliiler ATP’nin
IL-1B iliskili eksozomal sekresyonu igin tetikleyici oldugunu ve P2X7R’in ATPnin bu

etkisindeki roliinii ortaya ¢ikarmislardir (86).

Ramachandra ve ark. infekte BMDM’den salinan eksozomlarin immun yanit
aktivasyonunda farkli bir mekanizmasini tanimlamiglardir (87). ATP bagimli bir siirecin
sonunda, B hiicrelerinde ve APCs’de tariflendigi gibi Mtb enfekte BMDM
eksozomlarinin da Major doku uygunluk kompleksi (MHC) II komplexi transferiyle
hedef T hiicreleri aktive edebilmektedir. Bu galigmalar birlikte ele alindiginda makrofaj
kokenli eksozomlarin antimikrobiyal immun korumada aktif bir rolii oldugu sonucuna

varilabilir.

EVs ayni zamanda sunlarin da mediatorliigiinii yapmaktadir: T lenfositlerde ve
dogal oldiiriicti (natural killer- NK) hiicrelerde immunsuppresif etki ve immun yaniti

inhibe etmek i¢in Treg ve myeloid hiicrelerin indiiksiyonu (88,89).
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Fetusa immiintolerans gelisiminde immunsupresif molekiiller tasiyan hamileler-
de plasenta kaynakli eksozomlarin rolii gosterilmistir. Eksozomlar, term dogum yapan
gebelerde erken dogum yapanlara kiyasla daha fazla bu immunsupresif molekiil tasi-
maktadir. FasL, T cell yiizey glikoproteini DC3 zeta zinciri ve JAK3 inhibisyonundan
sorumlu temel ajandir ve sonug olarak maternal sitotoksik T lenfositleri ve NK hiicrele-
rinin aktivasyonunu baskilamaktadir. Hedlund ve ark. ULBPs ve NKG2DINK
RESEP.AKT. ligandy) iligkili eksozomlarin da aym etkiyi yarattigi gostermislerdir (90).
Plasental eksozomlar ULBP1-5 tasiyarak ve NK CD8+ and y6 T lenfositlerde NKG2D
reseptdr down regiilasyonunu indiikleyerek in vitro olarak sitotoksik aktivitelerini

inhibe ederler.

Eksosomlar ayni zamanda immun sistem igin stimiilandir. Bu 6zellik donér ve
hedef hiicrelerin karakteri gibi pek ¢ok seye baghdir. Bu ikilem ayni zamanda epitelde
de goriiliir. Van Niel ve ark. insan intestinal epitelini kullanarak, bu hiicrelerin antijen
sunumuna katilan MHC-I ve MHC-II gibi aksesuar molekiilleri igeren eksozom salinimi
yaptiginy; INF-g tedavisi sonrasi eksozom sekresyonun daha arttigini g6stermislerdir

(91). Bu da bu fenomenin inflamatuar stireglerle iliskili oldugunu diisiindiirmektedir.

Prado ve ark. alerjen tolerize farelerin bronkoalveolar sivisi kaynakl
eksozomlarin alic1 farelere intranazal enjekte edildiginde sirayla tolerizasyonu uyarma
yetenegine sahip oldugunu gosterdi (92). Eksozom y6netiminden sonra, yazarlar tedavi
edilen farelerde paralel TGF beta artis1 ile Th2 benzeri sitokinlerinin azalmasi ile birlik-
te spesifik IgE ve IgG1 antikorunun inhibisyonu gostermislerdir. Bu deneylerin nihai
sonucu tolerojenik igerik kaynakli eksozomlarin allerjen indiiklemis hava yolu
inflamasyonunu azaltma yetenegine sahip oldugunu ve aymi zamanda alerjik duyarliliga

karsi stabil korumayi indiikledigini kanitlamistir.
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Eksozomlarin ek fonksiyonu, viral enfeksiyon baglaminda rolii ile iliskisi tanim-
lanmistir. De Carvalho ve ark, CD4+ T hiicreleri kaynakli eksozomlarmn in vitro HIV-
1’1 inhibe ettigini gostermistir (93). Bu da eksozomlarin yliizey proteinlerine baglanarak
ve hedef hiicrelerle baglantisin1 Onleyerek virlis igin yem reseptor olarak

davranabilecegini diistindiirmektedir.

2.2.9 Eksozomlar ve kanser

Ekstraseliiler vezikiillerin sadece sitozol ve membran kalintisi proteinleri
tagimadig1 immiin sistem modiilasyonu, immiin sistem ve kanser hiicrelerinin etkilesi-
minde rolii oldugu gosterilmistir (94,95). Eksozomlar hiicresel proteinler de dahil olmak
tizere sinyal molekiilleri tagiyan hiicresel olmayan iletisim servisleri olarak ¢aligirlar

(96).

Eksozomlar {retilidgi hiicrelerden salindiktan sonra bitisik dokularin
ekstraseliiler ortami vasitasiyla uzaysal ve zamansal gradyanlar olusturarak,
morfogenez, biiylime, farklilasma ve yetiskin doku homeostazini diizenlemek tizere
cesitli kargo proteinleri ve genetik bilgi tasirlar. Son on yilda, eksozomlar bu essiz rolle-
ri nedeni ile diinya genelinde bilylik ilgi ¢ekmistir. Ozellikle kanser progresyonu

stirecindeki rolleri ilgi ¢ekicidir.

Eksozomlar hiicre kiiltirli ortami ve kan, plazma, serum, idrar, brons sivisi,
plevral eflizyon, eklem s1visi, g6z sivisi, beyin omurilik sivisi, anne siitii gibi saf ve tii-
kiiriik gibi birgok viicut sivisinda izole edilmigtir (97,98). Bu nedenle elde edilmeleri
kolaydir. Bu o&zellik eksozomlarin kanserin erken tamisinda kullanabilinecek bir

biyobelirteg olmasini giindeme getirmistir.

Giiniimiizde eksozomlarin karakterizasyonu agirlikli olarak ii¢ yontemle yapil-

maktadir: dogrudan goriintiileme, boyut dagilimi analizi ve eksozomal marker analizi.
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Eksozomlar -80 °C'de muhafaza edilmelidir. Ancak, ¢6ziilme ve donma bu eksozom

biitlinliigii icin kot oldugu bundan kagmilmalidir (99).

Eksozomlar ve viriisler benzer boyut, yogunluk, kompozisyonlar1 nedeni ile ya-
kin akraba olarak kabul edilir. Gliniimiizde, eksozom montaji ve salgisini kontrol eden
en iyi sinyal yollaklar: daha 6nce virlislerde benzer bir rol oynadig: kanitlanmig yolak-

lardir (100).

Intraluminal vezikiilleri olusumda rolii olan ESCRT dért kompleks halinde bu-
lunmaktadir. Intraluminal vezikiiller sonrasinda MVB’yi olusturular bu nedenle erken
donem eksozom olarak kabul edilirler. Rab Gtpaz ailesi eksozomlarin transporu ve
plazma membrani ile birlesmesinde primer regiilatdr olarak gorev yapmaktadir (101).
SNAREs iki membran arasindaki birlesmeye aracilim etmektedirler bu nedenle

eksozomlarin hiicreden saliniminda rollerinin olabilecegi 6ne stiriilmiistiir (102).

Tiimorler stroma ve malignant hiicrelerden olusur (103). Stroma iginde, tiimér
hiicrelerinin biiylime amaciyla kullandig1 besin saglayict kan damarlar1 bulunur. Bu
damarlanma, bagisiklik veya enflamatuar hiicrelerin tiimor igine girmesine ve tiimoriin
karmasikliginin artmasini saglar (104). Ayn1 zamanda stroma, protein ve lif tellerinin
olusturdugu ekstraseliiler matriksi olusturan yapisal elementleri igerir. Tiim6r mikro
cevresi (TME), ayn1 zamanda kemokin, sitokin, oksijen ve diger kimyasallar gibi
dokunun asitligini veya alkaliligini degistiren maddeler igerir. Bu TME maddelerine ek
olarak, tiimor hiicreleri ve ¢evredeki hiicreler arasindaki capraz iletigim, timor

ilerlemesine katkida bulunur (105).

Normalden iyi huyluya, iyi huyludan kétii huyluya, kétii huyludan metastatige
olan degisim hem hiicre i¢i hem de hiicre dis1 degisimler sayesinde gergeklesir (106).
Hiicre i¢i, hiicreler arasi1 ve uzak hiicre etkilesimleri; ¢ekirdek zar1 ve hiicre zarindan

biyolojik materyallerinin siirekli trafigiyle saglanir. Fakat, TME icindeki tiimor hiicresi
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iletisimlerinin 6ne ¢ikan mekanizmalarindan biri de eksozomlardir. Eksozomlar, ¢esitli
hiicre dis1 sinyallerin diizenlenmesinde 6nemli rol oynarlar. Eksozomlar hem normal
hem de patolojik hiicresel siireglerin gergeklestigi hiicre disi hiicre zar1 vezikiilleridir

(107).

Eksozom iginde veya membraninda olan bazi proteinlerin varligi, eksozomun
hiicreleraras: iletisimdeki roliine isaret edebilir. Aym1 zamanda, tiimér hiicrelerinin
klinik olarak saptamadig1, erken bir zamanda yakalanip yakalanmayacagini, daha etkili

bir tedavinin baglanip baslanamayacagiyla ilgili bir mekanizma da saglayabilirler.

TME’deki degisimlerin eksozom saliniminda bir etkisi olabilir. Artan kanitlar
eksozomlarin biyo aktivitesinin kanser tedavisinde klinik olarak uygulanabilirligini
gostermektedir. Iginden ¢iktiklari hiicre tipinden bagimsiz olarak, bu zara bagh
vezikiiller hiicre diginda korunmus ve kontrollii bir mikro g¢evre olugturmaktadir. Bu
sayede, alici hiicreden uzakta, iireten hiicrenin diginda metabolik siiregler

gergeklesebilmektedir (108).

Hendrix ve ark. matrix metalloproteinazlarinin ve heat shock proteini 90’nin
metastatik kanser hiicrelerinden eksozomal salinimmimn hiicre disi matrisi (ECM)’de
degisiklikler olusturarak ve growth factor tepkilerini degistirerek istilaci hiicre
davranigini kontrol ettigi gostermislerdir (109). Benzer olarak saglikli hiicrelerdeki
prokoagiilan eksozomlar tiimor baglangicini, istilasini ve dagilimini; hiicre disindan
pihtilasma kaskadini ve hiicre iginden coagulation-dependent growth signaling olaymi

baglatarak saglar (110).

B ve T lenfositleri, dendritik hiicreler, néronlar, bagirsak epitel hiicreleri ve
tiimor hiicrelerinin hepsi eksozom salgilar (111). Insandaki tiimér hiicrelerinin TEX
(Tumor Hiicresi Kaynakli Eksozomlar)’i salgiladigi gosterilmistir. Buna ek olarak

TEX’in tstiinde ve iginde bulunan protein igerigi hem TEX’in yapisal ve biyolojik
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roliniin hem de kaynak hiicrelerinin belirtecidir; bu da TEX ve igerigini muhtesem

biyobelirtegler veya kotii huylu durumlar: anlamak i¢in araglar haline getirir (112).

Kanser hastalarindan alman serum orneklerinde yiiksek miktarda TEX’e
rastlanmigtir ve bu igerigin tiimor ilerlemesiyle olumlu bir baglantis1 oldugu
gozlemlenmistir. Farkh kanser hiicrelerinden salgilanan TEXler farkli tiimér antijenleri
tretirler. In vitro c¢aligmalara gbre, meme kanseri hiicrelerinden salgilanan TEX
HER2’yi, bagwsak kanseri hiicrelerinden salgilanan TEX CEA’y1 ve melanoma
hiicrelerinden salgilanan TEX’ler MelanA/Mart-1 ve gpl00’li icermektedir (113).
Kanser hastalarindan alinan plasma 6rneklerinden elde edilen eksozomlar, tiimér tiiriine

gore tlimor antijenleri salgilamada benzer 6zellikler gostermiglerdir (114).

Al-Nedawi ve ark. Glioma hiicrelerinde epidermel biiyiime faktorii
reseptorlerinin onkojenik varyanti olan EGFRvIII’in glioma hiivrelerinden eksozomlar
yolu ile diger glial hiicreler tagindig1 gostermislerdir (115). Taginan bu genetik bilgi ile
EGFRUVIII’tin regiile ettigi Vaskiiler endotel bitytime faktorii (VEGF), Bel-x(L), p27
protein diizeylerinin degistigini saptamislardir.

2.3 Survivin

Survivin bir apoptoz inhibitér (IAP) protein ailesi iiyesidir. Hiicre 6liimiiniin

baskilanmasinda, mitoz diizenlemelerinde, hiicre bdliinmesinde kontrol noktalarinda ve

uygun olmayan ortamlara uyum saglamada goérev alir (116,117).

2.3.1 Survivin ve kanser

Survivin’in kanser hiicrelerindeki anormal yliksek protein ekspresyonu ve ayni
anda pek ¢ok normal dokudaki diisiik ekspresyonu, Survivin’i dnemli bir anti-kanser
hedefi haline getirir. Diger IAP proteinlerinin aksine, Survivin’in apoptotik kaskattaki
pozisyon ve rolii heniiz kesin olarak aydinlatilmamistir. Pek ¢ok IAP proteininin

agrhkh olarak sitozolik olmasmna ve kaspaz baglanma ve engellenmesinde rolleri
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olmasna karsin, Survivin ¢ekirdekte, sitozolde, mitokondride ve en giincel olarak hiicre
diginda bulunmustur (118,119). Bagisiklik sistemi devre dig1 birakilmig hayvanlardaki
mitokondriyal rolleri arasinda tiimor bilylimesi ve in vivoda tiimor hiicresi apoptozunu
ortadan kaldirmak bulunurken, hiicre dig1 formunun kanser hiicrelerine tekrar girerek

¢ogalmay, apoptoz direncini ve istilayi artirici rolii oldugu gosterilmistir (120).

Ayni zamanda Survivin’in hiicre i¢i Hsp60 ve Hsp90 proteinleri ile dogrudan
etkilesime girdigi saptanistir (121,122). Survivin’in HSP’lerle olan hem hiicre igi hem
de hiicre dis1 etkilesimi; tiimdr mikro ¢evresinde gerceklesen hiicresel stres tepkileriyle,

apopitozla ve hiicre ¢cogalmasiyla olan baglantisinin altin1 ¢izmektedir.

Survivin mRNA’s1, fetal dokularda ve insan tlimérlerinin ¢ogunda selektif
olarak ve fazla miktarda eksprese edilir, ancak nadiren normal diferansiye dokularda
bulunur [5]. Birgok ¢alismada artmis survivin ekspresyonunun ilerlemis hastalik, sik
tekrarlama, kisa siireli sag kalim ve tedaviye karsi direng ile iligkili oldugu
gosterilmistir [5,6], bu nedenle meme kanseri dahil bir¢ok tiimoriin tamisinda ve

prognozunda ideal bir tiimér belirteci olabilir [7,8].

2.3.2. Survivin ve meme kanseri

Li ve ark. evre 1-3 meme kanserli hastalarda immiinhistokimyasal yontemle
survivin ekspresyonunu arastrmiglardir (123). Bu ¢alismada niikleer survivin
ekspresyonunun sitoplazmik ekspresyona goére prognozla daha fazla iliskiki oldugunu

gostermisler ve survivinin iyi bir prognostik belirteg olabilecegini 6ne siirmiislerdir.

Hamy ve ark. neoadjuvan tedaviye yanit vermeyen hastalarda Revers-
Transkriptaz Polimeraz Zincir Reaksiyonu (RT-PCR) kullanilarak survivin
ekspresyonunu arastirmiglardir  (124). Survivin ekspresyonunun bu hastalarda
neoadjuvan tedaviye yanitsizlik ile korele oldugunu saptamiglar ve survivinin

prognostik bir belirte¢ ve bir tedavi hedefi olarak onermislerdir. Kiigiik interferans
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RNA's1 (siRNA) yiiklii kitosan manyetik nanopartikiiller ile survivin ekspresyonunun
susturuldugu hiicrelerin sitotoksik tedaviye duyarhliginmn arttigi gosterilmistir (125).

Buda survivini bir tedavi hedefi olabilecegini diistindiirtmektedir.

Meme kanseri hala kadinlarda en sik goriilen kanserdir. Kadinlarda kanser ne-
denli dliimlerinin% 14'ini olugturmaktadir. Son yillarda, meme kanseri mortaliteleri
azalmasina ragmen, insidansi hala artmaktadir (126). Meme kanseri insidensindeki bu
artisa karsin tedavideki gelismeler nedeni ile meme kanserine bagh 6liim oram
diismektedir (127). Bu nedenle erken tani kapsamli bir kanser kontrol programinin
onemli bir bileseni olmahdir.

Meme kanseri erken tamisinda saglik farkindaliginin gelistirilmesi ve diizenli
kendi kendine muayene, periyodik mamografi muayeneleri, ultrasonografi ve doku
biyopsisi kullanilmaktadir. Bununla birlikte, bunlarin hala bir¢ok dezavantajlar1 vardir.
Ornegin, kiigiik tiimérler gdzden kagabilir. Bu nedenle, tiimor aktivitesini izlemek icin
kolay, hassas, dogru ve non-invaziv bir yol bulmak acilen gerekmektedir. Meme kanseri
erken tamisinda kullanilan araglarin yetersizligi yeni tanisal metod arayigini giindeme
getirmistir (128). Bu c¢alismada meme kanserli hastalarin tanisinda eksozomal

survivinin tanisal rolii arastirilmigtir,
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3.GEREC VE YONTEM

3.1 Giris

Son yillarda eksozomlar ve diger ekstraselliiler molekiiller tarafindan tasinan
RNA ve diger molekiillerin 6nemi ilgi ¢ekmektedir. Bu molekiiller, dolasan biyolojik
molekiillerin saptanmasinda anahtar rol oynayabilirler. Bugiine kadar, RNA izolasyonu
i¢in eksozomlarin saflastiriimasma y6nelik yontemler ultrasantrifiijiin kullanilmasi ne-
deniyle zaman alict olmustur ve tutarsiz sonuglar meydana gelmistir. System
Biosciences firmasinin ExoQuick kiti ile ultrasantrifiij kullanilmadan eksozom izolas-
yonu serum, plazma veya asit sivisindan yapilabilmektedir. Elektron mikroskopi calis-
malarinda, ExoQuick ile izole edilen eksozomlarin ultrasantrifiijleme kullanilarak izole
edilen eksozomlara benzer oldugu gosterilmistir. Bu eksozomlarin ayrica birgok ¢alis-

mada fonksiyonel olarak aktif oldugu saptanmstir (129-131).

3.2 Hasta secimi ve 6rneklerin elde edilmesi

Bu aragtirma igin, Gaziantep Universitesi Tip fakiiltesi Etik kurulu’ndan,
11.01.2016 tarih ve 2016/16 nolu karartyla onay alinmig ve Helsinki Deklarasyon
Kurallari’na uygun olarak c¢aligilmistir. Caligmaya katilan tiim hastalar, ¢alisma

hakkinda bilgilendirilmis ve yazili onaylar1 alinmigtur.

Medicalpark Gaziantep Hastanesi Tibbi Onkoloji Kliniginde 2014-2017 yillari
arasinda tanisi histopatolojik olarak tanisi dogrulanmig invaziv duktal meme kanseri
tanisi ile takip edilen hastalar ve saghkl géniilliiler ¢aligmaya alindi. Hasta dosyalar:
taranarak yas, cinsiyet, rutin laboratuvar testleri gibi bilgiler retrospektif olarak elde
edildi. Yag1 18 ve altinda olan meme kanserli hastalar ve yeterli karaciger ve bdbrek
rezervi olmayan hastalar ¢alisma dig1 birakildi.

Hastalardan birinci basamak sistemik kemoterapinin baglamasindan hemen 6nce

rutin kontroller i¢in alinan kan &rneklerinden kalan kan numuneleri, prospektif olarak
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topland1. Orneklerin elde edilmesinden sonraki 1 saat iginde 1.000 rpm'de 15 dakika
boyunca santriflij edildi. Elde edilen serumlar mikrotiiplere bdliindii ve hemen -80 °C'de
donduruldu.

3.3 Eksozomlarin izolasyonu

Ik olarak -80°C’de saklanan serumlar ilk olarak buzda ¢oziildii. Hiicre ve par-
caciklarinin ¢oktiiriilmesi i¢in 3000xg’del5 dakika santrifiij yapildi. Santrifiijden sonra,
uygun hacimde supernatant steril bir tiipe aktarildi. 250 pl seruma 63 pl ExoQuick
eksozom ¢oktiirme soliisyonu eklendi. Soliisyonun seruma karigimi igin invert yapildi
ve 30 dakika +4°C’de inkubasyona birakildi. Bu agamada tiipler, soliisyonun tiipiin di-
bine ydnelmesi i¢in hareket ettirilmedi. Inkubasyon bitiminde 1500xg’de 30 dakika
santrifiij yapilir. Bu stire¢ oda sicakliginda gergeklestirildi.

Santrifiij sonunda goériinen pellet yapis1 eksozom igermektedir. Supernatant atildi
ve 1500xg’de 5 dakika santriflij ile ¢eperde kalan kisimlarda ¢oktiiriildii. Biitlin sivi
tabaka pellete zarar vermeden atildi. Bir sonraki agama i¢in 300 pul 1X PBS iginde ¢6z-
dirtildii.

3.4 Eksozomlarin membran biitiinliigiiniin bozulmasi ve Eksozomal survivin 6l-
¢iimii

Eksozom membran bitlinligii 300 pl mix tizerine 100 pl ELISA inhibitorii
icermeyen Liziz buffer (GF-1, Vivantis, Malaysia) ilave edilerek bozuldu. Standart,
2.000 pg/mL - 1.000 pg/mL — 500 pg/mL — 250 pg/mL — 125 pg/mL - 62,5 pg/mL —

31,2 pg/mL olmak lizere stok standardin seyreltilmesi ile hazirland:.

Biitlin standartlar 100 pl olarak ve bir blank uygun kuyucuklara yerlestirildi. (1-
8 kuyucuklar). Ve diger kuyucuklara 100 pl 6rnekler eklendi. Plate uistii kapatilip (Plate
sealer ile.) 37°C’de 1 saat inkubasyona birakildi. Inkubasyondan sonra plate ytkanmadan
icindeki s1v1 bosaltildi. Her bir kuyucuga 100 pl Detection Reagent A eklendi. (Hazirla-
nis1: Konsantre soliisyon olarak gelen Detection Reagent A 1:100 seyreltildi). 37°C’de 1

saat inkubasyona birakild1.
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Inkubasyondan sonra, soliisyon aspire (uzaklastirilma) edildi ve 350 pl yikama
soliisyonu ile yikama yaptlip iki dakika beklendi ve biitiin siv1 bosaltildi. Yikama islemi
toplamda 3 defa gergeklestirildi. Son yikamadan sonra kuyucuklardaki yikama soliisyo-
nu aspire(uzaklastirilma) edildi. (Yikama soliisyon hazirlanisi: 20 mL Konsantre olarak
gelen soliisyon 580 mL ddH,O ile seyreltildi) Yikamadan sonra, 100 pl Detection
Reagent B her bir kuyucuga eklendi. (Detection Reagent B, Detection Reagent A ile
aym sekilde hazirlandi.) ve 37°C’de 30 dakika inkubasyona birakildi. Yikama iglemi

daha once yapildig1 gibi toplamda 5 defa olacak sekilde gergeklestirildi.

Yikamadan sonra 90 pl Substrate soliisyonu her bir kuyucuga eklenir. Plate yeni
bir sealer ile kapatildi ve 37°C’de 15 dakika inkubasyona birakildi. Sivi igerik bu asa-
mada mavi rengini alir. Bu asamada plate’in 151k gérmemesi saglandi. Inkubasyondan
sonra, 50 pl Stop soliisyonu eklendi. Bu asamada icerik sar1 rengini alir. Sar1 renk ol-
mayan kuyucuklar i¢in plate kenarina sarsilmasi igin hafif¢e vurulur. Plate altinda her-
hangi bir parmak izi, kabarcik veya su damlast olmadigina dikkat edilerek 450 nm’de

microplate reader ile 6l¢tim yapilda.

Total 16kosit (WBC), lenfosit sayisi, nétrofil sayisi, hemoglobin (Hb), trombosit
sayist (PLT) gibi hematolojik parametreler Sysmex marka XT-1800i model cihaz ile
Oleiilmiigtiir. Hastalarin alanin aminotransferaz (ALT), aspartat aminotransferaz
(AST), laktat dehidrogenaz (LDH), kan {ire azotu (BUN) ve kreatin (CRE) gibi para-
metrelerin - konsantrasyonlarinin = §lgtimleri Roche marka Cobas C501 model

otoanalizorde ticari kitler kullanilarak yapilmistir.

CA 15-3, serum diizeyleri elektrokemiliiminesan y6ntemi ile degerlendirilmistir
(Hitachi E170 otomatik analizorii, Roche, Basel, Isvicre). CA 15-3’{in 30 U/mL altmn-

daki serum diizeyleri normal degerler olarak kabul edilmistir.
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3.5 Istatistiksel Yontem

Istatistiksel analizler SPSS for Windows 15.0 yazilimi kullamlarak yapildi.
Degiskenlerin normal dagilima uygunlugu gorsel (histiyogram ve olasilik grafikleri) ve
analittk  yontemlerle (Kolmogorov-Smirnov/Shapiro-Wilk testleri) kullanilarak
incelendi. Kolmogorov-Simirnov testinde p degerinin 0.05¢in iizerinde oldugu durumlar

normal dagilim olarak kabul edildi.

Hasta ve kontrol grubunda o&lgiilen eksozomal Survivin degerlerini normal
dagilim gostermediginden, hasta ve kontrol grubu Mann-Whitney U testi kullanilarak
kargilagtirildi. Veriler normal dagilmadiginda ikiden fazla grup karsilastirmalari igin
Kruskall-Wallis testi kullamldi. Ikiserli karsilastrmalar Mann-Whitney U testi
kullanilarak yapildi ve Bonferroni diizeltmesi kullanilarak degerlendirildi. Istatiksel

anlamlilik i¢in toplam tip-1 hata diizeyi %5 olarak kullamild1.
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4.BULGULAR

Calismaya 55°i hasta 20’si saghkli géniilli olmak {izere toplam 75 katilimci
alind1. Hasta ve kontrol grubunun tiimii kadm idi. Hastalarin ortalama yas1 53.1+10.6

(Range 28-76) idi. Hastalarin laboratuvar degerleri ortalama + standart sapma olarak

Tablo 3.1’ de gosterilmektedir.

Tablo 3.1 Hastalarin genel 6zellikleri.

Ortalama + Standart Sap- Medyan
ma
YAS (y1l) 53.1£10.6 52
BUN (mg/dL) 11.8 +5.5 11
CRE (mg/dL) 0.67+0.15 0.64
AST (U/L) 19.8+10.7 18
ALT (U/L) 20.2 +£10.2 18
LDH (U/L) 171.8+47.8 161
ALBUMIN (gr/dL) 3.8+0.4 4
WBC (10°/mm°) 8.47+2.58 8.65
NOTROFIL (10°*/mm®) 5.34+2.0 5.18
LENFOSIT (10*/mm®) 2.35+0.87 2.4
PLT (10°/mm’) 291.3+85.7 490
Hb (g/dL) 12.5+1.4 13
CA 15.3 (U/mL) 21.948.7 21




Hasta kontrol grubu arasinda eksozomal survivin diizeyileri arasinda anlamli
iligki saptand1 (p=0.047). Hasta grubunda eksozomal survivin diizeyi 2.48+6.38 ng/mL

(Range 0-40.452) iken kontrol grubunda 0.23+0.52 ng/mL (Range 0-2.4) idi (Sekil 1).

2,50

2,007

1,509

Mean SURVIVIN

1,00

0,50+

0,00 1 T
HASTA KONTROL

GRUP

Sekil 4.1. Hasta kontrol gruplari arasindaki eksozomal Survivin diizeyleri

Hastalarin 11’inde (%20) komorbid hastalik 6ykiisii vardi. En sik gériilen
hastaliklar Tip 2 Diyabetes Mellitus 2 hastada, esansiyel hipertansiyon 3 hastada, 3
hastada bu iki hastalik beraber idi. Biitiin hastalarin ECOG performans skoru 0 olarak

saptandi.

Hastalarda en sik kullanilan tanisal yontem olarak 39 (%70) tru-cut biyopsi idi.

Insizyonel biyopsi 6 (%10.9), eksizyonel biyopsi 9, ince igne aspirasyon biyopsisi ise 1
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hastada tanisal yontem olarak kullanildig1 saptandi. Hastalarin 50°sine (% 90,9) cerrahi
uygulandi. En sik kullanilan cerrahi yontem 39 (%78) hastaya uygulanan modifiye
radikal mastektomi ve aksiller lenf nodu diseksiyonu idi. Lumpektomi 11 (22) ve
aksiller direksiyon ise bu hastalarin 10’una uygulandi. Bek¢i nodiilii 6rneklemesi

yapilan sadece bir hasta vardi.

Invaziv duktal adenokanser 52 (%94,5) hastada miisinéz mikst adenokanser 3

(%5,5) hastada goriilen alt tipler idi.

Tiimor hiicrelerinin degerlendirmesinde 3 (%S5,5) Grad I, 17 (%60) Grad II, 33
(%60) Grad III histoloji grade tespit edildi. Histolojik grade ile exoSurvuvin arasinda

istatiksel iligki saptanmadi (p=0.969).

Lenfovaskiiler invazyon (LVI) bilgisine 50 hastada ulasilabildi. Degerlendirilen
hastalarin 26’sinda (%52) LVI saptanirken 24’tinde (%48) saptanmadi. LVI ile

exoSurvuvin arasinda istatiksel iligki saptanmadi (p=0.969).

Perinéral invazyon (PNI) bilgisine 50 hastada ulasilabildi. Degerlendirilen
hastalarin 21’inde (%42) PNI saptanirken 29’unda (%58) saptanmadi. PNI ile

exoSurvuvin arasinda istatiksel iligki saptanmadi (p=0.806).

Cilt tutulumu hastalarmn 5’inde (%9,1), kas tulumu ise 2 (%3,6) hastada saptandh.
Invaziv adenokanser yaninda 9 (%164) hastada insitd kanser komponentide tespit

edildi.

Hastalar T evresine goére degerlendirildiginde hastalarin 7’si (%12,7) T1, 28’
(%50,9) T2, 15’1 (%27,3) T3, 3’1 (%5,5) T4 idi. T evresi bilgisi 2 (%3.6) hastada elde
edilemedi. T evresi ile eksozomal survivin arasinda istatiksel anlamli iligki saptanmad:

(p=0.969)
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Lenf nodu tutulumuna goére hastalar degerlendirildiginde hastalarin 13’{inde
(%23,6) .Nl, 9’unda (%16,4) N2, 6’sinda (%10,9) N3 lenf nodu tutulumu saptanirken
25’inde (%12,7) lenf nodu tutulumu saptanmadi. Lenf nodu tutulumu bilgisi 2 (%3,6)
hastada elde edilemedi. Lenf nodu tutulumu ile eksozomal survivin arasinda istatiksel

anlaml iliski saptanmadi (p=0.788)

Hastalarin 7’sinde (%12,7) metastaz saptanirken 48’inde (%87,3) metastaz
saptanmadi. Hastalarin 3’tinde yalnizca kemik metastazi, 2’sinde akciger ve kemik
metastazi, birinde karaciger ve kemik metastazi, bir hastada yalmizca karaciger
metastazi saptandi. Hastaliin metastaz yapmasi ile eksozomal survivin arasinda

istatiksel anlaml iliski saptanmadi (p=0.242).

Hastalar hastalik evresine gore degerlendirildiginde hastalarin 5’1 (%9,1) evre 1,
26°s1 (%47,3) evre 2, 17’si (%30,9) evre 3, 7°si (%9,1) evre 4 idi. Hastaligin evresi ile

exoSurvuvin arasinda istatiksel anlaml iligki saptanmadi (p=0.175).

Hastalarin 40’1inda (%72,7) Ostrojen reseptérii pozitif, 15’inde (%27,3) negatif
idi. Ostrojen reseptor durumu ile exoSurvuvin arasinda istatiksel anlamli iligki
saptanmadi1 (p=0.546). Hastalarin 37’sinda (%72,7) progesteron reseptdrii pozitif,
18’inde (%27,3) negatif idi. Progesteron reseptor durumu ile exoSurvuvin arasinda

istatiksel anlaml iligki saptanmadi (p=0.246).

Hastalarin 26°’s1 premenapozal, 28’i postmenopozal dénemde idi. Menopoz

durumu ile eksozomal survivin arasinda istatiksel anlamh iliski saptanmadi (p=0.727).

Her-2 reseptorii Fluoresan in situ hibridizasyon (FISH) ve immiinhistokimyal
birlikte degerlendirildiginde 18 (%32,7) hastada pozitif, 37 (%67,3) hastada negatif
olarak degerlendirildi. Her-2 ile eksozomal survivin arasinda istatiksel anlaml iligki

saptanmadi (p=0.695).
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Hastalarin aldigi kemoterapi bilgisine 54 hastada ulasilabildi. Bu hastalarin
52’sine kemoterapi uygulandi. Hastalarm 43’0 (%82,7) adjuvan, 2’si (%3,8)
neoadjuvan, 7’si (%13,5) palyatif amagli kemoterapi aldi. En sik kullanilan tedavi
rejimi 39 (%75) hastada kullanilan 4 kiir doksorubisin siklofosfamid kombinasyonu

sonrasi haftalik paklitaksel kombinasyon kemoterapisi idi.

Hastalarin ortalama takip siireleri 34.4+8.7 (Range 13.6-48.2) ay idi. Sagkalim
analizinde medyan sagkalima ulasilamadi. Hastalarin ortalama sagkalimlar1 44.9+1.16

(%95 Giivenirlik Aralig1 42.6-47.2) ay olarak tespit edildi (Sekil 2).
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5. TARTISMA ve SONUC

Calismamizda meme kanserinin ¢esitli evrelerindeki hastalarda eksozomal
survivin diizeyinin saglikli goniillillerden olusan kontrol grubundan daha yiiksek
oldugunu saptadik. Survivin’in kanserli dokulardaki yiiksek protein ekspresyonu ve pek
cok normal dokudaki diisitk eksprese olmasi Survivin’i 6énemli bir antikanser hedefi
haline getirir. Diger IAP proteinlerinin aksine, Survivin’in apoptotik kaskattaki
pozisyon ve rolii heniiz kesin olarak aydmlatilmamistir. Pek ¢ok IAP proteininin
agirlikh olarak sitozolik olmasina ve kaspaz baglanma ve engellenmesinde rolleri
olmasma karsm, Survivin cekirdekte, sitozolde, mitokondride ve hiicre diginda

bulunmustur (132,133).

Survivinin hiicre i¢i formun mitokondri ile iligkili rolii oldugu ayni zamanda
Hsp60 ve Hsp90 ile iletisimi oldugu gosterilmistic (134-136). HSP'ler protein
katlanmasinin kararhilig1 i¢in gereklidir. Coklu protein kompleksi olusumu, organel i¢i
protein gelgiti ve protein yikiminda rolleri vardir. HSP’lerin kanser geligimi ve
sitoproteksiyonda roli olduguna dair kamit bulunmugtur (137). Bunlara ek olarak yeni
yapilan arastirmalar timor hiicrelerinin HSP’leri yiizeylerinde bulundurdugunu ve hatta

salgiladiklarin1 gostermistir (138).

Survivinin hiicre dis1 formunun kanser hiicrelerine tekrar girerek ¢ogalmayi,
apotoza kars1 direnci ve invazyon yetenegini arttirdigi gésterilmistir (139). Hem hiicre
ic1 hem de hiicre dig1 Survivin’in HSP’lerle olan hem etkilesimi; tiimor mikrogevresinde
gergeklesen hiicresel stres yaniti, apoptozla ve hiicre gogalmasiyla olan baglantismin
Onemini gosterir. Son yillarda giderek artan eksozom ¢alismalari, bagisiklik yanitini
ve/veya apoptozu baglatmada 6nem tagiyan molekiillerin de dahil oldugu, eksozomlarla

baglantili pek ¢ok protein oldugunu ortaya ¢ikarmistir (140,141).
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Collin ve ark. Evre 1-3 me kanserli hastalarda survivin ekspresyonunu
immtihistkimyasal yontemle arastirmislardir (142). ER pozitif ve tamoksifen kullanan
grupta %43 niikleer survvin pozitifligi, %52 sitoplazmik survivin pozitifligi
saptamiglardir. ER negatif ve tamoksifen kullanmayan grupta %40 niikleer survvin
pozitifligi, %52 sitoplazmik survivin pozitifligi tespit etmislerdir. Survivin ekspresyonu

ile prognoz arasinda iliski gosterememiglerdir.

Gtinald1 ve ark. meme kanserli hastalarin %49,3’{inii olustaran bir kanser hastasi
populasyonunda hastalarn serum &rneklerinden ELISA yontemi ile &lgiilen survivin
diizeylerini saglikli kontrol ile karsilagtirmiglardir (143). Calismalarinda 120.8 pg/ml

tizerindeki degerlerin 4.198 kat artmig kanser riski ile iliskili oldugunu gostermislerdir.

Survivin ekspresyonu prekanser6éz lezyonlarda da arastirilmistir. Chade ve ark.
yiiksek gradli Duktal Karsinoma In Situ (DCIS) lezyonlarinda diisiik gradli DCIS
lezyolarina gére daha ¢ok survvin ekspresyonunu gostermiglerdir (144). Bu ¢alismada

immiihistokimyasal yontem kullanilmigtir.

Adamkov ve ark. meme fibroadenom ve invaziv adenokarsinom hastalarinda
immiinhistokimyasal yontemle survivin ekspresyonunu arastrmiglardir (145). Bu
calismada karsinom hastalarinda %69,9 ve fibroadenom hastalarinda %60,5 survivin
ekspresyonu saptamiglardir. Grad arttik¢a survivinin niikleer birikiminin arttigmi
gostermislerdir. Burdan yola ¢ikarak survivinin niikleer birikiminin proliferatif fenotiple

iliskili oldugu ve kétii prognostik bir belirte¢ oldugunu 6ne siirmiislerdir.

Khan ve ark. HeLa servikal kanser hiicre kiiltiirii kullanarak kanser hiicrelerinde
survivinin hangi yolla salindigini aragtirmiglardir (146). Survivinin Hsp70 gibi hem
eksozomlarin iginde hemde eksozomlarin iistiinde tagindiklarini1 géstermislerdir. Calig-
malarinda Survivin eksozomlarin i¢inde tiretildigini saptamiglardir. HeLa hiicrelerinde

hem bazal hem de proton 1gmiminin neden oldugu stresli ortamda Survivin salgilanma-
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sina katkida bulundugunu gostermiglerdir. Proton 1gmmiminin eksozom salgilanma ora-
ninda higbir etkisi olmamasina ragmen, 1gmnima maruz kalmis hiicrelerde eksozomal
Survivin igerigi artmig. Bununla birlikte, elde ettikleri verilerin Survivin’in hiicredisi
ortama salgilanmasinin nedeninde ortak hiicresel salg1 yolaginin bir rolii olmadigmni 6ne

stirmiiglerdir.

Kanser hiicrelerinin uzak metastazina eksozomlarin katkisi olabilir. Metastaz
primer bodlgeden tiimor hiicrelerinin ayrilmasini ve uzak organlara gé¢ ederek sekonder
lezyonlar gelistirdikleri ¢ok asamali bir siirectir. Birgok basamag i¢eren bu olayda 6n
metastatik nislerin olusumu ve bunun i¢in kemik iligi kaynakli kok hiicre alt grubunun

inditklenmesi 6nemli bir basamaktir (147-150).

Modern tedavilerin gelisimi, cerrahi, kemoterapi ve radyasyon terapisi kanser
yonetiminin temel taglar1 olmaya devam etmesine ragmen maalesef etkinlikleri
¢ogunlukla lokal kontrol ile smirhdir. Timér metastaz yapmasi durumunda, hayatta
kalma oranlar1 dramatik olarak diigmektedir. Metastatik hastalik kanser hastalarinda tiim

morbidite ve mortalitelerin %95'inden sorumludur (151-153).

Son zamanlarda yapilan arastirmalar, tiimér hiicrelerinin tiimér mikro-ortammi
olusturan birka¢ yolak vasitasi ile normal hiicreler ile ECM fonksiyonlarini
degistirdikleri gosterilmistir (154,155). Bu siiregte, biiyiime faktorleri, sitokinler,
proteinler ve birlikte bir “tlimér nisi” olusturan, tiimériin ¢ogalmasini ve difiizyonunu
kolaylastiran metabolitler gibi mediatérlerin salinimmi gorev alir. Bu arabulucular
arasinda, hiicre dist vezikiillerin, 6zellikle de eksozomlar olarak adlandirilan
nanoveziikiillerin salinmasi, yakin zamanda tiimériin nigi ve tiimér yayilmas: i¢inde

alternatif bir ¢cerceve olarak tanimlanmstir (156).

Ozellikle, tiimor hiicreleri, metastatik bir nis olusumuna elverisli bir ortam

olusturmak {izere uzaktaki hiicreleri sartlandirarak metastatik siireci hizlandirmak igin
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eksozom aracili iletisimi saptama kapasitesini gostermistir (157,158). Bu nedenlerden
dolay:, EV'ler ve ozellikle eksozomlar, kanser teshisi, evrelemesi, tedaviye yanitin
izlenmesi ve tedavi i¢in potansiyel araglar olarak ideal bir araci temsil eder (159).
EV'lerin en yenilikgi uygulamasi, evreleme amaglar1 i¢in kullanilmasi ve kanser
hastalarinda saglikli bireylere kiyasla en yiiksek EV seviyelerini dikkate alarak tedaviye
yanit1 izlemektir (160,161). Son olarak, eksozomlar ilk metastatik odaklar1 vurmak i¢in
antikanser ajanlarla yiiklenebilir, bu nedenle mevcut kemoterapi ve biyolojik terapi
protokolleri ile elde edilenden daha yiiksek bir 6zgiilliik ve etkinlik elde edilebilinir

(162-164).

Wang ve ark. meme kanseri hastalarmnin periferik kanlarindaki survivin ve
VEGF mRNA'larinin qRT-PCR 6l¢iilmesinin klinik 6nemini degerlendirmislerdir.
Sonug olarak, meme kanseri tanisi i¢in survivin'in duyarlihg1 ve dzgiilliigii % 83.72 ve
% 641, VEGF'nin duyarlihgi ve 6zgtlliigi % 93.02 ve % 88 olarak saptamislardir.
Ayrica, survivin ve VEGF mRNA seviyeleri arasinda pozitif bir korelasyon oldugunu
gostermislerdir (165). Bu ¢alismada meme kanserinde prognostik faktér oldugu bilinen
klinikopatolojik faktorlerle Survivin mRNA diizeyleri arasinda iliski saptanmamustir.
Caliymamizda da benzer sekilde eksozomal survivin diizeyi ile prognostik faktér oldugu

bilinen klinikopatolojik faktorler arasinda iligki saptanmadi.

Xu ve ark. formalinle sabitlenmis parafine gémiilmiis tiimér dokularinda
survivin . mRNA’s1 diizeylerinin bilinen klinikopatolojik faktérlerle iliskisini
incelemisler (166). Calismalarinda yiiksek Survivin mRNA diizeyinin kotii prognostik
bir faktér oldugunu gostermislerdir. Yie ve ark. meme kanserli hastalarin periferik
kanlarinda Survivin mRNA’sm1 §lgtiikleri ¢aligmalarinda kotii prognostik bir faktdr

oldugunu saptamislardir (167).
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Survivin diizeylerinin prognostik bir faktorlerle ilsikisi olmadigmi gosteren
calismalarda vardir. Giiney ve ark. nodal tutulum haricinde analiz edilen klinik
parametrelerin higbirinin, serum survivin konsantrasyonlar: ile anlamli korelasyonu
olmadigmi bildirmistir (168). Shen ChangXin ve ark. survivin mRNA ile tiimér boyutu

ve histolojik grade arasinda korelasyon bulunmadigini ortaya koymustur (169).

Goksel ve ark. adjuvan kemoterapi 6ncesi erken evre meme Kkanseri
hastalarmdan ELISA yontemi ile Survivin diizeyini degerlendirmigler (170).
Calismalarinda saglikli kontrolllerle meme kanseri hastalar arasinda fark bulamamislar.

Survivin diizeyinin yas ve diger histopatlojik parametrelerle iligkisini saptamamiglardir.

Wang ve ark. tam kandaki survivin mRNA diizeylerinin meme kanserinin erken
teshisi i¢in bir potansiyele sahip oldugunu 6ne stirmiislerdir. Wang ve ark. calismasinda
15 hastaya ELISA yontemi ile survivin bakilmig ve sadece 2 6rnekte pozitif
bulunmustur. Kullandiklar1 yontemin yani survivin mRNA’s1 lgmenin daha duyarh
odugunu 6ne slirmislerdir. Caligmamizda ise eksozomal survivin hastalarin sadece
ikisinde 6l¢iilemeyecek diizeyde idi. Bu da bizim kullandigimiz yéntemin daha dogru

oldugunu gostermektedir.

Kreger ve ark. paklitaksel uygulanan meme kanseri hiicre serisinin survivinden
zengin eksozom salgiladigmi gostermiglerdir (171). Salgilanan survivinin paklitaksele
dirence neden oldugunu saptamiglar. Meme kanseri tedavisinde kullanilan paklitaksele

kars: gelisen direngte eksozomal survivinin katkisinin olabilecegini 6ne siirmiislerdir.

Siddharth ve ark. meme kanseri hiicre kiiltiirii ¢alismalarinda meme kanseri
metastatik siirecin farkli asamalarinda survivinin rolii oldugunu gostermiglerdir (172).

Survivin delesyonu ile invazyonun inhibe oldugunu saptamislardir.

Survivin {iretimi embriyonik ve fetal gelisimde goriilir fakat tam olarak

farklilagmis dokuda goriilmez (173). Neredeyse biitiin insan kanserlerinde ekspresyonu
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gosterilmistir, bu da Survivini karsinogenez galigmalarinda gekici bir protein yapar
(174). Cahsmamuzdaki hasta ve kontrol sayisinin az olmasindan tek merkezden
yapilmis olmas: nedeni ile eksozomal survivin i¢in bir cut-of degeri belirleyemedik.
Daha ¢ok hasta ve cok merkezli yapilacak galigmalarla eksozomal survivin i¢in bir cut-
of degeri belirlenebilir. Calismamizda tam kandan elde edilen serum &reklerindeki
eksozomlardaki survivin &lgiildii. Oysaki eksozomlarin tiikriik, ter, idrar gibi viicut
swvilarinda da bulundugu bilinmektedir. Bu sivilar kan 6rneklerine gore daha az invaziv
yolla elde edilebilecek ornekleridir. Bunlarla yapilacak ¢alismalar meme kanserinin

erken tanisi i¢in hizli yontemler olabilir.

SONUC

Survivinin uygun olmayan klinikopatolojik parametrelerle olan ilgisiyle uyumlu
olarak, tiimor mikrogevresi igerisinde Survivin trafigi timoriin agresif yapiya gelmesini
tetiklemeden potansiyel olarak sorumlu olabilir; bu da tedavileri engeller veya etkilerini
minimuma indirir. Bu yiizden, Survivin karsit1 bir antibody kullamlarak yapilan tiimér

tedavisi, bagisiklik kompleksleri olusturarak Survivini hiicredisi olarak nétrleyebilir.

Meme kanseri molekiiler patogenezi ile ilgili bilgilerimiz giin gegtikge
artmaktadir. Bu yeni bilgilerin hastalarin tan1 ve tedavisinde kullanilabilmesi igin yeni
metotlar gelistirilmelidir. Hastalara erken doénemde tani koymak, hangi hastalarin
neoadjuvan veya adjuvan tedaviden fayda géreceginini belirlemek ve hasta bazinda
rekiirrens riskinin belirlenmesi bu hastalarin sag kalimin arttiracak énemli faktorlerdir.
Bu konuda eksozomal survivin ile ilgili yeni ¢ahigmalarm faydali olabileceginini

diistinliyoruz.
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7.EKLER

7.1 EK-1: GAUN Klinik Arastirmalar Etik Kurulu izin formu

GAZIANTEP UNIVERSITESI KLINIK ARASTIRMALAR ETIK Kl[’RULU KARAR FORMU

ARASTIRMANIN ACIK ADI

Meme kanseri hastalarindan elde edilen ekzosomlardaki survivin gen
ckspresyonlarimin analizi
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7.2 EK-2: Bilgilendirilmis goniillii olur formu

GAZIANTEP UNIVERSITESI TIP FAKULTESI KLINIK ARASTIRMALAR ETIK KURULU
GENETIK MATERYAL UZERINDE YAPILACAK CALISMALAR iCiN

BILGILENDIRILMIiS GONULLU OLUR FORMU

Arastirma Projesinin Adi: Meme kanseri hastalarindan elde edilen ekzosomlardaki
survivin gen ekspresyonlarmin analizi

Sorumlu Arastiricinin Adi: Dog.Dr. Hiilya Cigek

Diger Arastinicilarin Adr: Dog.Dr. Mustafa Yildirim, Uzm. Dr. Giilper Nacarkahya,
Uzm. Biyo. Fiisun Tusgiil, Uzm. Biyo. Ismail Kasoglu

Destekleyici (varsa): BAP

“Meme kanseri hastalarindan elde edilen ekzosomlardaki survivin gen
ekspresyonlarmm analizi ” isimli bir caliymada yer almak iizere davet edilmis
bulunmaktasiniz. Bu ¢aliyma, arastirma amaci ile yapilmaktadir. Cahgmaya katilma
konusunda karar vermeden once arastirmanin neden ve nasil yapildigini, sizinle ilgili
bilgilerin nasil kullanilacagini, caligmann neler igerdigini, olasi yararlarini, risklerini ve
rahatsizliklarmi bilmeniz énemlidir. Liitfen agagidaki bilgileri dikkatlice okumak i¢in
zaman aywrm ve bu bilgileri ailenizle ve/veya doktorunuzla tartisin. Calisma hakkinda
tam olarak bilgi sahibi olduktan sonra ve sorulariniz cevaplandiktan sonra eger katilmak
isterseniz sizden bu formu imzalamaniz istenecektir.

1. Genetik ¢calismanin amaci ve dayana@ nelerdir; benden baska kac kisi bu
cahsmaya katilacak?

Bu bdliimde agagidaki sorular cevaplanmalidir.

Neden ozellikle bu kisi / hasta secilmistir? Meme kanseri hastas: olmaniz
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(Ornek: Bu c¢alismaya davet edilmenizin nedeni sizde/cocugunuzda/ailenizin bir
iiyesinde. ............... hastaligi tamisi konmasi / ......... yakinmanizin  olmasidir.
Kattlmimiz  ile bu hastaligin  nedenlerini  ortaya ¢ikaracak bir aragtirma
gergeklestirilecektir.)

a. Calismanin 6nemi ve gerekliligi nelerdir?

Bu projemizde kanserin tamsina yonelik yeni bir noninvazif yontem gelistirilecek,
ayrica mevcut konvansiyonel testlere onemli dlgiide iistiinliik saglayabilecek, kanserin
molekiiler tanisini da destekleyecek ve bunlarin tedavi ile iliskilerini inceleyecek bir kit
gelistirilecektir.

b. Calismaya toplam kag kiginin katilmas: planlanmaktadir?

2. Bu genetik cahsmaya katilmah miyim?

(Bu b6liim aynen korunacaktir)

Bu ¢aligmada yer alip almamak tamamen size baglidir. Eger katilmaya karar verirseniz
bu yazili bilgilendirilmis olur formu imzalanmak icin size verilecektir. Su anda bu
formu imzalasanmiz bile istediginiz herhangi bir zamanda bir neden gdstermeksizin
calismay1 birakmakta 6zgiirsiiniiz. Boyle bir karar vermeniz durumunda tibbi bakiminiz
bu durumdan etkilenmeyecektir.

3. Genetik arastirma nasil yapilacak?

(Bu boliimde katilimcimin anlayacag sade bir dille ¢calisma protokolii agiklanmali ve
asagidaki sorular mutlaka cevaplanmalidir*)

a. ' Hangi dérnek (ler) alinacak ve nasil alinacak ?

(Ornek: Arastirmaya katilmayr kabul ederseniz kolunuzdan 1 tiip (2 ml) kan
alimacaktir.. Genellikle bir tek ornekleme yeterlidir ancak bu asamada basarisiz
olundugunda bir kez daha kan vermeniz istenebilir.)

b. Ornekte _neler _arastirilacak ? mRNA gen ekspresyon analizleri
yapilacaktir.
i Ornekler nerede calisilacak? Tibbi Biyoloji ve Tibbi Biyokimya Lab.
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(Ornek: Toplanan kanlar yurt iginde/ yurtdisinda bir laboratuvarda tetkik edilecektir.

d Genetik 6rnegin gelecekte nasil imha edilmesi planlaniyor ?

4.Tarafimdan alinan 6rnekler gelecekte de kullanilabilecek mi?

(Bu béliimde katilimcidan “Tabakalandirilmis olur” olarak isimlendirilen bir onay
alimmalidir. Asagida yazili olan béliim aynen korunarak katilimcimin asagidaki 4
secenekten birini isaretlemesi istenmelidir.)

Tarafimizdan alinan Ornegin saklanmasi ve ileride yapilacak diger calismalarda
kullanim: ancak sizin izninize tabidir. Bu Omekler uzun yillar isminiz (kimlik
bilgileriniz) korunmak ya da yok edilmek kaydi ile saklanabilir. Liitfen asagidaki
seceneklerden size uygun olan bir tanesini igaretleyiniz.

- [ Tarafimdan alinan kodlanmis* ornefin yalnizca onerilen ¢alisma igin

kullanimini onayliyorum; ileride yapilmasi olasi diger ¢aligmalar igin onay vermiyorum.

2- ] Tarafimdan alinan kodlanmig 6rnegin yalnizca 6nerilen ¢alisma igin kullanimini

onayliyorum; ileri ¢ahsmalar i¢in tekrar bilgilendirilmek ve yeni onay vermek
istiyorum.

3- ] Tarafimdan alnan kodlanmig 6rnegin, arastirma konusuyla baglantili diger

calismalarda kullanimmi  onayliyorum, ancak farkli g¢ahgmalar igin tekrar
bilgilendirilmek ve yeni onay vermek istiyorum.

4- Tarafimdan alman kodlanmig 6rnegin onerilen g¢ahsma i¢in kullanimini

onayliyorum, ve gelecekte de her tiirlii genetik ¢alismada anonim (kimligim ile
baglantisiz) olarak kullanilmasini onayliyorum.

*Kodlanmis 6rnek: Sizden alinan 6rnege bir kod numaras: verilir. Kod numarasini
yalnizca arastirici bilir ve sizin kimlik bilgilerinize yalnizca arastirici ulagabilir. Béylece
kimlik bilgileriniz gizli tutulmus olur.
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5.

Ornek:

a.

Cahsmanin riskleri nelerdir?

Kan alinmas: sirasinda olusabilecek riskler: Igne batmasina bagh olarak az bir
act duyabilirsiniz ve kolda morarma olabilir. Diisiik bir olasilik da olsa igne
batmasi sonrasinda kanamanin uzamast, veya enfeksiyon riski vardir.

Yapilacak genetik teste bagl olusabilecek riskler: Yapilan testler sizin veya
ailenizin  bir ferdinin ileriki bir zamanda bu genetik hastaliktan
etkilenebilecegini ortaya ¢ikarabilir. Bu bilginin kotiiye kullamimas: sizi
ekonomik ve sosyal yonden etkileyebilecegi gibi, boyle bir hastaliga sahip
oldugunuzu 6grenmeniz sizi psikolojik yonden de olumsuz etkileyebilir.

6. Cahsmanin yararlar nelerdir?

kanserin molekiiler tamsimi da destekleyecek ve bunlarin tedavi ile iliskilerini
inceleyecek bir kit gelistirilecektir. Sizin hastaligimzin takibi agisindan énemlidir.

7. Kisisel bilgilerim nasil kullanilacak ?

(Bu bdliim aynen korunacaktir)

Caligma doktorunuz, arastirmada yer alan diger arastiricilar ve destekleyici (varsa,

firma

adint  belirtiniz) Kkisisel bilgilerinizi, arastrmayr ve istatistiksel analizleri

yiirlitmek i¢in kullanacaktir ancak kimlik bilgileriniz gizli tutulacaktir. Size ait
bulgular Ug¢lincli kigilere, onaymiz disinda higbir sekilde agiklanmayacaktir.
Calismanin sonunda, size ait tiim sonuglar hakkinda bilgi istemeye hakkiniz oldugu
gibi boyle bir bilgiyi 6grenmeyi reddetme hakkiniz da vardir. Liitfen asagidaki
kutucuklardan size uygun olani isaretleyiniz:

1 Bu ¢alismada elde edilecek kendimle ilgili bilgileri 6grenmek istiyorum

I:l Bu ¢aligmada elde edilecek kendimle ilgili bilgileri grenmek istemiyorum.

Calisma sonuglar1 ¢aligma bitiminde tibbi literatiirde yaymnlanabilecektir ancak
kimliginiz agiklanmayacaktir.
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(Calisma igin eger gerekiyorsa asagidaki standart durumlar agiklanmalidir)

o Ornek: Kammz genetik faktorler agisindan test edilecek ve elde edilen
bilgi sizin hakkimizda bize genetik bilgi verecektir. Genetik testler, bu
arastirma ile ilgisi olmayan size ait ¢ok dzel baska bilgiler de verebilir.
Boyle bir durumda da gizlilik ilkesine bagh kalinacak ve bilgiler iiciincii
sahislara sizin onaymiz olmaksizin agiklanmayacaktir.)

8. Bu calismaya katilmamin maliyeti nedir ?

Asagidaki segeneklerden uygun olan kullanilmalidur:

a. Calismaya katilmakla parasal yiik altina girmeyeceksiniz ve size de herhangi bir
odeme yapilmayacaktir.

9. Calismanin ticari bir yonii var mdir?

(Bu bdéliim aynen korunacaktir)

Goniillillerden elde edilen bilgilerden, tibbi testler ya da tedaviler gelistirilebilmesi gibi
ticari bir fayda saglanabilir. Boyle bir durum olursa, goniilliller herhangi bir sekilde
ticari gelir temin etmeyeceklerdir.

10. Gorecegim olasi bir zarar durumunda ne yapilacak ?

e Aragtirmadan dolayr katilimcinin  gérecegi olasi bir zararda bunun
sorumlulugunun ve giderilmesi icin gerekli her tiirlii tibbi miidahalenin
yapilacagim; bu konudaki tiim harcalamalarn iistlenilecegini belirtiniz.

e Varsa sigortalanma durumundan haberdar ediniz.

11. Daha fazla bilgi, yardim ve iletisim icin kime basvurabilirim ?
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Arastirma ile ilgili bir sorununuz oldugunda ya da ¢ahsma ile ilgili ek bilgiye
gereksinim duydugunuzda asagidaki kisi ile luitfen iletisime geginiz.

ADI
GOREVI

TELEFON

(Katilimcimin/Hastarmin Beyani)

GUTF Tibbi Biyoloji Anabilim dalinda ve Tibbi Biyokimya, Dr. Hilya Cigek
tarafindan bir arastirma yapilacag: belirtilerek bu arastirma ile ilgili yukaridaki bilgiler
bana aktarildi ve ilgili metni okudum. Bu bilgilerden sonra boyle bir arastirmaya
“katilimc1” olarak davet edildim.

Aragtirmaya katilmam konusunda zorlayici bir davranigla karsilasmig degilim. Eger
katilmay1 reddedersem, bu durumun tibbi bakimima ve hekim ile olan iligkime herhangi
bir zarar getirmeyecegini de biliyorum. Projenin yiiriitiilmesi sirasinda herhangi bir
neden gostermeden arastirmadan g¢ekilebilirim. (4dncak arastirmacilart zor durumda
birakmamak icin arastirmadan ¢ekilecegimi onceden bildirmemim uygun olacaginin
bilincindeyim). Ayrica tibbi durumuma herhangi bir zarar verilmemesi kosuluyla
arastirmaci tarafindan arastirma disi1 da tutulabilirim.

Ister dogrudan, ister dolayli olsun arastrma uygulamasindan kaynaklanan nedenlerle
meydana gelebilecek herhangi bir saghik sorunumun ortaya ¢ikmasi halinde, her tiirlii
tibbi girisimin saglanacagi konusunda gerekli giivence verildi. (Bu tibbi girisimlerle
ilgili olarak parasal bir yiik altina girmeyecegim).

Aragtirma sirasinda bir saglik sorunu ile karsilastigimda; herhangi bir saatte, Dr.Hiilya
Cigek’i, GUTF Tibbi Biyokimya BD‘den arayabilecegimi biliyorum

Bana yapilan tiim agiklamalar: ayrintilariyla anlamig bulunmaktayim. Bu kosullarla séz
konusu genetik arastirmaya kendi rizamla, hi¢ bir baski ve zorlama olmaksizin,
goniilliilik icerisinde katilmay1 kabul ediyorum.

Imzali bu form kagidinin bir kopyas: bana verilecektir.
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Katihmar
Adi, soyadr:
Adres:

Tel:

Imza:

Tarih:

Katilimci ile goriisen hekim
Adi soyadi, unvani:

Adres:

Tel:

Imza:

Tarih:

AYDINLATMA ve KATILIMCININ BEYANI KESINLIKLE BiRBIiRLERININ
DEVAMI SEKLINDE OLACAKTIR. AYRI AYRI SAYFALARDA YER
ALMAYACAKTIR.
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7.3 EK-3 Ozgecmis

Mustafa Yildirim 1977 yilinda Gaziantep’de dogdu. Ilkokulu 25 Aralik flkoku-
lunda, ortaokulu Ertugrul Gazi [lkégretim okulunda, liseyi Vehbi Dingerler Fen Lise-
sinde tamamlad:. Istanbul Universitesi Cerrahpasa T1p Fakiiltesine 1994 yilinda baglad:
ve 2000 yilinda mezun oldu. I¢ hastaliklar1 uzmanlik egitimine 2002°de Cukurova Tip
Fakiiltesi [¢ Hastaliklar1 A.B.D’da basladi. *’Akut Losemilerde Gravin Ekspresyonunun
Prognostik Onemi”’ isimli tezi ile 2006 yilinda i¢ hastaliklari uzmanlik egitimini ta-
mamladi. Malatya-Arapgir Devlet Hastanesinde 2006-2008 yillar1 arasinda zorunlu dev-
let hizmeti yitkiimliiligtinii tamamladi. Antalya’da 2008 yilinda askerlik yiikiimliiliigii-
nii yerine getirdi. Antalya Egitim ve Arastrma Hastanesi Tibbi Onkoloji Kliniginde
2009 yilinda Tibbi Onkoloji yan dal egitimine basladi. <’Mide Kanserinde p53 ve Bcl-2
Ekspresyonunun Prognostik Onemi’’ isimli tezi ile 2012 yilinda Tibbi Onkoloji yan dal
egitimini tamamlad1. Batman Bolge Devlet Hastanesinde Tibbi Onkoloji zorunlu devlet
hizmeti yiikiimlulugiinii tamamladi. Medicalpark Gaziantep hastanesinde 2014 yilinda
T1bbi Onkoloji uzmant olarak géreve bagladi. Dogentlik smavini 2014 yilinda vererek I
Hastaliklar1 (Tibbi Onkoloji) alaninda Dogent {invanini aldi. Ayn1 yil Gaziantep Univer-
sitesi Saglik Bilimleri Enstitlisii Tibbi Biyokimya A.B.D.’da Biyokimya doktora egiti-

mine baslad1. Evli ve ii¢ ¢ocuk babasidir.
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