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OZET

MEME KANSERINDE 18-FDG PET/BT SONUCU iLE DOKUDAKI MiR-22, MIR-
328-3P ve MiR-140 MiKRO RNA’LARININ EKSPRESYONLARININ
KORELASYONLARININ ARASTIRILMASI

Elif Ozlem GOKCE
Canakkale Onsekiz Mart Universitesi
Lisansiistii Egitim Enstitiisii
Tibbi Sistem Biyolojisi Anabilim Dali Yiiksek Lisans Tezi
Danisman: Dog. Dr. Meliha Merve CICEKLIYURT
29.08.2022, 59

Meme kanseri kadinlarda en sik goriilen malignitedir. Kanser yayiliminda metastaz
yapmaya yol agan yolaklar arasinda kan yolu ve lenfatik sistem vardir. Cinsiyet, yaslanma,
Ostrojen, aile Oykiisii, gen mutasyonlari, sagliksiz yasam tarzi gibi meme kanserini gelisim

riskine etkisi olan faktorler vardir.

K&ti huylu hiicrelerin yiiksek glukoz gereksinimleri ve artan glukoz alimina ihtiyaci
oldugu bilinmektedir. Kolaylastirici glukoz tasiyict (GLUT) proteinleri  glukoz
metabolizmasinda glukozun hiicre zarindan taginmasinda aracilik eder. GLUTL’ in asiri

ekspresyonu yapilan ¢alismalarda zayif sagkalim ile iliskilendirilmistir.

Mikroriboniikleikasit’ler (miRNA) transkripsiyonel, translasyonel ve epigenetik
siireclerin miidahalesi yolu ile gen ekspresyonlarini diizenleyen kiiciik, kodlanmayan RNA
lardir. Calismalarda miRNA’larin onkojenik veya onkosupresor yolaklara miidahale ettigi
gosterilmistir. Yapilan ¢aligmalarda miR-22, miR-328 ve miR-140 asir1 ekspresyonu kanser
hiicresi biiytimesi ve proliferasyonu ile dogrudan iligkili olabilecegini gdsterilmistir. Yine

bu miRNA’lar GLUT1 tizerine’de etki ederler.

Glukoz analogu olan 18F-fluorodeoxyglukoz (18-FDG) pozitron emisyon
tomografisi (PET) ile kombine edilerek kanserlerin takibinde, evrelemesinde ve tespitinde
kritik bir aractir ve giiniimiizde pek ¢cok kanserde kullanilmaktadir. 18-FDG’ nin hiicre i¢ine

alinmasinda gorevli proteinler arasinda GLUT1 de vardir.



Calismamizda RNA elde edilmesi ve miRNA 6l¢iimii igin hastanin taze timor
dokusu ve es zamanli olarak normal dokusundan 6rnek alindi, RT-PCR: terstranskripsiyon
polimeraz zincir reaksiyonu ile miRNA’lar degerlendirildi. Ayrica g¢alismaya katilan

hastalarin PET/BT sonuglar1 degerlendirildi.

Kanserin evresi ile GLUTI arasinda ters oranti gosterilmistir. Ancak 18-FDG
PET/BT tutulumu ile GLUT1 kodlanmasinda etkili mikroRNA’lar arasindaki iligkiyi

gosteren calisma tarafimizca tespit edilmemistir.

Calismamizda kanserli dokularda mir-22, mir-328 ve mir-140 ekspresyonlarinin
saglikli dokulara gére downregiile gosterilmistir, ancak bu degisimin PET/BT sonuglari

korelasyon gostermemistir.

Anahtar Kelimeler: miR-22, miR-328, miR-140, Meme Kanseri, PET/BT, GLUT



ABSTRACT

INVESTIGATION OF THE CORRELATIONS OF 18FDG PET/CT RESULT AND
EXPRESSIONS OF MIR-22, MIR328-3P and MIR-140 MICRO RNA’S IN BREAST
CANCER TISSUE

Elif Ozlem GOKCE
CanakkaleOnsekiz Mart University
School of Graduate Studies
Master of Science Thesis in Medical Systems Biology
Advisor/Supervisor: Dog. Dr. Meliha Merve CICEKLIYURT
29.08.2022, 59

Breast cancer is the most common malignancy in women. Among the pathways that
lead to metastasis in cancer spread are the haematologic and the lymphatic system. There
are factors that affect the risk of developing breast cancer, such as gender, aging, estrogen,

familyhistory, gene mutations, and unhealthy lifestyle.

It is known that malignant cells need high glucose requirements and increased glucose
uptake. The facilitator glucose transporter (GLUT) proteins mediate glucose metabolism by
transporting glucose across the cell membrane. Overexpression of GLUT1 has been

associated with poor survival in studies.

Microribonucleicacids (miRNAs) ares mall, non-coding RNAs that regulate gene
expression through interference with transcriptional, translational, and epigenetic processes.
Studies haves hown that miRNAs interfere with oncogenic or oncosuppressor pathways.
Studies have shown that over expression of miR-22, miR-328 and miR-140 may be directly
related to cancer cell growth and proliferation. Again, these miRNAs also act on GLUTL.

The glucose analog, 18 F-fluorodeoxyglucose (18-FDG), combined with positron
emission tomography (PET), is a critical tool in the follow-up, staging and detection of
cancers and is used in many cancers today. Among the proteins involved in the uptake of
18-FDG into the cell is GLUTL.

In our study, samples were taken from the patient's fresh tumor tissue and

simultaneously from normal tissue for RNA extraction and miRNA measurement, and

Vi



miRNAs were evaluated by RT-PCR: reverse transcription polymerase chain reaction. In
addition, PET/CT results of the patients participating in the study were evaluated.

An inverse correlation has been shown between the stage of cancer and GLUT1.
However, we have not found a study showing the relationship between 18-FDG PET/CT

uptake and microRNAs that are effective in coding GLUT1.

In our study, miR-22, miR-328 and miR-140 expressions in cancerous tissues were
shown to be down-regulated compared to healthy tissues, but the correlation of this change
with PET/CT results could not be demonstrated.

Keywords: miR-22, miR-328, miR-140, Breast cancer, PET/CT, GLUT
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BIiRINCi BOLUM
GIRIS

1.1.Giris ve Amag¢

Meme kanseri ikinci siklikta goriilen kanser tiiriidiir. Goriilen tiim kanserlerin
yaklagik %12°lik orani ile diinya ¢apinda 1,7 milyon bireyi etkiler. Normal hiicrelerde ve
anormal sekilde artmis glukoz alimi ve kullanimi olan kanserli hiicrelerinin biiylime ve

gelismesinde glukoz metabolizmasi 6nemli role sahiptir (Li vd., 2019).

MikroRNA’lar (miRNA’lar) kiig¢iik diizenleyici RNA molekiilleridir. Boyutlari
yaklagik 18-25 niikleotid tir ve gen ekspresyonunu post transkripsyonel olarak modiile
ederler. Calismalarda miRNA’larin onkojenik (kanseri kolaylastiric1) veya supresor
(baskilayici) yolaklart modiile edebilecegi veya ekspresyonlarinin onkogenler veya timor
supresor genler tarafindan diizenlenebilecekleri gosterilmistir (Tang vd, 2012). miRNA’lar
hiicre metabolizmasina, protein iiriinleri metabolik yolaklar1 dogrudan etkileyen genlerin
ekspresyonunu diizenleyerek ya da diizenleyici olarak gorev alan enzimlerin regiilatorlerin
modiilasyonu ile dolayl1 olarak miidahil olurlar. Ornek olarak Glukoz transporter proteinleri
(GLUT) ve hexokinaz ekspresyonuna etki ederek glukoz uptake’ini (hiicreye alimin) ve
glikolizi baskilayan miRNA’lar vardir (Chen vd., 2014).

Hiicre yiizeyi glukoz transporter (tasiyici) ailesinden olan glukoz transporter 1
(GLUT1) glukozun tagmmasinda kolaylastirict fonksiyona sahiptir. GLUT1’in
overekspresyonu (fazla ifade edilmesi) gesitli malign timérlerde tanimlanmigtir, GLUT1
overekspresyonunun kotii diferansiye meme kanserinde yiiksek ¢ogalma aktivitesi, artmis
invazyon (yayilma) ve agresif davranisla iliskili oldugu gosterilmistir (Hussein vd., 2011).
GLUT]1 tizerine etkisi olan miRNA’lar arasinda miR-22 (Chen vd., 2015), miR-328 (Yi vd.,
2020) ve miR-140 (He vd., 2019) vardir. miR-22’nin overekspresyonu meme kanser
hiicrelerinin proliferasyonunu, koloni olusumunu, invazyonunu inhibe eder (baskilar) ve
apoptozu GLUTI1 aracilig1 ile indiikler, meme kanserinde GLUT1 ekspresyonu miR-22
ekspresyonu ile ters orantilidir. miR-22 diizeyleri meme kanserli dokuda, kanser olmayan
dokuya gore anlamli daha azdir (Chen vd., 2015). miR-328-3p aralarinda meme kanserinin

de bulundugu pek cok kanserde downregiiledir. GLUT1 mir-328-3p i¢in dogrudan bir



hedeftir (Yi vd., 2020). miR-140-5p dogrudan GLUT1’ hedefler, invaziv meme kanserinde
anlamli sekilde downregiiledir ve klinik evre arttikca ekspresyonu daha da azalmaktadir.

miR-140-5p meme kanserinde glikolizi baskilar (He vd., 2019).

Pozitron emisyon tomografisi (PET) ¢ekiminde radyoaktif isaretli bir glukoz analogu
olan 18F-fluorodeoxyglukoz (18-FDG) kullanilir. PET Kanser takibinde, evrelemesinde ve
tespitinde kritik bir aragtir ve giiniimiizde pek ¢ok kanserde kullanilmaktadir (Zang vd.,
2016). 18-FDG PET tiimorlerin aralarinda glukoz transporter proteinlerinin de bulundugu
metabolik enzimlerinin ekspresyonuna dayanir, GLUT1 bunlardan biridir (Chang ve
Kundranda, 2017). GLUT1’de olan bir tek niikleotid degisimi (SNP) 18-FDG PET
tutulumuna olan etkisi arastirildiginda; Xbal G>TSNP’nin 18 FDG tutulumunda artis ile
iliskili oldugu bulunmustur (Grabellus vd., 2010). Meme kanserinde 18-FDG PET’ nin X-
1511 bilgisayarli tomografi ile kullanim1 (PET/BT) ¢okga ¢alisilmistir. PET/BT mediastinal,
aksiller ve internal mammarial lenf nodlarina metastazlari tespit edebilir (Paydary vd.,
2019).

RNA elde edilmesi ve miRNA o6l¢iimii i¢cin kullanilan yontemler arasinda ayni
hastadan taze timor dokusu alinmasi ve es zamanli olarak normal doku alinmasi vardir.
Yapilan bir ¢aligmada ameliyat esnasinda ¢ikarilan kisimda tiimdrden en uzak olan alan

normal doku olarak kullanilmistir (Santasusagna vd., 2018).

18-FDG PET/BT kanser tutulumunda takipte kullanilan bir yontemdir. Bu yontem
kanserli hiicrelerin glukoz kullanimi ile ¢alisir. Kanser hiicrelerinde glukozun hiicre igine
alinmasinda 6nemli gérevi olan GLUT1 1 diizenleyen mikroRNA diizeyleri degisebilmekte.
Kanserin evresi ile GLUTI1 arasinda ters orant1 gosterilmistir. Ancak 18-FDG PET/BT
tutulumu ile GLUT1 kodlanmasinda etkili mikroRNAlar arasindaki iliskiyi gosteren calisma

tarafimizca tespit edilmemistir. Amacimiz bu iliskinin varligini gdstermektir.



IKiNCi BOLUM
KURAMSAL CERCEVE/ONCEKI CALISMALAR

2.1. Meme kanseri hakkinda genel bilgiler

Meme kanseri kadinlardaki en sik malign kanserdir (Zhang vd., 2021). Bu &liimlerin
%60’1 gelismis iilkelerde olup, tahmini sagkalim 5 yilda gelismis tlkelerde %80 iken,
gelismekte olan tilkelerde ise %40’ 1n altindadir (Coleman vd., 2008). Malign hastaliklar
arasinda meme kanserinin menopozdan sonra kadinlarda meydana gelen 6liim nedenlerinin

%23’linii olusturmaktadir (Akram vd., 2017).

Kanser yayiliminda metastaz yapmaya yol acan yolaklar arasinda kan yolu ve
lenfatik sistem vardir. Bu yolaklardan en sik etkin olan1 lenfatik sistemdir, bu nedenle lenf
nodu metastaz1 evreleme, tedavi planlanmasi ve prognoz belirlemede kritik role sahiptir
(Zhang vd., 2021). Muhtemelen basarili bir tedavi tasarlamada 6nemli bir faktor, tan1 aninda
tiimdriin boyutunu tam olarak belirlemektir. Klinisyenler arasinda en yaygin kullanilan
kanser evreleme sistemi, American joint committee on cancer (AJCC) ve uluslararasi kanser
kontrolii birligi (UICC) tarafindan benimsenen TNM sistemidir (Edge ve Compton, 2010).

Calismamizda AJCC’nin 8. siiriimii kullanildi.

2.2. Meme Kanserinde Risk Faktorleri

2.2.1.Genetik olmayan risk faktorleri

Cinsiyet, yaslanma, Ostrojen, sagliksiz bir yasam tarzi gibi bircok risk faktorii meme
kanseri gelistirme riskini artirabilir (Majeed vd., 2014). Yas, diger birgok kanserde oldugu
gibi meme kanserinde de yaygin bir risk faktoriidiir. Aslinda, yasa 6zel insidans oranlari i¢in
kabul edilen bir kodlama modeli kapsamli bir sekilde varsayilmaktadir (Armitage ve Doll,
2004). Meme kanserleri ¢ogunlukla kadinlarda goriiliir, cinsiyete gore oranlandiginda
kadinlarda vaka sayisi erkeklere gore 100 kat daha fazladir (Siegel vd., 2017). Kadinlarda

meme kanserinin yasa 6zgii dagilimini gosteren egri 50 yas civarinda Clemmesen in ¢entigi



denilen bir dalgalanma gosterir (Clemmesen, 1948). Bu dalgalanma menapoz ile
iliskilendirilir (Gleason vd., 2012).

Ostrojen

Meme kanseri riski ile endojen ve eksojen Ostrojenler iliskilidir. Yumurtalik
tarafindan menopoz oncesi kadinlarda endojen Ostrojen firetilir ve yumurtaliklarin

¢ikarilmasi meme kanseri riskini azaltabilir (Key vd., 2013).
Yaslanma

Cinsiyetle birlikte, meme kanseri insidanst yasla giicli bir sekilde iliskili
oldugundan, yaslanma meme kanseri i¢in en 6nemli risk faktorlerinden biridir (Brewer vd,
2017).

Ureme faktorleri

I1k adet déngiisiiniin erken olmas1, gec yasta gebelik ve menopoz gibi faktérler meme
kanseri riskini artirabilir. Her 1 y1llik menopozda gecikmenin meme kanseri riskini arttirdigi
fakat her yapilan dogum ve menarstaki yillik gecikmelerde meme kanserinin %5 - %10
oraninda azaldigini tespit edilmistir (Sun vd., 2017). Calismalarda dogum yasmin 20
yasindan Once ve 35 yasindan sonra olmasinin etkisine bakilmis ve her iki yas grubunda risk

artisi tespit edilmistir (Horn vd., 2013).

2.2.2.Genetik Fakorler

Meme kanserine yatkinlik genleri, BRCA1 ve BRCA2 1990'larin ortalarindan sonra
kesfedildi (Miki vd., 1994; Wooster vd., 1995). BRCA1 ve BRCAZ2 hiicre biiyiimesi, hiicre
boliinmesi ve DNA onariminda gorev alir. Bu gendeki mutasyonlar DNA hasarinin
onarilmadan birikmesine neden olur. Ailesinde meme kanseri 6ykiisii bulunan bireylerde bu

genlerdeki kalitsal mutasyonlar goriiliirken, 80 yasina kadar bu mutasyonun goriilme siklig:

fazladir (Kuchenbaecker vd., 2017).

BRCA1 ve BRCA2 genlerindeki patojenik mutasyonlar meme, yumurtalik ve
kontralateral meme kanseri (CBC) riski tasir. BRCA1 ve BRCA2 tastyicilarindaki kanser



riskleri tan1 anindaki yasa veya hastada kanserin bulundugu yere, aile dykiisiine, mutasyonun
tipine ve yerine gore degisir. Ayrica, gii¢lii aile dykiisii olan bireylerdeki artmis risk genetik
degistiricilerin veya riski etkileyen diger ailesel faktorlerin varligi ile tutarhidir. Son
zamanlarda, genis retrospektif ¢alismalarda BRCAL ve/veya BRCAZ2 tasiyicilari igin meme
kanseri riski ile iligkili birkag yaygm alelin oldugu bildirilmistir. Tek niikleotid
polimorfizmlerinin (SNP'ler) her biri kanser riski ile iligskilendirildiginde etkileri kiigiiktiir,
ancak bu aleller kombinasyon halinde bireyleri farkl risk kategorilerine ayirmada faydali
olabilir (Mavaddat vd., 2013).

Aile oyKkiisii

Meme kanseri vakalarinin yaklagik dortte biri aile dykiisii ile ilgilidir (Brewer vd.,
2017). Yakin gevresinde meme kanseri olan kadinlarda meme kanseri sik goriiliir. Yapilan
calismalarda yakin akrabalarinda meme kanseri olan kadinlarin, herhangi bir akrabast meme
kanseri olmayan kadinlara oranla hastaliga yakalanma riskinin daha yiiksek oldugunu
gostermistir. Ayrica, meme kanseri olan iki veya daha fazla birinci derece akrabasi olan

kadinlarda risk daha yiiksek olur (Brewer vd., 2017).

2.2.3. Meme Kanseri ile ilgili Genler
BRCAL ve BRCA2 Geni

BRCAL ve BRCA2 meme kanseri riski ile iliskili olan anti-onkogendir. Her ikisi de
timor baskilayict proteinleri kodlar. BRCAT eksikligi, hiicre dongiisii kontrol noktasinin
diizensizligine, anormal sentrozom duplikasyonuna, genetik kararsizliga ve muhtemelen

sonunda apoptoza yol agar (Deng, 2006; Dine ve Deng, 2013).

BRCAZ1 ekspresyonu, p130, p107 gibi "cep proteinleri” ve retinoblastoma proteini
tarafindan, transkripsiyon faktorii kodlayan bir gen olan E2F'ye bagh bir sekilde bastirilir.
BRCA geninin kendi promotérii ile etkilesimler yoluyla bu genin ekspresyonunu diizenleyen
promotor, intronlar ve terminatdr bolgeler arasinda bir dongli olusturdugu gosterilmistir
(Sun vd., 2017). BRCA2 proteini, DNA ¢ift zincir kiriklarinda rekombinasyonel onarimi
diizenler. BRCA? ile iligkili meme kanserlerinin yiiksek dereceli invaziv duktal karsinom
olma olasilig1 daha yiiksektir. Bir birey BRCA1 veya BRCA2 genlerinde zararli

mutasyonlar1 kalitsal olarak alirsa meme kanseri riski biiylik 6l¢iide artabilir. BRCA1/2



genlerindeki mutasyonlar, otozomal dominant bir sekilde kalitilir. Toplamda, kalitsal meme
kanserlerinin yaklasik %20-25'1 ve tim meme kanserlerinin %5-10'u BRCAL/2

mutasyonlarindan kaynaklanir (Balmaiia vd., 2011).
HER?2

c-erbB-2 olarak da bilinen insan epidermal biiyiime faktorii reseptorii 2, meme
kanserinde 6nemli bir onkogendir ve insan kromozomu 17'nin  (17912) uzun kolunda
bulunur. HER2 geninin ekspresyonu, esas olarak gen amplifikasyonu ve yeniden
diizenlenmesi yoluyla aktive edilir. HER2 proteini, tirozin kinaz ailesinin bir epidermal
biiylime faktori reseptoriidiir (EGFR) ve Her3 ve Her4 gibi diger ligand-bagli EGFR ailesi
tiyeleri ile heterodimerler olusturur, boylece asagi akim sinyal yollarini aktive eder (Harbeck

ve Gnant, 2017).
Epidermal Biiyiime Faktorii Reseptorii (EGFR), HER1

Insanlarda c-erbB-1 veya Her1 olarak da bilinen EGFR, kromozom 7'nin (7p12) kisa
kolunda bulunur. EGFR proteini, tirozin kinaz ailesinin bir hiicre ylizeyi glikoproteinidir ve
HER ligandlar1 olan EGF, TGF-a, amphiregulin, betacellulin ve benzerlerine baglanarak
aktive edilir. EGFR sinyal sitemi olan PI3K, Ras-Raf-MAPK ve JNK dahil olmak iizere
EGFR'nin asag1 akis sinyal yollari, hiicre proliferasyonunu, hiicre istilasini, anjiyogenezi
tesvik etmek ve hiicreleri apoptoza karsi korumak i¢in tetiklenir (Ali ve Wendt, 2017;
Appert-Collin vd., 2015).

Meme kanserinin ¢ok agresif bir alt tipi olan inflamatuar meme kanseri (IBC)
vakalarinin %30'dan fazlasinda EGFR'nin asir1 ekspresyonu, bulunur (Alanazi ve Khan,
2016; Zhang vd., 2009).

Ostrojen reseptorii (ER), progesteron reseptdrii (PR) ekspresyonu ve HER2
amplifikasyonunun yoklugu ile karakterize edilen iglii negatif meme kanseri (TNBC)

vakalarinin yarisindan fazlasinda EGFR asir1 ekspresyonu da vardir (Kim vd., 2017).
c-Myc Geni

Bu gen, kromozom 8'in (8924) uzun kolunda bulunur ve bHLH/LZ (temel Helix-
Loop-Helix Losin Fermuar) alanini igeren bir transkripsiyon faktorii olan Myc proteinini
kodlar. Genom ¢apinda tarama, tim genlerin %15'inin, esas olarak E-box konsensiisiine

(CACGTG) baglanma ve histon asetil transferazlart (HAT'ler) veya DNAmetiltransferazlari
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ise alma yoluyla Myc proteini tarafindan diizenlendigini gosterir (Green vd., 2016). MTAL,
hTERT ve PEG10 gibi Myc tarafindan diizenlenen genlerin bazilari meme kanserinin
baslamasi ve ilerlemesinde hayati roller oynar. c-Myc'nin asir1 ekspresyonu agirlikli olarak
meme karsinomlariin yiiksek dereceli, invaziv agsamasinda gézlenirken, iyi huylu dokularda

c-Myc amplifikasyonu saptanmamistir (Chen ve Olopade, 2008; Jung vd., 2017).
Ras

Ras gen ailesinde ii¢ iiye vardir: sirasiyla 11 (11pl15), 12 (12pl12) ve 1 (1p22)
kromozomunda yer alan H-ras, K-ras ve N-rasdir. Bu genler tarafindan kodlanan proteinler
son derece homologdur ve kiigiik guanozin trifosfat (GTP) baglayict protein (G proteini)
ailesine aittir (Pylayeva-Gupta vd., 2011). Nokta mutasyonlar1 yaygin olarak bu ii¢ insan
Ras geninin asir1 ekspresyonu ile iliskilidir ve cogu GTP baglanmasi i¢in kodlama alaninda
bulunan yanlis anlamli (mismatch) mutasyonlardir. Ras proteinlerinin mutasyonlari meme
kanserinde seyrek olarak (<%5) olmasina ragmen, Ras sinyal iletim yolunun anormalligi
hem iyi huylu hem de kétii huylu meme dokularinda gézlenir (Siewertsz van Reesema vd.,
2016).

H-ras, ¢ogalmay1, invazyonu tesvik etmek ve meme kanseri hiicrelerinde apoptozu
inhibe etmek i¢in B lenfoma moloney murin 16semi viriisii ekleme bolgesi-1 (BMI1) ile is
birligi yapabilir. H-ras asir1 ekspresyonu hem birincil hem de ileri meme kanseri hastalarinda
tespit edilir, bu da kotii bir prognozu gosterir (Fernandez-Medarde ve Santos, 2011; Ray ve
Ray, 2015).

2.2.4. Meme Kanserinde GLUT Genlerinin Onemi

Kot huylu  hiicrelerin - hizlandirilmis  metabolizmaya, yiiksek  glukoz
gereksinimlerine ve artan glukoz alimina sahip oldugu bilinmektedir. Glukozun memeli
hiicrelerinin plazma zar1 boyunca tasinmasi, glukoz metabolizmasi igin ilk hiz sinirlayici
adimdir ve kolaylastirict glukoz tasiyici (GLUT) proteinleri aracilik eder. Malign hiicrelerde
artan glukoz taginmasi, karakteristik bir 6zellik olan GLUT1’in asir1 ekspresyonu ile glukoz
tagiyict proteinlerin artan ve diizensiz ekspresyonu ile iliskilendirilmistir. Kiiltirlenmis

memeli hiicrelerinin onkojenik transformasyonu, GLUT1 promotdr arttiric1 elementler ile



etkilesim yoluyla glukoz tasinmasinda ve GLUT 1 ekspresyonunda hizli bir artisa neden olur.
Insan caligmalarinda, timérlerde yiiksek seviyelerde GLUT1 ekspresyonu, zayif sagkalim

ile iligkilendirilmistir (Macheda v.d., 2005).

2.3. MikroRNA

MiRNA ilk olarak Ambros ve arkadaslar1 tarafindan kesfedilmistir. Yuvarlak solucan
Caenorhabditis elegansin genetik taramasinda bir gen, lin-4, bir proteini degil, bunun yerine
22 niikleotid kiigiik bir RNA'y1 kodladig1 kesfedildi (Reinhart vd., 2000). Bunlar gelisim
eksikligine neden olan mutantlardi (Lee v.d., 1993). Ancak lin-4 yakin iliskili bir tiir
bulunamadi ve genomik bilgi ve taramanin basarisiz oldugu sadece C.elegans’a 6zgii bir
mekanizma oldugu kabul edildi. let-7 sinek ,fare ve insanda kesfedildi. 2000 yilinda C.
elegans'ta baska bir 22 niikleotid miRNA, let-7 kesfedildi (Pasquinelli vd., 2000; Reinhart
vd., 2000). Let-7'nin insanlar ve diger tiirler arasinda korundugu bulundu ve bu da 6nemli
bir biyolojik islevi oldugunu disiindiirdii (Pasquinelli vd., 2000). Lin-4 ve let-7'ye benzer
bir¢ok kiiclik diizenleyici RNA, hemen hemen tiim ¢ok hiicreli organizmalarda tanimland1
ve miRNA'lar olarak adlandirildi (Lagos-Quintana v.d., 2001). Insanlardaki miRNA’larin
birbirinin homologu oldugu anlasildi (Lee vd., 1993).

2.3.1. Genel Ozellikleri

Mikroriboniikleik asitler (miRNA'lar), ayn1 kokenli dizilerin taninmasi ve
transkripsiyonel, translasyonel veya epigenetik siireclerin miidahalesi yoluyla gen
ekspresyonunu diizenleyen kii¢iik kodlamayan RNA'lardir (Chen vd., 2019). MikroRNA'lar
(miRNA'lar), mesajct RNA'nin (MRNA) transkripsiyon sonrasi diizenlenmesinde 6nemli bir
rol oynadigi bilinen ~22 nt kiiciikk kodlamayan RNA'lardir (Ali Syeda vd., 2020).
miRNA’lar, insan genomunda mRNA’ya baz eslesmesi seklinde baglanarak,
transkripsiyonun tigte birini diizenlendigi diisiiniillmektedir (Berti vd., 2019). MikroRNA'lar
(miRNA'lar), genellikle haberci RNA’nin (MRNA) 3' UTR'sine baglanarak hedef genlerin

ekspresyonunu transkripsiyon sonrasi baskilayan, sa¢ tokasi tiirevli RNA’lardir (Ebert ve
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Sharp, 2012). miRNA'lar, mesajc1t RNA (MRNA) translasyonunu inhibe ederek veya mRNA
azalmasina tesvik ederek transkripsiyon sonrasi seviyede gen ekspresyonunu modiile etme

kabiliyetine sahiptir (Correia de Sousa vd., 2019).

Kanser, kardiyovaskiiler ve metabolik hastaliklar da dahil olmak {izere sayisiz
fizyolojik siire¢ ve patolojinin sonucu biiyiik 6l¢iide miRNA'lara dayanir (Correia de Sousa
vd., 2019).

miRNA'lar tarafindan mRNA ekspresyonunun diizenlenmesi siklikla hiicre/organa
Ozgiidiir; organizmanin stresine ve metabolik durumuna yiiksek oranda bagimli ve genellikle

miRNA ekspresyon seviyeleri ile iligkilidir (Correia de Sousa vd., 2019).

Genetik polimorfizmler, miRNA promotorlerinin metilasyonu, asimetrik miRNA
iplik se¢imi, RNA baglayici proteinler (RBP'ler) veya diger kodlayici/kodlayict olmayan
RNA'lar ile etkilesimler dahil miRNA etkisini modiile etmek i¢in ¢esitli mekanizmalar tarif

edilmistir (Correia de Sousa vd., 2019).

2.3.2. mikroRNA'nmin biyogenezi

MikroRNA'lar (miRNA'lar), genetik bilginin proteinlere dondstiiriilme hizini
sekillendirmek icin transkripsiyon sonrast gen diizenlemesine rehberlik eden kiigiik
kodlamayan RNA'lardir. Bu nedenle miRNA'lar, bitki ve hayvanlarda normal gelisim ve
fizyoloji i¢in gerekli olan gen ekspresyon modellerinin olusturulmasina katkida bulunur

(Kim vd., 2009).

miRNA’lar intron ve eksonlarda ya bagimsiz olarak miRNA genlerinden kopyalanir
ya da diger kopyalardan iretilir (Rodriguez v.d., 2004). Hem transkripsiyonel hem de

transkripsiyon sonrasi mekanizmalar miRNA biyogenezini diizenler (Siomi ve Siomi, 2010).

miRNA'lar, RNA polimeraz II tarafindan kopyalanir. RNA polimeraz Il, bagimsiz
geneomik transkiripsiyon birimlerinden protein kodlamayan genlerin intronlarindan uzun
pri-miRNA iiretilir (Rodriguez vd., 2004). miRNA genlerinin uzun birincil transkripti (pri-
miRNA), 5' ucu 7-metilguanozin (m7Gppp) ile kapatilir ve 3' ucu poliadenile edilir. Pri-



miRNA daha sonra ¢ekirdekteki RNase III enzimi Drosha tarafindan pre-miRNA'ya islenir

(Ameres ve Zamore, 2013).

Kanonik biyosentetik yolda, bir birincil miRNA (pri-miRNA) kopyalanir, ¢ift
sarmallit RNA'ya 6zgii endoriboniikleaz (DROSHA) enzimleri ve DiGeorge sendromu Kritik
bolge geni 8 (DGCRS) dahil olmak tizere bir mikroislemci kompleksi tarafindan taninir ve
boliiniir. Bir 6ncii miRNA (pre-miRNA) olusturur. Pre-miRNA, Eksportin-5 (XPO5) ile
cekirdekten sitoplazmaya aktarilir ve DICER tarafindan boliintir. Ortaya ¢ikan kiiglik RNA
dubleksi, tercihen diger zinciri g¢ikararak olgun miRNA'nin yalnizca bir sarmalini tutan
Argonaute (AGO) proteinine yiiklenir. MiRNA yiiklii AGO, GW182 (TNRC6A olarak da
bilinir) dahil olmak tizere diger kofaktorlerle birlesir ve RNA kaynakli susturma kompleksi
(RISC) olarak adlandirilan efektor kompleksi olusturur (Correia de Sousa vd., 2019).

RNase Il enzimi Drosha, pri-miRNA‘y1 keserek ~60 niikleotid kok-ilmek yapida
pre-miRNA olusturur. Drosha, pri-miRNA bir veya daha fazla pre-miRNA'y1 kesip ¢ikarir.
Boylece, pri-miRNA'lar birka¢ pre-miRNA {iretebilir. Polisistronik miRNA'lar, tek bir
promotorun birden fazla miRNA'nin birlikte ekspresyonunu siirmesine izin verir ve bazi
durumlarda, tek bir yolda hedef faktorlerin koordineli ekspresyonuna aracilik eder. Pre-
miRNA'lar daha sonra DICER enzimi ve protein kinaz R'nin protein aktivatorii (PACT) veya
Trans-aktivasyon yanitt RNA baglayici protein (TRBP) gibi ko-faktorler tarafindan daha
fazla islenmek iizere Eksportin-5 ile sitoplazmaya aktarilir (Denli vd., 2004; Gregory vd.,
2004; Lee vd., 2003).

Drosha, daha biiyiik bir kompleksin, mikroiglemcinin bir bileseni olarak hareket eder.
Bu kompleksin en az iki bigimde var oldugu goriilmektedir; islevi bilinmeyen bir ~ 600 kDa
kompleksi ve memelilerde DiGeorge sendromu kritik bolge geni 8 (DGCR8) ve diger
hayvanlarda Pasha adli Drosha ve onun dsRNA baglayici proteinini igeren daha kii¢iik bir
heterodimerdir (Han vd., 2006; Landthaler vd., 2004; Yeom vd., 2006).

Pasha'nin Drosha ile is birligi, kiigiik RNA biyogenezinde genel bir paradigmay1
tanimlar: dsRNA baglayici proteinler, isledikleri substratlar1 kisitlamak, bir substrat icin
afinitelerini artirmak veya boliinme bdolgesi dogrulugunu gelistirmek i¢in RNase III
enzimleriyle ortaktir. miRNA iireten enzimlerin ve bunlarin substratlarinin hiicre alt1

dagilimi, hayvan pri-miRNA'larinin ¢ekirdekte kirpildigini, oysa pre-miRNA'larin

10



sitoplazmasinda islendigini bilinmektedir (Lund vd., 2004; Yi vd., 2003; Zeng ve Cullen,
2004).

EXPS5, yiikiine ve ¢ekirdekteki kofaktor Ran'in GTP'ye bagh formuna is birligi i¢cinde
baglanir ve sitoplazmada RanGTP tasima reseptorleri ile pre-miRNA'lar uglarmi ve

govdesini tanir ve ¢ekirdekten sitoplazmaya geger. (Bohnsack vd., 2004; Kim vd., 2009).

Sitoplazmada, ikinci bir RNase Il enzimi olan Dicer, pre-miRNA'dan bir ~22
niikleotid miRNA-miRNA dubleksini serbest birakir (Bernstein vd., 2001).

Bazi organizmalar, farkli Dicer izotiplerinin farkli rollere sahip oldugu birden fazla

Dicer homologu igerir (Lee vd., 2004; Xie vd., 2004)

Dicer-1 pre-miRNA'lar1 pargalarken, Dicer-2 siRNA’lar1 iiretir. Drosha gibi, Dicer-
1 de tanimlanmig RNA yapilarimi tanir ve daha sonra pre-miRNA gdvdesinin tabanindan
sabit bir mesafede boliinerek ~ 22 niikleotid olgun miRNA-mMiRNA dubleksleri tiretmek
icin halkay1 keser (Pase vd., 2009).

Insanda Dicer, TRBP (TAR RNA baglayici protein; TARBP2 olarak da bilinir) ve
PACT (PRKRA) olarak da bilinen yakindan iliskili iki protein ile etkilesime girer. RNA
kaynakli susturma kompleksinin olusumuna, RISC, katkida bulunuyor (Chendrimada vd.,
2005; Haase vd., 2005).

Dicer boliinmesini takiben, ortaya ¢ikan ~ 22-nt RNA dubleksi, efektor kompleksi
RISC'yi olusturmak i¢in bir Ago proteinine yiiklenir. ~ 22-nt RNA dubleksinin bir ipligi
AGO'da olgun bir miRNA (kilavuz iplik veya miRNA) olarak kalirken diger iplik (yolcu
iplik veya miRNA) bozulur. siRNA dubleksleri {izerinde yapilan ¢alismalar, dubleksin iki
ucunun nispi termodinamik stabilitesinin, hangi ipligin se¢ilecegini belirledigini gosterir.

(Aza-Blanc vd., 2003; Khvorova vd., 2003; Schwarz vd., 2003).

Pri-miRNA'larin kirpilmasi gibi, pre-miRNA'larin 'kiibiklenmesi' de atlanabilir.
Hairpin yapis1 Dicer tarafindan taninmayacak kadar kisa ise bunun yerine, AGO2 tarafindan
olgun bir miRNA daha fazla islenmek lizere dogrudan RNA kaynakli susturma kompleksi
(RISC) yiiklenir. Cogu miRNA spesifik dsRNA baglayici proteinlerle ortak olan &zel
riboniikleaz 111 (RNase II) enzimleri tarafindan sirayla daha kisa ara iiriinlere boliinen daha
uzun, molekiil i¢i ¢ift sarmalli RNA'lardan (dsSRNA'lar; birincil pri-miRNA'lar) olarak
adlandirtlir (Kim vd., 2009).
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Olgun miRNA dubleksi nihayet bir multi-protein kompleksine yiiklenir, RNA ile
indiiklenen susturma kompleksi (RISC) ve segilen bir miRNA zinciri (-5p veya -3p),
kompleksi kendi haline yonlendiren Argonaute (AGO) proteinine baglanir (Correia de Sousa
vd., 2019).

miRNA'larin biyogenezi ve olgunlagmasi, hiicrelerin ve ¢evrelerinin fizyopatolojik
durumlarina duyarh c¢oklu hiicresel faktorlerin kontrolii altinda ¢ok daha karmasik ve siki
bir sekilde diizenlenmis siirecler gibi goriinmektedir. DNA diizeyinde, tek niikleotid
polimorfizmleri (SNP'ler) ve DNA/histonlarin klasik asetilasyon/metilasyon mekanizmalari
yoluyla transkripsiyonun epigenetik kontrolii, onlarin eylemlerini ydneten miRNA

diizenlemesinin birinci seviyesini temsil eder (Correia de Sousa vd., 2019).

MiRNA'larin biyosentezi ve olgunlagmasi, DROSHA/DGCRE/DICER ve RISC
kompleksi gibi bu siire¢lerde anahtar enzimlerle etkilesime girebilen RNA baglayici

proteinlerden (RBP'ler) de etkilenebilir (Correia de Sousa vd., 2019).

Translasyonun baskilanmasi  mRNA yikimi

DROSHA

pre-miRNA

Hicre ¢ekirdegi Sitoplazma

Sekil 1 miRNA biyogenezi (Finnegan ve Pasquinelli, 2013)
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2.3.3. Oncomir, Onkosupresormir

Calismalarda miRNA’larin  onkojenik (kanseri kolaylastirici) veya supresor
(baskilayici) yolaklart modiile edebilecegi veya ekspresyonlarinin onkogenler veya timor

supresor genler tarafindan diizenlenebilecekleri gosterilmistir (Tang vd., 2012).

Ozellikle miRNA aracili gen ekspresyon kontrolii, aglik, hipoksi, oksidatif stres ve
DNA hasar1 gibi ¢evresel streslere verilen hiicresel yanit i¢in kritiktir ve bu nedenle kanser
gibi insan hastaliklarinda rol oynar. Ger¢ekten de, sayisiz miRNA onkogenler
("oncomiR'ler" olarak anilir) veya tiimor baskilayicilar ("onkosupresor miR'ler") olarak islev
gorebilir ve miRNA ekspresyonunun diizensizligi, kanserin baslamasi, ilerlemesi ve

metastaz ile yakindan iliskilidir (Ali Syeda vd., 2020).

Normal fizyolojik kosullarda hiicre proliferasyonu, hiicre metabolizmasi ve protein
sentezi gibi hiicresel siireglerin uygun sekilde diizenlenmesini siirdiirmek i¢in miRNA'lar
gerektiginden, deregiilasyonlar1 tiimor gelisimine, ilerlemesine ve progresyonuna katkida
bulunan hiicrelerin anormal biiyiimesine ve biyosentezine yol agar. Metastaz sadece miRNA
biyogenez makinelerinin genetik ve epigenetik diizensizliklerini degil, ayn1 zamanda
miRNA'larin diizenleyici mekanizmalarini gésteren ortaya ¢ikan kanitlar, kanserde miRNA

ekspresyonunun diizenleyici mekanizmalarinin 6nemini gostermistir (Ali Syeda vd., 2020).

MIRNA genomik lokuslarinin genetik silinmesi veya amplifikasyonu ve epigenetik
metilasyonu ve birincil miRNA'nin transkripsiyon faktorii aracili diizenlemesi, kanserde

miRNA ekspresyonunun manzarasini siklikla degistirir (Ali Syeda vd., 2020).

2.3.4. miR-22

MiR-22 asir1 ekspresyonunun kanser hiicresi biiylimesi ve proliferasyonu ile
dogrudan iliskili olmayabilecegini gosterir. Biiylime baglaminin ¢ok énemli oldugu meme
kanseri hiicrelerinde asir1 eksprese edildiginde miR-22 islevselliginin ilgi ¢ekici bir alani
gozlendi. Sadece mIiR-22'yi asirt eksprese eden hiicreler ii¢ boyutlu kiiltiirlerde

biiytitiildiiglinde biliylimede bir artig gézlemledi. 3D ortamda biiyiitiilen hiicreler, daha fazla
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fizyolojik gen ekspresyon profiline ve komsu hiicrelerin reseptorleri ile daha fazla etkilesime
sahiptir. 3D kiiltiirler ayrica hiicre gogiinii ve transkripsiyonel diizenlemeyi diizenleyen
hiicre dis1 matris ile farkli etkilesimler sergiler. Bu, miR-22'nin kendi i¢inde meme
kanserinin biiylimesini tesvik etmek i¢in yeterli olmadigina isaret eder, ancak yalnizca 3D
kiiltiirlerde farkli sekilde ifade edilebilen heniiz kesfedilmemis diger yardimer faktorlerin
yardimin1 gerektirir (Vesuna vd., 2021).

Degismis ekspresyon gosteren miRNA'lar arasinda miR-22 metastatik klonlarda
asag1 regiile edilmistir. MiR-22'nin Ongodriilen hedeflerinin metastatik bdlgeye 0zgi
diferansiyel protein ekspresyonu modelini ve metastatik hiicrelerde miR-22'nin azaltilmis

seviyelerinin onkojenik yollarin aktivasyonuna yol actig1 yapilan ¢aligmalarda gézlenmistir

(Patel vd., 2011).

Yapilan ¢alismalarda, miR-22'nin diisiik ekspresyonunun ge¢ TNM evresi, lenf nodu
metastazi, lokal niiks ve uzak metastaz ile anlamli sekilde iliskili oldugu bulunmustur. miR-
22'nin disiik ekspresyonu, lenf nodu alt gruplarinda kisa sagkalim ve koétii prognoz ile

anlamli sekilde iligki tespit edilmistir (Shao vd., 2019).

miR-22, meme kanseri hastalarinda kotii bir prognostik faktordiir ve TNBC (Triple-
negative breast cancer ) hiicre dizilerinde asir1 eksprese edilir ve hiicre istilasini ve metastazi

destekler (Pandey vd., 2015).

2.3.6. miR-140

miR-140 ekspresyonunun tiimoér hiicrelerinin fenotipik degisikliklerine aracilik

ettigini gostermistir (Fangvd., 2017).

miR-140 ekspresyonu, biiyiimeyi ve meme kanseri kok hiicre kendini yenileme
potansiyelini 6nemli 6l¢iide bastirir (Livd., 2014). Meme kanserinde 6nceki ¢aligsmalarin
sonuglarina dayanarak, miR-140, 6nemli 6lgiide azaltilmis miRNA'lardan biri olarak kabul

edilmistir (Shahabi vd., 2020).

14



miR-140 eckspresyonu, komsu normal dokulara kiyasla meme kanseri timor
dokularinda 6nemli dl¢lide azalmis ve miR-140 ekspresyonunun meme kanserli hastalarin

kotii prognozunu 6ngordiigl bulunmustur (Zhou vd., 2019).

2.3.5. miR-328-3p

mMiR-328-3p'nin asir1 ekspresyonu, hiicre proliferasyonu, G1-S gegisi, gogii ve istilasi
tizerinde inhibitor etkiler gosterdigi yapilan ¢alismalarda gézlenmistir. miR-328-3p hiicre
gocl yeteneklerinde bir azalmaya neden olabilir, hiicre dongiisiiniin durdurulmasini

tetiklediginden kanserli davranislar1 inhibe ettigini gozlenmistir (Ma vd., 2020).

miR-328-3p, mRNA ve protein seviyelerini azaltir (Al-Momany vd., 2021). Meme
kanseri dokularinda ve hiicrelerinde miR-328-3p ekspresyonunun kontrol o6rneklerine
kiyasla Onemli Ol¢iide azaldigimi gozlenmistir. miR-328-3p kontrol hiicreleri ile
karsilastirildiginda, proteinleri asir1 eksprese eden hiicre kolonilerinin sayisinda artisa yol
act. Transwell go¢ deneyinde, miR-328-3p go¢ eden hiicrelerin azalmasina karst koydu

(Xiao vd., 2019).

2.4. Meme Kanserinde Gorintiilleme Yontemleri

[k tam1 konulduktan sonra hastaligin yayginhigini belirlemek veya tedaviye yaniti
degerlendirmek ya da evreleme/yeniden evreleme amaci ile X-1s1mm1 ¢aligmalari,
ultrasonografi (USG), Bilgisayarli tomografi (BT), manyetik rezonans goriintiilleme (MR)
ve 2-deoxy-2-[*®F]fluoro-D-glukoz pozitron emisyon tomografisi/X-1smm1 bilgisayarh
tomografi (PET/BT) ile yayginlik arastirmasi yapilmaktadir (Paydary et al., 2019)
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2.4.1. PET/BT

Nikleer Tip ve Molekiiler Dernegi, molekiiler goriintiilemeyi su sekilde
tamimlamustir: Biyolojik siireglerin insanlarda ve diger canli sistemlerde molekiiler ve
hiicresel diizeylerde gorsellestirme, karakterizasyon ve 6l¢timiidiir. Molekiiler goriintiileme
tipik olarak 2 boyutlu (2D) veya 3 boyutlu (3D) goriintileme ile zaman iginde
nicellestirmeden olugur. Pozitron emisyon tomografisi (PET) ile2-[18F]fluoro-2- deoksi-D-
glukoz (FDG) bunun temelini olusturur (Basu vd., 2014).

Hibrit PET/bilgisayarli tomografi (PET/BT)'nin ticari olarak bulunabilirligi klinik
kullanimin yayginlagsmasina yol agmistir ve insan ile iligkili tiim ana saglik alanlarinda klinik
kullanim bulmasinin yani sira néroloji, onkoloji, kardiyoloji ve enfeksiyon/inflamasyon

alanlarinda da arastirma amaglar1 ile kullanilmaktadir (Basu vd., 2014).

Pozitron emisyon tomografisi (PET) invivo olarak biyolojik aktiviteyi gésteren bir
goriintiileme teknigidir. PET te cesitli biyomolekiilleri isaretlemek i¢in genellikle fluorine-
18 (*8F) ve farkli pozitron niikleotidleri kullanilir. Bu isaretleme ile sayesinde marker
molekiillerin biyolojik Karakteristikleri ve fonksiyonlarinin biitiinligii biyolojik islevleri
goriintiilerken korunur, boylece hastalik nedeni ile olusan genetik, metabolik ve fonksiyonel
degisiklikler tani i¢in tespit edilebilir (Zhang vd., 2021). PET’in yiiksek sensitivite ve
spesifitesi meme kanseri ve lenf nodu metastazi tanisina olanak saglar ve tedavi se¢imi i¢in

bir temel olustururken tedaviye yanitin izlenmesine de olanak verir (Zhang vd., 2021).

Meme kanserinde 2-deoxy-2-[*8F] fluoro-D-glukoz pozitron emisyon tomografisi/X-
1s1n1 bilgisayarli tomografi (PET/BT) yaygin olarak ¢aligilmistir. Bu ¢aligmalara gore her ne
kadar PET/BT sadece primer meme kanseri tanisinda rutin olarak kullanilmamaktadir.
PET/BT mediastinal, aksiller ve internal mammaryial lenf nodlarina olan metastazlari tespit
edebilir (Paydary vd., 2019).

Son yillarda pozitron emisyon tomografisi/bilgisayarli tomografisinin (PET/BT)
cesitli kanserlerin tani, evreleme, takip ve tedavisindeki 6nemi tiim diinyada artmistir (Celik

vd., 2019).

PET/BT ileri evre hastaliktan siiphelenildiginde, konvansiyonel yaklasimlar yeteri

kadar aydinlatici olmadiginda tercih edilir. Yine PET/BT lokorejyonel rekiirrenslerin (kendi
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cevresinde) tespit edilmesinde olduk¢a duyarl ve 6zgiildiir ve timor markirlarinda artis olan

asemptomatik hastalarda kullanilmasi 6nerilir (Paydary vd., 2019).

FDG/PET aralarinda meme kanseri de olmak fizere, iyi ve koétii huylu tiimorlerin

ayriminda yerlesmis bir tetkiktir (Kumar vd., 2006).

PET/BT goriintileri kalitatif ve yar1 kantitatif olarak degerlendirilirler. F-18
FDG’nin standardize uptake degeri (SUV) yar1 kantitatif degerlendirmede en sik kullanilan
parametredir. SUV degeri gram doku basina biriken radyoaktiviteyi temsil eder (Celik vd.,
2019).

PET kameralarda uzamsal ¢oztintirligii sinirlayan “temel” etkiler dedektor genisligi,
pozitron araligi ve dogrusalliktir. PET kameralarin ¢cogunda uzamsal ¢oziiniirliigii bozan ek
etkiler, tasarim, kod ¢6zme hatasi, dedektor halkasina niifuz etme ve 6rneklemedir (Moses,

2011).

96 hastada yapilan bir ¢alismada normal meme parankiminin maksimum ve ortalama
SUV degerlerinin ortalamalari sirasi ile 0.88 + 0.32 ve 0.72 + 0.29 bulunmusken en yiiksek
deger 1,8 olarak tespit edilmistir (Kumar vd., 2006).

Zhang vd. tarafindan 40 hastada yapilan ¢alismada normal aksiller alanda erken ve
gecikmis ¢cekimlerde SUVmax degerleri arasinda istatistiki olarak anlamli fark goriilmemistir
ve eken faz SUVmax degerleri aksiller bolge igin 0.282+0.048 olarak tespit edilmisir. Yine
bu calismada invaziv duktal karsinom ve invaziv lobiiler karsinom i¢in erken ve ge¢
fazlardaki SUVmax degerleri arasinda istatistiki anlamli fark tespit edilmemistir (Zhang vd.,
2021).

Tiimor hiicrelerinin artmig glikolitik aktiviteleri ve artmis FDG tutulumlar oldugu
bilinmektedir (Warburg etkisi), bu durum da patolojik odaklarmm FDG PET/BT ile
goriintiilenmesini saglamaktadir. FDG tutulumu yine mitotik endeks ve primer tiimoriin

grade inden de etkilenebilir (Basu vd., 2014; Paydary vd., 2019).

Kimyasal farkliliklara ragmen, FDG'nin hiicre i¢ine alimi glukoza benzer. FDG
glukoz tastyicilari (GLUT'lar) tarafindan aracilik edilen kolaylastirilmis tasima yoluyla
hiicre zarmi geger. insan dokularinda da GLUT larmn 4'ten fazla farkli izoformunun dagilim
gosterdigi tanimlanmistir (Macheda vd., 2005). GLUT1 insanlarda en yaygin glukoz
tastyicisidir ve GLUTS3 ile birlikte birgok tiimdrde asirt ifade edilir (Ganapathy vd., 2009).
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GLUTL1 ekspresyonu seviyeleri, timér gelisimi ve olumsuz prognoz ile iliskilidir
(Szablewski, 2013).

FDG-fosfat hiicre disina ¢ikabilmesinin tek yolu heksokinazlar araciligi ile katalize
edilen resiprokal defosforilasyondur. Defosforilasyonglukoz-6-fosfataz tarafindan katalize
edilir ve sonugta hiicreyi GLUT lar aracilig1 ile kolaylastirilmis difiizyon ile terk edebilen
FDG olusur. Kanser hiicrelerinde Azaltilmis glukoz 6-fosfataz seviyeleri (normal hiicreler
ile karsilastirildiginda) kanser hiicrelerinde FDG-fosfat birikimine yol agar (metabolik
tuzak) (Nelson vd., 1996; Yamada vd., 2012).

FDG kansere 6zgii degildir, enfeksiyon, iltihaplanma olan alanlarda ve ayrica normal

dokularda yiiksek glukoz dongiisii olan alanlarda birikebilir (Basu vd., 2014).
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UCUNCU BOLUM
ARASTIRMA YONTEMI/MATERYAL YONTEM

3.1. Arastirmanin Tiirii

Deneysel ¢aligsma arastirmast.

3.2. Arastirmanin Evreni ve Orneklem Secimi

Bu arastrma Canakkale Onsekiz Mart Universitesi Hastanesi Genel Cerrahi
Klinigi’ne bagvuran meme kanseri tanist almis, calismaya katilmay1 kabul etmis, 18 yas ve
tizeri 14 kadin hastadir. Hastalar cerrahi tedaviye uygun bireylerdir. Kanser grubu cerrahi ile
¢ikarilan memedeki kanser dokusundan alinan biyopsi materyali, kontrol grubu ise cerrahi
rezeksiyon yapilan meme dokusunda kansere uzak saglikli dokudan alinan biyopsi

materyalidir.

3.3. Veri Toplama

Doku &rnekleri Canakkale Onsekiz Mart Universitesi Hastanesi Genel Cerrahi
kliniginde cerrahi tedavisi gergeklestirilen hastalarin ameliyat ile ¢ikarilan dokulardir.
Kanserli ve saglikli dokulardan alinan biyopsiler QRT-PCR yontemi ile incelendi. Hastalarin
PET/BT raporlarindan kanserli doku SUVmax degerleri elde edildi.

3.4. Etik

Calismamiz, Canakkale Onsekiz Mart Universitesi Klinik Arastirmalar Etik Kurulu

tarafindan 20.10.2021 tarih ve Karar No: 2021-07ile onay almistir (EK-1).
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3.5. Malzeme ve Laboratuvar Ekipmanlari

3.5.1. Cihazlar ve Teknik Malzemeler

8.

9.

. Mikro Santrifiij (ThermoScientific, SL8)

. Mikro Santrifiij (Eppendorf, 5415-R)

. Makro Santrifiij (Niive, Seri No: 01-0158)

. Real Time PCR (Roche Lightcycler, 480 I1)
. Spinner (Thermo Scientific, MySpin 6)

. PCR (Eppendorf, Master Cycle Gradient)

. Class Il Biyogiivenlik Kabini

Buzdolabi (Argelik, No-frost ev tipi buzdolab1)

Freezer (Sanyo Biomedical Freezer)

10. Spektrofotometre (Thermo Scientific)

11. Pipet seti (Gilson 0.2-2, 20-100, 1-10, 100-1000 ul)

12. Pipet seti (Thermo Scientific 1-10, 2-20, 10-100, 100-1000 pul)

3.5.2. Kullamlan Kimyasallar ve Kitler

1.

2.

3.

4.

5.

Hlzol Reaktifi (Diagen, Ankara)

Poly(A) Polymerase, Yeast (abm, USA)

OneScript® Plus cDNA Synthesis Kit (abm, USA)
SensiFAST™ Probe No-ROX Kit (meridian bioscience, USA)

miR-22 kit (Diagen, Ankara)

20



6. miR-140 kit (Diagen, Ankara)
7. miR-328-3p kit (Diagen, Ankara)

8. MIRNA RNUG6 kit (Diagen, Ankara)

3.5.3. Kullanilan Sarf Malzemeler

1. Steril Mikro Pipet Uclar1 (10-100-1000uL)
2. Ependorf (1,5 mL- 2 mL)

3. PCR tiipii (0,2pL)

4. Parafilm

5. Piko Real PCR Plate

6. Adhesive Film

3.6. Doku orneklerinden RNA izolasyonu

Total RNA izolasyonu, trizol (Hlzolreaktifi, DIAGEN) kullanilarak
gergeklestirilmistir. 2 ml tiiplere alinan doku 6rneklerinin {izerine, 1 ml trizol soliisyonu
eklenerek tiipler 45 saniye vortekslenmistir. Trizol; igerigindeki fenol ve guanidin
tiyosiyanat bilesenleri yliksek kalitede total RNA elde edilmesini saglayan pembe bir
soliisyondur. Trizolliin reaksiyondaki gorevi, homojenizasyon sirasindaki fiziksel
parcalamaya ek olarak kimyasal par¢alamanin saglanmasi ve niikleazlar1 denatiire ederek
islem sirasinda numunedeki RNA ve DNA'nin biitiinliigiinii korumasidir. Dokular seramik
boncuklar kullanilarak homojenize edilmistir. Islem sonrasinda vortekslenme sirasinda
1sinan tiipler tiipler 5 dakika buzda, sonrasinda ise 5 dakika oda 1sisinda bekletilmistir.
Homojen hale gelen dokularda faz olusumunu saglamak i¢in her tiipe 200 ul kloroform
eklenmis ve oda sicakliginda 5 dakika daha beklenmistir. Bu islem sonrasinda tiiplerin

icerisinde RNA, DNA ve protein ornekleri elde edilmistir. Tiipler 12.000 rpm'de 4°C'de 20
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dakika santrifiij yapilarak 3 ayri faz olusumu saglanmis ve her fazda DNA, RNA ve protein

ayr1 ayr1 elde edilmistir.
Santrifiij sonunda 3 faz olusacaktir:
Faz I: (Sulu faz): RNA igerir (Renksiz).
Faz Il: DNA igerir (Beyaz renkli).
Faz I1l: (Organik faz): Protein igerir (Kirmizi renkli)

RNA izolasyonu igin renksiz iist faz kullanilmigtir. Renksiz olan 1. faz yeni tiipe
aktarilmig ve {izerine 500 ul izopropanol eklenerek, RNA, DNA ve diger molekiillerden
arindirmak i¢in oda sicakliginda 10 dakika inkiibe edilmistir. Siire sonunda 12.000 rpm'de
4°C'de 10 dakika santrifiijleme sonrasinda elde edilen siipernatant atilmistir. Olusan pellet
tizerine 1 ml %75'lik Etil alkol (EtOH) eklenerek, 7.500 x g'de 4°C'de 5 dakika santrifiij
sonrasinda siipernatant atilarak 60°C'de EtOH ugurulacak ve kalan pellet (¢okelek) 50-100
ul RNAz icermeyen su eklenerek pipetaj yapilmistir. Elde edilen RNA'larin

konsantrasyonlar1 ve safliklar1 spektrofotometre ile belirlenmistir.

3.7. Elde edilen RNA'larin Niikleik Asit Miktar ve Kalite Tayini

RNA oOrneklerinin  konsantrasyonlar1 spektrofotometrik olarak 6l¢lilmiistiir.
Spektrofotometre (Thermo Scientific, ABD) cihazinda 260 ve 280 nm dalga boylarinda
absorbanslarinda dl¢tim gergeklestirilip, izole edilen RNA'larin safligt A260/A280 orani ile
(1,8-2,0 ideal) kontrol edilmistir. Total RNA numunelerinin niikleik asit yiikleri 2 ng

degerine qPCR asamasinda sonuglarin tutarligi i¢in sabitlenmistir.
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3.8. miRNA Poly (A) Tail Olusturma Islemi

MiRNA dizileri, olgun formu “21 baz” biiyiikliindedir. Bu kisa zincirli yapinin, Poly
(A) Polimeraz ile Poly (A) zinciri eklenerek kararli bir yapiya doniistiiriilmesi gerekir. Bu
amagla ticari kit (abmPoly-A Polymerase, Yeast) kullanilmistir. Bu amagla, buz iizerinde
Tablo 1’de goriilen bilesenler kisa bir spin attirilarak karigtirtlmis ve 37 °C’de 20 dk inkiibe
edilmis ve reaksiyon, sicakligin 65°C'ye yiikselterek 20dk sonra sonlandirilirmistir. Bu

reaksiyon sununda, mikroRNA’lar -80°C'de saklanmigtir

Tablo 1

Poly-A Polimeraz deney protokolii

Bilesenler Miktar
RNA 10 pL
ATP (10nM) 1,25 uL
Poly (A) Polimeraz,Yeast (1U/ul) 5uL
5xPoly (A) Polymerase,Yeastreak. buffer S5ul

25 mM Mncl, 2,5uL
Nuclease —free H20O 5.255uL

3.9. miRNA Stem-LoopReverse Transkriptaz (cDNA) Islemi

CDNA sentezi ticari olarak iiretilen cDNA sentez kiti (OneScript® Plus), termal
stabilite elde etmek icin RNase H aktivitesini ortadan kaldirmak i¢in genetik
modifikasyonlara sahip bir Moloney-Murine Lésemi Viriisii Ters Transkriptaz igerir. Bu
mutant enzim, daha yiiksek cDNA verimleri, 12 kb'ye kadar daha uzun cDNA saglayip
yiiksek sicakliklarda (50°C - 55°C) calismamizi saglar. GC agisindan zengin RNA

sablonlariyla iliskili ikincil yapilarin ortadan kaldirilmasini kolaylagtirir.
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Uretici firmanin protokoliinii uygun sekilde calismamizi gergeklestirilecektir.
Tablo-2’de gosterilen kit igerigi buz iizerinde karigtirtlip, primer denatiirasyonu igin 25°C
de 10 dakika, 50°C’de 15 dakika, 85°C de5 dakika bekletilmistir. Yeni sentezlenen CDNA,

uygulama i¢in veya -20°C ‘de depolama i¢in hazir bulunmaktadir.

Tablo 2

miRNAStem-loopReverse Transkriptaz (cDNA) protokolii

Bilesen Miktar
5XRT Buffer 4 ul
dNTP 1pul
Primers Tl
Total RNA veya Poly (a)+mRNA 0,5ul
OneScript Plus RTase Tul
Nucleas-free H.O 4ul

3.10. Gercek Zamanh Real -Time PCR (qPCR) Calismasi

Polimeraz zincir reaksiyonu (PCR), modern molekiiler biyolojide onemli roller
oynar. Nicel ger¢cek zamanli PCR (gRT-PCR), ¢esitli biyolojik 6rneklerden gen (RNA
transkripti) ekspresyonunun dogru 6l¢limii ve karsilastirilmasi i¢in zaman agisindan verimli

ve giivenilir bir aractir.

MikroRNA ekspresyon caligsmasi igin gelen 14 saglikli, 14 kanserli dokuda mi-22,
miR-140 ve miR-328 mikroRNA’lar1 i¢in 28 numunenin real time PCR analizleri
yapilmistir. Deney uygulamalarinda normalizatoér olarak MIRNA RNU6 kullanilmistir. Bu
asamada, SensiFast Prob No-Rox kiti ile ger¢ek zamanli real —time PCR (QPCR) calismasi
kit protokoliine uygun olarak Thermo Scientific Piko Real cihaz1 ile gerceklestirildi. Kit

TagMan, Scorpions ve molekiiler isaretli prob algilama teknoloji ile dizayn edilmistir.
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Tablo 3

Mix hazirlama protokolii.

Bilesen Miktar
2xSensiFast Probe No-ROX mix 10 pl
10p M Forward Primer 0,8 ul
10 uM Reverse Primer 0.8 ul
10 uM Probe 0,2 ul
Template 8.2ul
Nucleas-free H>O 240 ul

Tablo 4

Prob Tabanli Hidroliz MikroRNA Deteksiyonu protokolii

Bilesen Miktar
MikroRNA mix (buffer) 10 pl
MikroRNA mix B (Primer/Probe-FveR/P) 3,5 ul
cDNA 3ul
Taqg Polimeraz 0,2 ul
Niikleaz igermeyen H20 3,5ul
Tablo 5
Thermocycler prosediirii
PCR Asamasi Islem Sicakhik/Derece Tekrar
[k Denatiirasyon Denatiirasyon 95°C-5 dk 1
Denatiirasyon 95°C-5 sn
PCR Aplikasyon Baglanma 55°C - 30 sn (Okuma) 40
Polimerizasyon ~ 72°C-10sn
Final Sogutma 40 °C 30 sn 1
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3.11. PET/BT Cekimi

Tiim hastalara rutin PET/BT goriintiileme protokolii uygulandi. Bu protokole gore,
hastalardan goriintiillemeden iki giin Once asir1 fiziksel egzersizden ve soguga maruz
kalmaktan kaginmalar1 ve en az alt1 saat a¢ kalmalar1 istendi. Goriintiileme Oncesi tiim
hastalarda kilcal kandan glukoz Sl¢iimii yapildi ve serum glukoz diizeyi 180 mg/dL'nin
tizerinde olanlarda kan sekeri regiilasyonu i¢in F-18 FDG PET/BT goriintiileme ertelendi.
Kan sekeri seviyesi uygun olan hastalara anjiyokat yardimiyla intravendz 8-12 mCi F-18
FDG enjekte edildi. Enjeksiyondan sonra radyofarmasétigin biyodagilimini saglamak ve
ideal tiimor alimin1 saglamak icin hastalar 45-60 dakika konusmadan ve hareket etmeden
sakin ve rahat bir ortamda dinlendirildi. Bekleme siiresinin sonunda hastalar mesanelerini
bosaltt1 ve PET/CT tarayici yatagina sirtiistli pozisyonda kollar yanlarda olacak sekilde yatti.
[k kilavuz topogram gériintiileri elde edildi, verteksten 1/3 proksimale kadar viicut bélgeleri
icin kontrastsiz BT goriintiileri alindi, ardindan PET goriintiileri alindi. Hastanin ortalama 7-
8 yatak pozisyonunda ve 2 mm'lik kesitlerde PET/BT goriintiileri alind1 ve yaklasik 25

dakikada tamamlanda.

3.12. istatistiksel Analiz

Kantitatif gergek zamanli polimeraz zincir reaksiyonu (qPCR), gen ekspresyon
seviyelerini 6lgmek i¢in yaygin olarak kullanilmaktadir. qPCR verilerini analiz etmek i¢in
iki strateji, mutlak ve goreceli nicelemedir. Standart bir egriye bagli olarak gen miktarini
mutlak niceleme; bir referans numuneye gore gen ifadesindeki degisiklikleri goreceli
niceleme tanimlar. Goreceli nicelemenin gergeklestirilmesi mutlak nicelemeden daha

kolaydir ve standart bir egri olusturmaya gerek olmadigindan daha az reaktif gerektirir.

gPCR deneyleri 2 22 €T yéntemi i¢in kullanilan bagil niceleme yontemidir. Floresan
seviyesinin belirli esige ulastigi Esik dongiisii (CT), dongiidiir. gPCR sisteminden
tiretilen CT bilgilerini dogrudan kullanir Yo6ntemde, bir referans geni kullanilarak, hedef ve

referans numunelerdeki gen ekspresyonunu hesaplanir. Calismamizda referans olarak
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MIRNA RNU6 kullanildi ve hesaplamalarda 2 -AA CT metodu ile referans miRNA

seviyesine gore ilgilenilen miRNA anlatimi analiz edildi.

PET/BT degerlerinin anlamliliginin arastirilmas: i¢in Mann Whitney U testi
kullanildi. Calisilan saglikli ve kanserli dokulardan elde edilen miRNA degerlerindeki
degisimin anlamlilig1 T testi ile incelendikten sonra ROC analizi referans gruplama igin
kullanildi. miRNA’larin tan1 koyabilme degerleri ek olarak Cluster analizi ile de
degerlendirildi. Elde edilen miRNA degerleri ile PET/BT sonuglarinin anlamlili§inin
karsilastirilmasinda Pearson korelasyon analizi kullanildi. Tiim c¢alismalarda p<0,05

istatistiksel olarak anlamlilik diizeyi olarak belirlendi.
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DORDUNCU BOLUM
ARASTIRMA BULGULARI

4.1. Bulgular

4.1.1. Demografik veriler

Hastalarimizin ortanca yas degeri 59,5 yil idi (38 — 74 yas). Dort hasta Evre IA
(%28,57), alt1 hasta IB (%42,85), ikisi 1A (14,28), birer tanesi 11B ve I11B (herbiri%7,14)
idi. Timor ortanca boyutu 29,42 (11 — 130 mm) olarak hesaplandi. Timor yerlesimi; 9
hastada sag meme, 5 hastada sol memeydi. Aksiller metastazi olan 6 hasta vardi. Toplam 14
timorlii meme kanseri dokusundan ve 14 tiimorii ¢evreleyen normal meme dokusundan
alinan 6rneklerde miR-22, miR-140, ve miR-328-3p ekspresyon diizeyleri belirlendi. Bu

degerlerin timor dokusu SUVmax degerleri ile korelasyonu yapildi.

Tablo 6

Hasta demografik bilgileri

No Yas Kanser olan taraf
1 47 Sag
2 74 Sag
3 66 Sag
4 61 Sol
5 63 Sol
6 45 Sag
7 69 Sag
8 40 Sol
9 38 Sag
10 74 Sol
11 52 Sag
12 65 Sol
13 64 Sag
14 75 Sag
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4.1.2. Timor Evrelemesi

Hastalarin tlimorleri cerrahi rezeksiyon sonrasi patoloji verilerine gére TNM

smiflamasina goére evrelendirildi.

Tablo 7

Hastalarin evrelemeleri

Aksiller
No Boyut(mm) Grade HER2 ER PR T N M  Evre

metastaz
1 16 2 0 - + + 1 0 0 1A
2 13 2 0 - + + 1 0 0 1A
3 13 2 1 - + + 1 1 0 IB
4 30 2 1 - + + 2 1 0 A
5 25 2 0 - + + 2 0 0 IB
6 130 2 1 + - - 4 1 0 1B
7 30 2 0 - - - 2 0 0 1B
8 30 2 0 + + + 2 0 0 IB
9 17 2 2 + - - 1 1 0 1A
10 11 2 2 - - - 1 1 0 IB
11 15 2 1 + + + 1 1 0 IB
12 12 2 0 - + + 1 0 0 1A
13 30 2 0 + - - 2 0 0 A
14 40 3 0 + + + 2 0 0 IB

T: Timoér smiflamasi, N: Lenf nofu tutulumu, M: Metastaz varlhigi HER2: Epideramal

biiyiime faktorii 2, ER: Ostrojen reseptorii PR: Progesteron reseptorii

4.1.3. PET/BT sonuglan

Yapilan 96 hastalik bir calismada saglikli meme dokusunun ortalama SUVmax degeri
0,8 olarak bulunmustur (Kumar vd., 2006). Bu deger calismamiza referans olarak alinmistir.

Calismamizda elde edilen en yiiksek SUVmax degeri meme kanseri Evre 1B olan bir hastada
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17.3, en disiik deger ise meme kanseri Evre 1A olan hastadal.2 dir. Ortanca SUVmax degeri
5.58 idi.

Tablo 8

Hastalarin Evrelerine gére SUVmax degerleri

No Evre SUV max Timor
1 IA 3,3
2 1A 1,2
3 IB 1,5
4 IHA 8,2
5 IB 2,24
6 1B 2,52
7 1B 3,82
8 IB 17,3
9 1A 1,92
10 IB 3,3
11 IB 6,91
12 1A 4,66
13 A 11,4
14 IB 9,9

PET/BT’de normal deger olarak tespit edilmis olan 0,8 (Kumar vd., 2006) degeri ile
hastalarin tiimorlii dokularindan elde edilen SUVmax degerleri Mann-Whitney U testi ile
karsilastirildiginda z-skoru -2.40067, p=0.0164 ile anlamli ulundu (p < 0,05).

4.1.4. mikroRNA degerleri

Hastalarin saglikli dokularindan ve tiimorlii dokularindan alinan numunelerin miR-
22, miR-140 ve miR-328 degerleri asagidaki gibidir. Saglikli dokularin (D) miRNA
degerleri ile Tiimdr dokularinin (T) miRNA degerleri karsilastirildiginda degerlerde anlaml
downregiilasyon oldugu goriilmektedir (p<0,05).
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MiR-22 sonuclari

log_miR22 27- (AACt) degerleri ele alindiginda; saglikli doku i¢in maksimum 2,57
ve minimum -1,35 olmak tizere ortanca degeri -0,125 olarak tespit edildi. Degerler arasinda
aralik 3,89 olarak bulundu. Tiimdr dokusu i¢in elde edilen en yiiksek deger -2,57, en diisiik

deger -5,97 ve ortanca deger ise -4,86 iken degerler arasi aralik 3,39 olarak bulunmustur.
Tablo 9

Saglikli ve tiimor dokusunda miR-22 degerleri

MIiRNA MIRNA MiRNA miR22 miR22

v R R Rt ME2 Rz "6 mez o mez " womnz
Ctl Ct2 Ct Mean Mean (AACY)
1D 28,01 28,57 28,29 21,08 22,37 21,73 -6,56 -2,577 5,97 2,58
2D 26,28 26,53 26,40 21,83 21,89 21,86 -4,54 -0,555 1,47 0,56
3D 26,08 26,20 26,14 20,79 21,45 21,12 -5,02 -1,030 2,04 1,03
4D 24,57 24,78 24,68 20,15 20,41 20,28 -4,40 -0,411 1,33 0,41
5D 24,51 24,83 24,67 20,98 19,05 20,02 -4,65 -0,667 1,59 0,67
6D 23,68 24,37 24,02 21,55 21,16 21,35 -2,67 1,315 0,40 -1,32
7D 30,68 30,23 30,46 217,76 27,41 27,58 -2,87 1,116 0,46 -1,12
8D 25,65 25,15 25,40 20,29 21,00 20,64 -4,75 -0,768 1,70 0,77
9D 25,18 25,32 25,25 21,70 21,54 21,62 -3,63 0,357 0,78 -0,36
10D 24,66 24,33 24,50 21,29 21,53 21,41 -3,09 0,897 0,54 -0,90
11D 24,38 24,77 24,58 20,89 21,79 21,34 -3,24 0,750 0,59 -0,75
12D 24,99 24,96 24,97 20,69 21,07 20,88 -4,09 -0,107 1,08 0,11
13D 24,93 24,00 24,46 20,83 20,86 20,84 -3,62 0,367 0,78 -0,37
14D 24,77 24,88 24,82 21,95 21,50 21,72 -3,10 0,886 0,54 -0,89
1T 20,52 21,39 20,95 22,52 22,84 22,68 1,73 5,716 0,02 -5,72
2T 23,24 22,86 23,05 21,94 21,52 21,73 -1,32 2,667 0,16 -2,67
3T 22,18 22,44 22,31 21,93 23,70 22,81 0,50 4,487 0,04 -4,49
4T 19,98 19,45 19,72 20,87 20,20 20,53 0,82 4,806 0,04 -4,81
5T 21,31 21,19 21,25 22,66 22,23 22,44 1,19 5,181 0,03 -5,18
6T 20,83 20,07 20,45 21,90 22,30 22,10 1,65 5,637 0,02 -5,64
T 21,14 21,97 21,55 20,31 19,97 20,14 -1,41 2,573 0,17 -2,57
8T 19,16 19,48 19,32 20,39 20,70 20,55 1,23 5,213 0,03 -5,21
9T 19,20 19,90 19,55 22,26 20,81 21,53 1,99 5,972 0,02 -5,97
10T 22,25 21,58 21,92 23,19 23,08 23,13 1,22 5,206 0,03 -5,21
11T 21,20 21,87 21,54 18,91 21,74 20,32 -1,21 2,773 0,15 -2,77
12T 22,71 22,91 22,81 23,42 23,13 23,28 0,46 4,450 0,05 -4,45
13T 22,04 22,60 22,32 21,06 21,79 21,42 -0,89 3,092 0,12 -3,09
14T 20,39 20,95 20,67 22,11 21,09 21,60 0,93 4,915 0,03 -4,91

D: saglikli doku, T: kanser dokusu
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log_miR22 2A- (AACt)
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D: saglikli doku, T: kanserli doku
Sekil 2 miR-22’nin saglikli ve tiimorlii dokudaki dagilimi

Patoloji sonuglar1 referans gruplama olarak alindi. miR-22 degerleri bu referans

gruplama (patoloji gruplamasi) ile ROC analizi araciligiyla analiz edildi.

miR-22’nin degerleri saglikl ile kanserli dokularin sonuglari olarak kiyaslandr ve
sonugta AUC alanmin anlamli oldugu (p<0.05), bu veri miR-22 sonuglarinin tan1 koymak
icin kullanilabilir oldugunu gosterdi. Arastirma kapsamindaki veriler penceresinden
bakildig1 “sensitivite” degerleri incelendiginde -1,975 degerinin kesim noktasi olarak
kullanilabilecegi belirlendi. ROC analizinin disinda miR-22 degerleri ile tan1 koyabilmenin
miimkiinatt ek olarak Cluster Analizi kapsaminda incelendi. Cluster analizi patoloji
sonucunda saglikli doku 6rneklerine karsilik gelen miR-22 degerlerini bir grup, digerlerini
(kanserli) ise ayri bir grup olarak tanimladi. Bu sekilde patoloji sonucu ile miR-22

sonuglarinin bire bir paralellik gosterdigi belirlendi.

ROC analizinde grafikte kiyaslanan deger (miR-22) icin ¢izilen ¢izgi (mavi renk)
referans kabul edilen deger (patoloji sonucu-kanser dokusu) i¢in ¢izilen ¢izgiden (kirmizi
cizgi) ne kadar uzaklasirsa o derece anlamlidir. Ne kadar yakinlasirsa tani koymak i¢in
kullanilan yeni degerler uygunsuz anlamina gelmektedir. Calismamizin anlamlilig1 yiiksek
oldugundan miR-22 i¢in ¢izilen mavi ¢izgi tablo i¢in alinan referans degerlerden daha biiyiik

oldugu icin dis cergeve seklinde goriinmektedir.
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Tablo 10

mMiR-22 i¢in saglikli ve kanserli dokuda ROC analizi

Test sonuglar1 degiskenler: mir22
To? ya esit veya
kiigiik iken p
pozitif Sensitivite 1 -Spesifite
-7,0000 ,000 ,000
-5,8750 ,071 ,000
-5,7100 ,143 ,000
-5,4550 ,214 ,000
-5,2250 ,357 ,000
-5,0800 ,429 ,000
-4,8950 ,500 ,000
-4,6800 ,571 ,000
-4,5000 ,643 ,000
-3,8000 ,714 ,000
-2,9600 ,786 ,000
-2,7500 ,857 ,000
-2,6500 ,929 ,000
-1,9750 1,000 ,000
1,500 1,000 o71] <0001
-1,0400 1,000 ,143
-,9250 1,000 ,214
-,8500 1,000 ,286
-,5900 1,000 ,357
-,3950 1,000 429
-,1550 1,000 ,500
,2300 1,000 571
,4500 1,000 ,643
,5800 1,000 714
,6900 1,000 ,786
,8700 1,000 ,857
1,7750 1,000 ,929
3,5500 1,000 1,000
a. En kiiglik cutoff degeri gozlenen minimun test
degeri eksi 1 dir ve en biiyiik cutoff degeri
gbzlenen en biyiik test degeri art1 1 dir. Diger
tim cutoff degerleri gézlenen ardisik iki test
degerinin ortalamasidir.
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Sekil 3 miR-22 i¢in ROC egrisi

Tablo 11

miR-22 i¢in AUC

Egrinin Altindaki Alan
Test Sonucu Degiskeni: miR-22
Alan Std Hata® Asimetrik Anlamlilik®  Asemptomatik %95 Giiven Aralig1
Alt Sinir Ust Smir
1,000 0,000 0,000 1,000 1,000

a: nonparametrik kabuliin altinda
b: Sifir hipotezi: gergek alan = 0,5
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MiR-140 sonugclar:

log_miR140 27- (AACt) degerleri ele alindiginda; saglikli doku i¢in maksimum 1,70
ve minimum -2,15 olmak lizere ortanca degeri 0,78 olarak tespit edildi. Degerler arasinda
aralik 3,86 olarak bulundu. Tiimor dokusu i¢in elde edilen en yiiksek deger -3,30, en diisiik

deger -6,15 ve ortanca deger ise -2,85 iken degerler arasi aralik 2,85 bulunmustur.
Tablo 12

Saglikli ve tiimor dokusunda miR-140 degerleri

Numune ggf}gﬁ E’ISSE/‘: II:[I{IISE: MIR140 miR140 miR140 mMIR140 miR140 miZFf\l_m log_miR140
No o s ct ctl Ctz  CtMean ACt  AACt S 2M-(AACH
Mean
1D 2801 2857 2829 2531 2527 2529  -300  -1703 325 1,70
2D 2628 2653 2640 2492 2479 248  -155  -0248 119 0,25
3D 2608 2620 2614 2412 2417 2415  -199  -0691 161 0,69
4D 2457 2478 2468 2344 2354 2349  -118 0116 092 0,12
5D 2451 2483 2467 2486 2557 2521 054 1843 028 -1,84
6D 2368 2437 2402 2493 2484 2489 086 215 022 2,16
7D 3068 3023 3046 2884 2883 288  -1,60  -0299 123 0,30
8D 2565 2515 2540 2438 2437 2438  -102 0279 082 0,28
9D 2518 2532 2525 22,68 2260 2264  -261  -1313 248 1,31
10D 2466 2433 2450 2416 2407 2411  -038 0915 053 0,91
11D 2438 2477 2458 2320 2304 2312  -146  -015% 111 0,16
12D 2499 2496 2497 2377 2366 2371  -126 0039 007 0,04
13D 2493 2400 2446 2330 2303 2317  -130 0000 1,00 0,00
14D 2477 2488 2482 21,93 21,79 218  -296  -1664 317 1,66
1T 2052 21,30 2095 2407 2404 2406 310 4402 005 4,40
oT 2324 2286 2305 2643 2605 2624 319 4491 0,04 4,49
3T 2218 2244 2231 2669 2636 2652 421 5509 0,02 5,51
4T 1998 1945 1972 2404 2380 2392 421 5506 002 5,51
5T 2131 21,19 21,25 2333 2398 2366 241 3705 008 3,70
6T 2083 2007 2045 2514 2536 2525 480 6009 001 6,10
T 2114 21,97 21,55 2503 2459 2481 326 455 0,04 4,56
8T 1916 1948 1932 2412 2423 2417 485 6154 001 6,15
oT 1920 1990 1955 2397 2422 2410 455 5849 0,02 5,85
10T 2225 2158 21,92 2527 2512 2520 328 4579 0,04 4,58
uT 2120 21,87 21,54 2501 2480 2495 341 4712 0,04 471
127 2271 2291 2281 2488 2474 2481 200 3301 010 3,30
13T 2204 2260 2232 2450 2421 2436 204 3337 010 3,34
14T 2039 2095 20,67 2516 2487 2501 434 5640 002 5,64

D: saglikli doku, T: kanser dokusu
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log_miR140 2A- (AACt)
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Sekil 4 miR-140’1n saglikli ve timorli dokudaki dagilimi

Patoloji sonuglari referans gruplama olarak alindi. miR-140 degerleri bu referans

gruplama (patoloji gruplamasi) ile ROC analizi araciligiyla analiz edildi.

miR-140’1n degerleri saglikli ile kanserli dokularin sonuglar olarak kiyaslandi ve
sonucta AUC alaninin anlamli oldugu (p<.05), bu veri miR-140 sonuglarinin tan1 koymak
icin kullanilabilir oldugunu gosterdi. Arastirma kapsamindaki veriler penceresinden
bakildig1 “sensitivite” degerleri incelendiginde -2,780 degerinin kesim noktasi olarak
kullanilabilecegi belirlendi. ROC analizinin disinda miR-140 degerleri ile tan1 koyabilmenin
mimkiinati ek olarak Cluster Analizi kapsaminda incelendi. Cluster analizi patoloji
sonucunda sagliklt doku 6rneklerine karsilik gelen miR-140 degerlerini bir grup, digerlerini
(kanserli) ise ayr1 bir grup olarak tanimladi. Bu sekilde patoloji sonucu ile miR-140

sonuglarinin bire bir paralellik gosterdigi belirlendi.

ROC analizinde grafikte kiyaslanan deger (miR-140) i¢in ¢izilen ¢izgi (mavi renk)
referans kabul edilen deger (patoloji sonucu-kanser dokusu) i¢in ¢izilen ¢izgiden (kirmizi
cizgi) ne kadar uzaklasirsa o derece anlamlidir. Ne kadar yakinlasirsa tani koymak i¢in

kullanilan yeni degerler uygunsuz anlamina gelmektedir. Calismamizin anlamlilig1 yiiksek
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oldugundan miR-140 igin ¢izilen mavi ¢izgi tablo i¢in alinan referans degerlerden daha

biiylik oldugu i¢in dis ¢ergeve seklinde goriinmektedir.

Tablo 13

miR-140 i¢in saglikli ve kanserli dokuda ROC analizi

Test sonuglar1 Degigkenler: mirl40
To? ya esit veya
kiigiik iken p
pozitif Sensitivite 1 -Spesifite
-7,2100 ,000 ,000
-6,1800 ,071 ,000
-6,0250 ,143 ,000
-5,7950 ,214 ,000
-5,6250 ,286 ,000
-5,1600 ,429 ,000
-4,6950 ,500 ,000
-4,6200 571 ,000
-4,5750 ,643 ,000
-4,4950 714 ,000
-4,1050 ,786 ,000
-3,5750 ,857 ,000
-3,3700 ,929 ,000
-2,7800 1,000 ,000
-2,0500 1,000 o71| <0000
-1,4300 1,000 ,143
-,6500 1,000 ,214
-,2500 1,000 ,286
-,1300 1,000 ,357
-,0700 1,000 429
,0250 1,000 ,500
,1500 1,000 571
,2250 1,000 ,643
,4450 1,000 714
,9500 1,000 ,786
1,4350 1,000 ,857
1,6300 1,000 ,929
2,6500 1,000 1,000
a. En kii¢iik cutoff degeri gézlenen minimun test
degeri eksi 1 dir ve en biiylik cutoff degeri
gdzlenen en bilyiik test degeri art1 1 dir. Diger
tiim cutoff degerleri gézlenen ardisik iki test
degerinin ortalamasidir.
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Tablo 14

miR-140 i¢in AUC

Egrinin Altindaki Alan
Test Sonucu Degigkeni: miR-140
Alan Std Hata® Asimetrik Anlamlilik®  Asemptomatik %95 Giiven Aralig1
Alt Sinir Ust Sinir
1,000 0,000 0,000 1,000 1,000

a: nonparametrik kabuliin altinda
b: Sifir hipotezi: gergek alan = 0,5
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MiR-328 sonugclar:

log_miR328 2"- (AACYt)) degerleri ele alindiginda; saglikli doku i¢in maksimum 4,93
ve minimum -3,18 olmak lizere ortanca degeri 0,03 olarak tespit edildi. Degerler arasinda
aralik 8,07 olarak bulundu. Tiimoér dokusu i¢in elde edilen en yiiksek deger -3,61, en diisiik

deger -7,64 ve ortanca deger ise -4,91 iken degerler arasi aralik 4,03 bulunmustur.

Tablo 15

Saglikli ve tiimor dokusunda miR-328 degerleri

Numune g,{ﬂgﬁ g{ﬁﬁi‘ 1};’1’{'1;1:;12 miR328 miR328 miR328 miR328 miR328 mi2F§\3_28 log_miR328
No Ctl co Ct Ctl Ct2 Ct Mean ACt AACt (AACH 27- (AACY)
Mean
1D 28,01 28,57 28,29 22,71 21,89 22,30 -5,99 -4,908 30,02 4,91
2D 26,28 26,53 26,40 23,40 23,82 23,61 -2,79 -1,709 3,27 1,71
3D 26,08 26,20 26,14 25,30 25,31 25,30 -0,83 0,251 0,84 -0,25
4D 24,57 24,78 24,68 24,67 24,10 24,39 -0,29 0,793 0,58 -0,79
5D 24,51 24,83 24,67 21,36 21,33 21,35 -3,32 -2,239 4,72 2,24
6D 23,68 24,37 24,02 22,16 22,48 22,32 -171 -0,623 1,54 0,62
7D 30,68 30,23 30,46 28,64 29,38 29,01 -1,44 -0,360 1,28 0,36
8D 25,65 25,15 25,40 19,23 19,52 19,37 -6,02 -4,940 30,69 4,94
9D 25,18 25,32 25,25 21,22 27,28 21,25 2,00 3,081 0,12 -3,08
10D 24,66 24,33 24,50 24,45 24,55 24,50 0,00 1,087 0,47 -1,09
11D 24,38 24,77 24,58 25,05 25,23 25,14 0,57 1,650 0,32 -1,65
12D 24,99 24,96 24,97 23,83 23,32 23,57 -1,40 -0,315 1,24 0,32
13D 24,93 24,00 24,46 26,03 26,44 26,23 1,77 2,853 0,14 -2,85
14D 24,77 24,88 24,82 26,60 26,38 26,49 1,67 2,752 0,15 -2,75
1T 20,52 21,39 20,95 28,05 26,99 27,52 6,56 7,648 0,00 -7,65
2T 23,24 22,86 23,05 29,12 27,47 28,30 5,25 6,330 0,01 -6,33
3T 22,18 22,44 22,31 25,73 24,88 25,31 2,99 4,076 0,06 -4,08
4T 19,98 19,45 19,72 24,39 24,43 24,41 4,69 5,774 0,02 -5,77
5T 21,31 21,19 21,25 24,96 24,96 24,96 371 4,798 0,04 -4,80
6T 20,83 20,07 20,45 22,36 24,35 23,35 2,90 3,984 0,06 -3,98
T 21,14 21,97 21,55 24,43 25,07 24,75 3,20 4,280 0,05 -4,28
8T 19,16 19,48 19,32 23,36 24,37 23,86 4,54 5,628 0,02 -5,63
9T 19,20 19,90 19,55 22,67 22,19 22,43 2,88 3,963 0,06 -3,96
10T 22,25 21,58 21,92 25,07 24,06 24,56 2,65 3,734 0,08 -3,73
11T 21,20 21,87 21,54 24,14 24,00 24,07 2,53 3,613 0,08 -3,61
12T 22,71 22,91 22,81 28,26 27,11 27,68 4,87 5,956 0,02 -5,96
13T 22,04 22,60 22,32 26,85 27,49 27,17 4,85 5,937 0,02 -5,94
14T 20,39 20,95 20,67 22,91 26,33 24,62 3,95 5,029 0,03 -5,03

D: saglikli doku, T: kanser dokusu
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log miR328 2/- (AACt)
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Sekil 6 miR-328’in saglikli ve tiimdorli dokudaki dagilimi

Patoloji sonuglar referans gruplama olarak alindi. miR-328 degerleri bu referans

gruplama (patoloji gruplamasi) ile ROC analizi araciligiyla analiz edildi.

mir-328 patoloji sonuglari ile kiyaslandi ve sonugta AUC alaninin anlamli oldugu
(p<.05), mir 328 sonuglarinin tan1 koymak i¢in kullanilabilir oldugunu gosterdi. Arastirma
kapsamindaki veriler penceresinden bakildigi “sensitivite” degerleri incelendiginde -3,535
degerinin kesim noktasi olarak kullanilabilecegi belirlendi. ROC analizinin diginda miR-328
degerleri ile tan1 koyabilmenin miimkiinati ek olarak Cluster Analysis kapsaminda incelendi.
Cluster analiz patoloji sonucunda saglikli doku orneklerine karsilik gelen miR-328
degerlerini bir grup, digerlerini ise ayri bir grup olarak bire bir tanimlamadi. Patoloji

sonucunda saglikli olarak tanilanmis 4 doku 6rnegi Cluster analizde hasta grup igerisinde

gosterildi. Cluster analiz i¢in kesim noktas1 -1,87 olarak belirlendi.

ROC analizinde grafikte kiyaslanan deger (miR-328) i¢in ¢izilen ¢izgi (mavi renk)
referans kabul edilen deger (patoloji sonucu-kanser dokusu) i¢in ¢izilen ¢izgiden (kirmizi
cizgi) ne kadar uzaklasirsa o derece anlamlidir. Ne kadar yakinlasirsa tani koymak ig¢in

kullanilan yeni degerler uygunsuz anlamia gelmektedir. Calismamizin anlamlilig1 yiiksek

40



oldugundan miR-328 i¢in ¢izilen mavi ¢izgi tablo i¢in alinan referans degerlerden daha

biiylik oldugu i¢in dis ¢ergeve seklinde goriinmektedir.
Tablo 16

miR-328 i¢in saglikli ve kanserli dokuda ROC analizi

Test sonuglar1 Degiskenler: mir328
To? ya esit veya
kiigiik iken p
pozitif Sensitivite 1 -Spesifite
-8,8400 ,000 ,000
-7,1800 ,071 ,000
-6,3300 ,143 ,000
-6,1300 214 ,000
-6,0400 ,286 ,000
-5,8900 ,357 ,000
-5,5200 ,429 ,000
-5,1050 ,500 ,000
-4,7300 571 ,000
-4,3650 ,643 ,000
-4,2150 714 ,000
-4,1600 ,786 ,000
-4,0350 ,857 ,000
-3,8600 ,929 ,000
-3,5350 1,000 ,000 <0,0001
-3,1550 1,000 ,071
-2,9900 1,000 ,143
-2,3900 1,000 ,214
-1,5550 1,000 ,286
-1,1250 1,000 ,357
-,7100 1,000 429
-,1550 1,000 ,500
,1500 1,000 571
,3050 1,000 ,643
,9800 1,000 714
1,7850 1,000 ,786
3,3850 1,000 ,857
4,7350 1,000 ,929
5,7500 1,000 1,000
a. En kiigiik cutoff degeri gézlenen minimun test
degeri eksi 1 dir ve en biiyiik cutoff degeri
gbzlenen en biiyiik test degeri art1 1 dir. Diger
tiim cutoff degerleri gdzlenen ardisik iki test
degerinin ortalamasidir.
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ROC Curve

Source of the
Curve

mir328

——Reference Line
08
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0,0
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1 - Specificity

Sekil 7 miR-328 i¢in ROC egrisi

Tablo 17

miR-328 i¢in AUC

Egrinin Altindaki Alan
Test Sonucu Degigkeni: miR-328
Alan Std Hata® Asimetrik Anlamlilik®  Asemptomatik %95 Giiven Aralig1
Alt Sinir Ust Smir
1,000 0,000 0,000 1,000 1,000

a: nonparametrik kabuliin altinda
b: Sifir hipotezi: ger¢ek alan = 0,5
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MiR-22, miR140 ve miR-328 degerlerinin saghkh ve kanserli doku

degerlerinin karsilastirilmasi

i

1,1

il

LIn B B

miR22 miR140 miR328

mm D
= T

Fold Change (log2)

D: saglikli doku, T: kanserli doku

Sekil 8 miR-22, miR-140 ve miR-328’in saglikli ve timérlic dokuda birbirlerine

oranlari

Tablo 18

Patoloji Sonuglarina Gére miR-22, miR-140 vemiR-R328 karsilastirmalar1 (T-Test)

Mikro RNA Tiirii Patoloji Grup N Ortalama (S. Sapma) Degeri
- Saghkl 14 -0,0007(1,06)
miR-22 Kanser 14 -4,5086(1,20) 10,523 <0,001
. Saglikli 14 0,000(1,14)
miR-140 Kanser 14 -4,8971(0,97) 12219 <0,001
. Saglikli 14 0,000(2,57)
miR-328 Kanser 14 -5,2414(1,19) 6903  <0,001

Tim gruplarda saglikli dokularin  miRNA’lart kanserli (tiimor) dokularin
miRNA’lar1 ile karsilagtirildiginda timor dokusunda miRNA degerlerinde anlamli

downregiilasyon (p<0,05) tespit edilmistir.
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MiR-22, miR-140 ve miR-328 degerlerinin PET/BT sonuclari ile

karsilastirilmasi

Hastalarin kanserli dokularindan elde edilen miRNA degerleri ile yine kanserli

(timor) dokularindan elde edilen PET/BT degerleri korelasyon agisindan degerlendirildi.

Tablo 19

miR-22, miR-140 ve miR-328 ile PET/BT sonuglar arasindaki korelasyon

miR-22 miR-140 miR-328 PET/BT
miR-22 1
miR-140 0,429 1
miR-328 0,012 -0,341 1
PET/BT 0,049 -0,175 -0,219 1

N=14, *p<.05

Pearson korelasyon analiz sonuglarina gore miR-22, miR-140 ve miR-328 ile

PET/BT sonuglar1 arasinda anlamli iligkiler belirlenememistir (p>0.05).
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BESINCI BOLUM
SONUC ve ONERILER

5.1. Tartisma

Tarafimizca meme kanserinde saglikli dokuda ve kanserli dokuda miR-22, miR-140
ve mMiR-328 degerlerinin ekspresyon seviyelerindeki degisim ile PET/BT ile 6lgiilen ve
SUVmax degeri ile ifade edilen meme kanseri metabolik aktivitesi ile miRNA arasinda
korelasyon varlig1 lizerine literatiirde herhangi bir ¢alisma bulunamamistir. Calismamiz bu

iligkinin varligin1 aragtirmak tizere kurgulanmistir.

Kanser hiicrelerinin normal hiicrelerden ayrilmasinda geleneksel goriintiileme
yontemlerinin yani sira biyolojik markir da kullanilmaktadir (Celik vd., 2019). Onkolojik
hastaligin erken tanisinda kanser tiirline 6zgli olan ve hasta serumunda bulunan timor
markirlar1 kullanilsa da spesifite ve sensitivitede kisitlilik nedeni ile erken tanida arzulanan

sonuca ulagilamamigtir, bu nedenle de rutin kullanima girmemistir (Celik vd., 2019).

Son donemde miRNA’lar meme kanserinde hiicre ¢ogalmasi, invazyon, anjiogenez
ve metastaz ile iliskilendirilmistir. Kanserler tiimor supresér miRNA’larin delesyonu veya
azalmasi ile veya onkojenik miRNA’larin amplifikasyonu veya overexpresyonu ile
olusabilir (Tang vd., 2012). Meme kanseri metastazi da prometastatik miRNA’larin artmis
expresyonu ile veya anti-metastatik olanlarin downregiilasyonu ile kolaylasabilir (Tang vd.,
2012). Bu veriler miRNA’larin taniy1 kolaylastirmada, prognozu 6ngdrmede ve tedaviye
yanitt ongérmede oldugu kadar tedavi i¢in de hedef olabilecegini 6ne ¢ikarmaktadir (Tang
vd., 2012).

Calismamiza dahil edilen miR-22, miR-140 ve miR-328 igin literatiir ile uyumlu

olacak sekilde downregiilasyon yoniinde sonuglar elde edilmistir.

miR-22 degerleri literatiirde meme kanserinde downregiile olarak bildirilmistir (Patel
vd., 2011), klinik olarak bu downregiilasyon metastaz kolayligi agisindan da O6nem
tasimaktadir (Shao vd., 2019). Bizim ¢aligmamizda da miR-22 ekspresyonunun timor
dokusunda saglikli dokuya gore anlamli derecede downregiile oldugu bulunmustur. Ayrica
calisma grubumuz i¢in ROC analizinde “sensitivite” degerleri incelendiginde -1,975 olarak
bulunmustur ve Cluster Analizi ile de bizim grubumuzda tanisal degere sahip oldugu

belirlenmistir.
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Shahabi ve ark. tarafindan yapilan caligmada miR-140 ekspresyonunun meme
kanserinde downregiile oldugu gosterilmistir (Shahabi vd., 2020). Yine literatiirde miR-140
downregiilasyonunun kot prognoz ile iligkili oldugu bildirilmistir (Zhou vd., 2019). Bizim
calismamizda da miR-140 ekspresyonunun tiimoér dokusunda saglikli dokuya gére anlamli
derecede downregiile oldugu bulunmustur. Calisma sonuglarimiz miR-140 i¢in ROC
analizinde “sensitivite” degerleri -2,780 olarak tespit edilmistir, Cluster analizi de ¢alisma

grubumuz i¢in tan1 koyma i¢in anlamli olarak yorumlamistir.

miR-328 i¢in yapilan ¢alismalarda meme kanserinde downregiile oldugu
bulunmustur (Al-Momany vd., 2021). Bu bulgular ¢alismamiz ile uyumludur. ROC analizi
ile incelendiginde sensitivitesi -3,535 olarak bulunmustur, bu deger de calismamizi anlaml

kilmaktadir.

Glukozun hiicre igine tasinmasinda yer alan GLUTI1 proteinin ekspresyonu
¢alismamizda kullanilan miR-22, miR140 ve miR328 tarafindan etkilenmektedir (He vd.,
2019, Yi vd., 2020, Chen vd., 2015). Kanserde artan glukoz metabolizmast; artan glikolize,
exprese edilen GLUT1, glukoz-6-fosfataz vb faktorlerin diizeylerine baghidir ve birkag
kanser tiirii ile de korele bulunmustur, FDG uptake degerleri GLUT lar ile korele bulunmus
olmakla birlikte GLUT1 diizeyleri ile FDG tutulumu arasinda korelasyon olmadigin1 belirten
caligmalarda vardir (Basu vd., 2014). FDG tutulumu ile proteinler arasindaki iliskiye yonelik
bulunan sonuglarin ¢aligmalar arasinda farklilik goéstermesi kanser tiirleri arasindaki
heterojeniteye bagli olabilecegi ve FDG tutulumunun tek bir proteindense birkag¢ proteinin
etkilesiminden etkilenebilecegi sonucuna yonlendirmektedir (Basu vd., 2014; Tixier vd.,
2014; Tixier vd., 2011). FDG/PET palpable meme kitlelerinde duyarliligini ispatlamis bir
yontemdir (Kumar vd., 2006), bu nedenle ¢alismamiza PET/BT 6lgiimii yapilan hastalar
dahil edildi. Bu nedenlerden dolayr miRNA’larin saglikli ve kanserli dokulardaki
degisimleri ile PET/BT arasinda iliski olup olmadigini aragtirmak istedik. Ancak yaptigimiz
caligmada kanserli dokularkaki SUVmax degerlerini  saglikli doku verisi ile
karsilastirdigimizda elde edilen sonu¢ anlamli olsa dahi miRNA’lar ile korelasyon

gostermedigini tespit ettik.

mMIRNA ile PET/BT degerlerinin korele ¢ikmamasinin nedenleri arasinda; rehberler
PET/BT’nin evre III meme kanserinde kullanilmasin1 6nermekle birlikte bazi ¢alismalar
evre IIB de de kullanilabilecegini belirtmektedir (Paydary vd., 2019). SUVmax degeri hem

tiimoriin malignite derecesi ile hem de lezyonun boyutu ile iligkilidir (Zhang vd., 2021).
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Calismamiza dahil 14 hastadan birer tane evre IIB ve IIIB hasta vardi, diger hastalarimiz

erken evre meme kanseri idi.

SUV degerleri hastanin viicut kitle endeksi, kan glukoz konsantrasyonu gibi
durumlardan etkilenmekle birlikte 6l¢iimde kullanilan cihazlarin, donanimlarin farkindan,
calisma yontemlerinin farkindan ve tercih edilen rekonstriiksiyon algoritmasindan da
etkilenir. Bu nedenle benign ve malign dokulardaki SUVmax degerleri arasinda PET
merkezleri arasinda anlamli farkliliklar olabilir (Zhang vd., 2021). Ayrica elde edilen SUV
degerleri meme dokusunun yogunlugundan dogrudan etkilenmektedir, meme yogunlugu

arttikca SUV degeri de artmaktadir (Kumar vd., 2006).

Su an kanser tanis1 koymada ve tedavi takibinde tek basina yeterli bir yontem yoktur
(Celik vd., 2019). Ancak kanser siiphesi olan hastalarda kanser tiiriine spesifik miRNA

bakilarak hedefe yonelik ileri aragtirmalar yapilabilir.

5.2. Sonug¢

Meme kanseri diinyada en sik goriilen kanser tiirlerinden biridir. Yiiksek metabolik
faaliyeti nedeni ile artmis glukoz alimi kanser hiicrelerinin biiyiimesinde onemli bir rol

oynar.

Kiigiik diizenleyici RNA molekiilleri olan mikroRNA’lar gen ekspresyonuna post
transkripsiyonel olarak etkiler. Onkojenik ve onkosupresor olarak gorev alirlar. miRNA’lar
hiicre metabolizmas1 tizerine etkileri arasinda glukoz transporter proteinleri (GLUT)

uzerinden de etkisi vardir.

miR-22, miR-140 ve miR-328’in GLUTI1 ekspresyonuna etkisi vardir, ayrica

onkosupresor olduklarindan meme kanserinde downregiile olmaktadirlar.

PET/BT hiicresel metabolik aktivitenin Ol¢iimii ile tomografik goriintiilerin
korelasyonu prensibi ile ¢alisir. Kanser hiicrelerinin metabolik faaliyeti arttig1 igin PET/PT
de glukoz muadili olan 18-FDG tutulum artmakta ve boylelikle dokunun metabolik faaliyeti
hakkinda bilgi edinilebilmektedir.
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Kanserli dokudaki miRNA degisimlerinin GLUT proteinlerine de etki eder. Timor
dokusuna 18-FDG alimu iizerine etki edebilecegi ve dolayist ile kanserli dokudaki miRNA
degisimi ile PET/BT den elde edilen SUVmax degerleri arasinda korelasyon olabilecegi

distinilmiistiir.

Calismamizda literatiir ile uyumlu olarak miR-22, miR-140 ve miR328 degerleri
kanserli dokuda normal doku ile kiyaslandiginda anlamli downregiile bulunmustur. Ancak
calisilan miRNA’lardaki saglikli ve kanserli dokular arasinda goriilen degisim ile kanserli

dokulara ait SUVmax degerleri arasinda anlamli korelasyon tespit edilememistir.

miRNA’lar tiikiiriik, kan, gaita, parafin blok ve dokudan analiz edilebilmektedir.
miRNA’lar ¢esitli tlimorlere spesifik olarak gruplandirildiginda tiimoér markirlar: gibi kanser
takibinde ve hatta siiphe aninda tan1 dogrulamada kullanim potansiyeline sahip bir parametre

olabilecegi diisiliniilebilmektedir.

48



KAYNAKCA

Akram, M., Igbal, M., Daniyal, M., ve Khan, A. U. (2017). Awareness and current
knowledge of breast cancer. Biological research, 50 (1), 1-23.

Al-Momany, B., Hammad, H., veAhram, M. (2021). Dihydrotestosterone Induces Chemo-
Resistance of Triple-Negative Breast MDA-MB-231 Cancer Cells Towards
Doxorubicin Independent of ABCG2 and miR-328-3p. Curr Mol Pharmacol, 14 (5),
860-870.

Alanazi, I. O., ve Khan, Z. (2016). Understanding EGFR Signaling in Breast Cancer and
Breast Cancer Stem Cells: Overexpression and Therapeutic Implications. Asian Pac
J Cancer Prev, 17 (2), 445-453.

Ali, R., ve Wendt, M. K. (2017). The paradoxical functions of EGFR during breast cancer
progression. Signal Transduct Target Ther, 2, 16042-.

Ali Syeda, Z., Langden, S. S. S., Munkhzul, C., Lee, M., ve Song, S. J. (2020). Regulatory
Mechanism of MicroRNA Expression in Cancer. Int J Mol Sci, 21 (5).

Ameres, S. L., veZamore, P. D. (2013). Diversifying microRNA sequence and function. Nat
Rev Mol Cell Biol, 14 (8), 475-488.

Appert-Collin, A., Hubert, P., Crémel, G., veBennasroune, A. (2015). Role of ErbB

Receptors in Cancer Cell Migration and Invasion. Front Pharmacol, 6, 283.

Armitage, P., ve Doll, R. (2004). The age distribution of cancer and a multi-stage theory of
carcinogenesis. Br J Cancer, 91 (12), 1983-1989.

Aza-Blanc, P., Cooper, C. L., Wagner, K., Batalov, S., Deveraux, Q. L., ve Cooke, M. P.
(2003). Identification of modulators of TRAIL-induced apoptosis via RNAi-based
phenotypic screening. Mol Cell, 12 (3), 627-637.

Balmaiia, J., Diez, O., Rubio, I. T., ve Cardoso, F. (2011). BRCA in breast cancer: ESMO
Clinical  Practice  Guidelines. Ann  Oncol, 22 Suppl 6, Vi3l-34.
doi:10.1093/annonc/mdr373

Basu, S., Hess, S., Nielsen Braad, P. E., Olsen, B. B., Inglev, S., veHgilund-Carlsen, P. F.
(2014). The Basic Principles of FDG-PET/CT Imaging. PET Clin, 9 (4), 355-370, v.

49



Bernstein, E., Caudy, A. A., Hammond, S. M., ve Hannon, G. J. (2001). Role for a bidentate
ribonuclease in the initiation step of RNA interference. Nature, 409 (6818), 363-366.

Berti, F. C. B., Salviano-Silva, A., Beckert, H. C., de Oliveira, K. B., Cipolla, G. A,
veMalheiros, D. (2019). From squamous intraepithelial lesions to cervical cancer:
Circulating microRNAs as potential biomarkers in cervical carcinogenesis.
BiochimBiophys Acta Rev Cancer, 1872 (2), 188306.

Bohnsack, M. T., Czaplinski, K., veGorlich, D. (2004). Exportin 5 is a RanGTP-dependent
dsRNA-binding protein that mediates nuclear export of pre-miRNAs. Rna, 10 (2),
185-191.

Brewer, H. R., Jones, M. E., Schoemaker, M. J., Ashworth, A., veSwerdlow, A. J. (2017).
Family history and risk of breast cancer: an analysis accounting for family structure.
Breast Cancer Res Treat, 165 (1), 193-200.

Chang, J. C., veKundranda, M. (2017). Novel Diagnostic and Predictive Biomarkers in

Pancreatic Adenocarcinoma. Int J Mol Sci, 18 (3).

Chen, B., Liu, Y., Jin, X, Lu, W., Liu, J., Xia, Z., . .. Liang, S. (2014). MicroRNA-26a
regulates glucose metabolism by direct targeting PDHX in colorectal cancer cells.
BMC Cancer, 14, 443.

Chen, B., Tang, H., Liu, X,, Liu, P, Yang, L., Xie, X., ... Wei, W. (2015). miR-22 as a
prognostic factor targets glucose transporter protein type 1 in breast cancer. Cancer
Lett, 356 (2 Pt B), 410-417.

Chen, L., Heikkinen, L., Wang, C., Yang, Y., Sun, H., ve Wong, G. (2019). Trends in the
development of miRNA bioinformatics tools. Brief Bioinform, 20 (5), 1836-1852.

Chen, Y., ve Olopade, O. I. (2008). MYC in breast tumor progression. Expert Rev
Anticancer Ther, 8 (10), 1689-1698.

Chendrimada, T. P., Gregory, R. ., Kumaraswamy, E., Norman, J., Cooch, N., Nishikura,
K., veShiekhattar, R. (2005). TRBP recruits the Dicer complex to Ago2 for
microRNA processing and gene silencing. Nature, 436 (7051), 740-744.

Clemmesen, J. (1948). Carcinoma of the breast; results from statistical research. Br J Radiol,
21 (252), 583-590.

50



Coleman, M. P., Quaresma, M., Berrino, F., Lutz, J. M., De Angelis, R., Capocaccia, R., . .
.Young, J. L. (2008). Cancer survival in five continents: a worldwide population-
based study (CONCORD). Lancet Oncol, 9 (8), 730-756.

Correia de Sousa, M., Gjorgjieva, M., Dolicka, D., Sobolewski, C., veFoti, M. (2019).
Deciphering miRNASs' Action through miRNA Editing. Int J Mol Sci, 20 (24).

Celik, F., Tan, Y. Z., Ozdemir, S., veSilan, F. (2019). Comparison of SUV (max) Values
Obtained from F-18 FDG PET/CT and Cell-free DNA Levels Measured from Plasma
in Oncology Patients. Mol Imaging RadionuclTher, 28 (2), 46-52.

Deng, C. X. (2006). BRCAZ1: cell cycle checkpoint, genetic instability, DNA damage
response and cancer evolution. Nucleic Acids Res, 34 (5), 1416-1426.

Denli, A. M., Tops, B. B., Plasterk, R. H., Ketting, R. F., ve Hannon, G. J. (2004). Processing
of primary microRNAs by the Microprocessor complex. Nature, 432 (7014), 231-
235.

Dine, J., ve Deng, C. X. (2013). Mouse models of BRCA1 and their application to breast
cancer research. Cancer Metastasis Rev, 32 (1-2), 25-37.

Ebert, M. S., ve Sharp, P. A. (2012). Roles for microRNAs in conferring robustness to
biological processes. Cell, 149 (3), 515-524.

Edge, S. B., ve Compton, C. C. (2010). The American Joint Committee on Cancer: the 7th
edition of the AJCC cancer staging manual and the future of TNM. Ann Surg Oncol,
17 (6), 1471-1474.

Fang, Z., Yin, S, Sun, R., Zhang, S., Fu, M., Wu, Y., . .. Li, Y. (2017). miR-140-5p
suppresses the proliferation, migration and invasion of gastric cancer by regulating
YES1. Mol Cancer, 16 (1), 139.

Fernandez-Medarde, A., ve Santos, E. (2011). Ras in cancer and developmental diseases.
Genes Cancer, 2 (3), 344-358.

Finnegan, E. F., & Pasquinelli, A. E. (2013). MicroRNA biogenesis: regulating the
regulators. Crit Rev Biochem Mol Biol, 48(1), 51-68.

o1



Ganapathy, V., Thangaraju, M., ve Prasad, P. D. (2009). Nutrient transporters in cancer:
relevance to Warburg hypothesis and beyond. PharmacolTher, 121 (1), 29-40.

Gleason, M. X., Mdzinarishvili, T., ve Sherman, S. (2012). Breast cancer incidence in black
and white women stratified by estrogen and progesterone receptor statuses. PLoS
One, 7 (11), e49359.

Gorospe, L., Raman, S., Echeveste, J., Avril, N., Herrero, Y., veHernaNdez, S. (2005).
Whole-body PET/CT: spectrum of physiological variants, artifacts and interpretative
pitfalls in cancer patients. NucIMed Commun, 26 (8), 671-687.

Grabellus, F., Sheu, S. Y., Bachmann, H. S., Lehmann, N., Otterbach, F., Heusner, T. A., ..
. Stahl, A. R. (2010). The Xbal G>T polymorphism of the glucose transporter 1 gene
modulates 18F-FDG uptake and tumor aggressiveness in breast cancer. J Nucl Med,
51 (8), 1191-1197.

Green, A. R., Aleskandarany, M. A., Agarwal, D., Elsheikh, S., Nolan, C. C., Diez-
Rodriguez, M., . . . Rakha, E. A. (2016). MYC functions are specific in biological
subtypes of breast cancer and confers resistance to endocrine therapy in luminal
tumours. Br J Cancer, 114 (8), 917-928.

Gregory, R. I., Yan, K. P.,, Amuthan, G., Chendrimada, T., Doratotaj, B., Cooch, N.,
veShiekhattar, R. (2004). The Microprocessor complex mediates the genesis of
microRNAs. Nature, 432 (7014), 235-240.

Haase, A. D., Jaskiewicz, L., Zhang, H., Lainé, S., Sack, R., Gatignol, A., veFilipowicz, W.
(2005). TRBP, a regulator of cellular PKR and HIV-1 virus expression, interacts with
Dicer and functions in RNA silencing. EMBO Rep, 6 (10), 961-967.

Han, J., Lee, Y., Yeom, K. H., Nam, J. W., Heo, I., Rhee, J. K, ... Kim, V. N. (2006).
Molecular basis for the recognition of primary microRNAs by the Drosha-DGCR8
complex. Cell, 125 (5), 887-901.

Harbeck, N., ve Gnant, M. (2017). Breast cancer. Lancet, 389 (10074), 1134-1150.

He, Y., Deng, F., Zhao, S., Zhong, S., Zhao, J., Wang, D., . . . Zhou, Z. (2019). Analysis of
MIRNA-mRNA network reveals miR-140-5p as a suppressor of breast cancer
glycolysis via targeting GLUTL1. Epigenomics, 11 (9), 1021-1036.

52



Horn, J., Asvold, B. O., Opdahl, S., Tretli, S., veVatten, L. J. (2013). Reproductive factors
and the risk of breast cancer in old age: a Norwegian cohort study. Breast cancer
research and treatment, 139 (1), 237-243.

Hussein, Y. R., Bandyopadhyay, S., Semaan, A., Ahmed, Q., Albashiti, B., Jazaerly, T., ...
Ali-Fehmi, R. (2011). Glut-1 Expression Correlates with Basal-like Breast Cancer.
Transl Oncol, 4 (6), 321-327.

Jung, M., Russell, A. J., Liu, B., George, J., Liu, P. Y., Liu, T., ... Henderson, M. J. (2017).
A Myc Activity Signature Predicts Poor Clinical Outcomes in Myc-Associated
Cancers. Cancer Res, 77 (4), 971-981.

Key, T. J., Appleby, P. N., Reeves, G. K., Travis, R. C., Alberg, A. J., Barricarte, A., . . .
Vineis, P. (2013). Sex hormones and risk of breast cancer in premenopausal women:
a collaborative reanalysis of individual participant data from seven prospective
studies. Lancet Oncol, 14 (10), 1009-10109.

Khvorova, A., Reynolds, A., ve Jayasena, S. D. (2003). Functional siRNAs and miRNAs
exhibit strand bias. Cell, 115 (2), 209-216.

Kim, A., Jang, M. H., Lee, S. J., ve Bae, Y. K. (2017). Mutations of the Epidermal Growth
Factor Receptor Gene in Triple-Negative Breast Cancer. J Breast Cancer, 20 (2),
150-159.

Kim, V. N., Han, J., veSiomi, M. C. (2009). Biogenesis of small RNAs in animals. Nat Rev
Mol Cell Biol, 10 (2), 126-139.

Kuchenbaecker, K. B., Hopper, J. L., Barnes, D. R., Phillips, K. A., Mooij, T. M., Roos-

Blom, M. J,, . .. Olsson, H. (2017). Risks of Breast, Ovarian, and Contralateral
Breast Cancer for BRCA1 and BRCA2 Mutation Carriers. Jama, 317 (23), 2402-
2416.

Kumar, R., Chauhan, A., Zhuang, H., Chandra, P., Schnall, M., veAlavi, A. (2006).
Standardized uptake values of normal breast tissue with 2-deoxy-2-[F-18]fluoro-D:
-glucose positron emission tomography: variations with age, breast density, and

menopausal status. Mol Imaging Biol, 8 (6), 355-362.

53



Lagos-Quintana, M., Rauhut, R., Lendeckel, W., veTuschl, T. (2001). Identification of
novel genes coding for small expressed RNAS. Science, 294 (5543), 853-858.

Landthaler, M., Yalcin, A., ve Tuschl, T. (2004). The human DiGeorge syndrome critical
region gene 8 and Its D. melanogaster homolog are required for miRNA biogenesis.
Curr Biol, 14 (23), 2162-2167.

Lee, R. C., Feinbaum, R. L., veAmbros, V. (1993). The C. elegans heterochronic gene lin-
4 encodes small RNAs with antisense complementarity to lin-14. Cell, 75 (5), 843-
854.

Lee, Y., Ahn, C., Han, J., Choi, H., Kim, J., Yim, J., . . . Kim, V. N. (2003). The nuclear
RNase 111 Drosha initiates microRNA processing. Nature, 425 (6956), 415-419.

Lee, Y. S., Nakahara, K., Pham, J. W., Kim, K., He, Z., Sontheimer, E. J., veCarthew, R. W.
(2004). Distinct roles for Drosophila Dicer-1 and Dicer-2 in the siRNA/miRNA
silencing pathways. Cell, 117 (1), 69-81.

Li, Q. Yao, Y., Eades, G., Liu, Z., Zhang, Y., ve Zhou, Q. (2014). Downregulation of miR-
140 promotes cancer stem cell formation in basal-like early stage breast cancer.
Oncogene, 33 (20), 2589-2600.

Li, Z., Gong, X., Zhang, W., Zhang, J., Ding, L., Li, H., . .. Tang, J. (2019). Inhibition of
miRNA-34a promotes triple negative cancer cell proliferation by promoting glucose
uptake. Exp Ther Med, 18 (5), 3936-3942.

Lund, E., Giittinger, S., Calado, A., Dahlberg, J. E., veKutay, U. (2004). Nuclear export of
microRNA precursors. Science, 303 (5654), 95-98.

Ma, H., Liu, T., Xu, Y., Wang, X., Wang, J., ve Liu, X. (2020). MiR-519d and miR-328-3p
Combinatorially Suppress Breast Cancer Progression. Onco Targets Ther, 13, 12987-
12997.

Macheda, M. L., Rogers, S., ve Best, J. D. (2005). Molecular and cellular regulation of
glucose transporter (GLUT) proteins in cancer. J Cell Physiol, 202 (3), 654-662.

Majeed, W., Aslam, B., Javed, I., Khalig, T., Muhammad, F., Ali, A., ve Raza, A. (2014).
Breast cancer: major risk factors and recent developments in treatment. Asian Pac J
Cancer Prev, 15 (8), 3353-3358.

54



Mavaddat, N., Peock, S., Frost, D., Ellis, S., Platte, R., Fineberg, E., . . . Easton, D. F. (2013).
Cancer risks for BRCA1 and BRCA2 mutation carriers: results from prospective
analysis of EMBRACE. J Natl Cancer Inst, 105 (11), 812-822.

Miki, Y., Swensen, J., Shattuck-Eidens, D., Futreal, P. A., Harshman, K., Tavtigian, S., . ..
vd. (1994). A strong candidate for the breast and ovarian cancer susceptibility gene
BRCAL. Science, 266 (5182), 66-71.

Moses, W. W. (2011). Fundamental Limits of Spatial Resolution in PET. Nucllnstrum
Methods Phys Res A, 648 Supplement 1, S236-5240.

Nelson, C. A., Wang, J. Q., Leav, I, ve Crane, P. D. (1996). The interaction among glucose
transport, hexokinase, and glucose-6-phosphatase with respect to 3H-2-

deoxyglucose retention in murine tumor models. Nucl Med Biol, 23 (4), 533-541.

Pandey, A. K., Zhang, Y., Zhang, S., Li, Y., Tucker-Kellogg, G., Yang, H., ve Jha, S. (2015).
TIP60-miR-22 axis as a prognostic marker of breast cancer progression. Oncotarget,
6 (38), 41290-41306.

Pase, L., Layton, J. E., Kloosterman, W. P., Carradice, D., Waterhouse, P. M., veLieschke,
G.J. (2009). miR-451 regulates zebrafish erythroid maturation in vivo via its target
gata2. Blood, 113 (8), 1794-1804.

Pasquinelli, A. E., Reinhart, B. J., Slack, F., Martindale, M. Q., Kuroda, M. I., Maller, B., .
.. Ruvkun, G. (2000). Conservation of the sequence and temporal expression of let-
7 heterochronic regulatory RNA. Nature, 408 (6808), 86-89.

Patel, J. B., Appaiah, H. N., Burnett, R. M., Bhat-Nakshatri, P., Wang, G., Mehta, R., . . .
Nakshatri, H. (2011). Control of EVI-1 oncogene expression in metastatic breast
cancer cells through microRNA miR-22. Oncogene, 30 (11), 1290-1301.

Paydary, K., Seraj, S. M., Zadeh, M. Z., Emamzadehfard, S., Shamchi, S. P., Gholami, S., .
.. Alavi, A. (2019). The Evolving Role of FDG-PET/CT in the Diagnosis, Staging,
and Treatment of Breast Cancer. Mol Imaging Biol, 21 (1), 1-10.

Pronina, I. V., Loginov, V. I., Burdennyy, A. M., Fridman, M. V., Senchenko, V. N.,
Kazubskaya, T. P., . . . Braga, E. A. (2017). DNA methylation contributes to

55



deregulation of 12 cancer-associated microRNAs and breast cancer progression.
Gene, 604, 1-8.

Pylayeva-Gupta, Y., Grabocka, E., ve Bar-Sagi, D. (2011). RAS oncogenes: weaving a
tumorigenic web. Nat Rev Cancer, 11 (11), 761-774.

Ray, A., ve Ray, B. K. (2015). Induction of Ras by SAF-1/MAZ through a feed-forward

loop promotes angiogenesis in breast cancer. Cancer Med, 4 (2), 224-234.

Reinhart, B. J., Slack, F. J., Basson, M., Pasquinelli, A. E., Bettinger, J. C., Rougvie, A. E.,
... Ruvkun, G. (2000). The 21-nucleotide let-7 RNA regulates developmental timing
in Caenorhabditis elegans. Nature, 403 (6772), 901-906.

Rodriguez, A., Griffiths-Jones, S., Ashurst, J. L., ve Bradley, A. (2004). Identification of
mammalian microRNA host genes and transcription units. Genome Res, 14 (10a),
1902-1910.

Santasusagna, S., Moreno, 1., Navarro, A., Mufioz, C., Martinez, F., Hernandez, R., . . .
Monzo, M. (2018). miR-328 mediates a metabolic shift in colon cancer cells by
targeting SLC2A1/GLUT1. Clin Transl Oncol, 20 (9), 1161-1167.

Schwarz, D. S., Hutvagner, G., Du, T., Xu, Z., Aronin, N., veZamore, P. D. (2003).
Asymmetry in the assembly of the RNAi enzyme complex. Cell, 115 (2), 199-208.

Shahabi, A., Naghili, B., Ansarin, K., Montazeri, V., veZarghami, N. (2020). miR-140 and
miR-196a as Potential Biomarkers in Breast Cancer Patients. Asian Pac J Cancer
Prev, 21 (7), 1913-1918.

Shao, Y., Yao, Y., Xiao, P., Yang, X., ve Zhang, D. (2019). Serum miR-22 Could be a

Potential Biomarker for the Prognosis of Breast Cancer. Clin Lab, 65 (4).

Siegel, R. L., Miller, K. D., veJemal, A. (2017). Cancer Statistics, 2017. CA Cancer J Clin,
67 (1), 7-30.

Siewertsz van Reesema, L. L., Lee, M. P., Zheleva, V., Winston, J. S., O'Connor, C. F.,
Perry, R. R., . .. Tang, A. H. (2016). RAS pathway biomarkers for breast cancer
prognosis. Clin Lab Int, 40, 18-23.

Siomi, H., veSiomi, M. C. (2010). Posttranscriptional regulation of microRNA biogenesis
in animals. Mol Cell, 38 (3), 323-332.

56



Sun, Y. S, Zhao, Z., Yang, Z. N., Xu, F., Lu, H. J., Zhu, Z. Y., ... Zhu, H. P. (2017). Risk
Factors and Preventions of Breast Cancer. Int J Biol Sci, 13 (11), 1387-1397.

Szablewski, L. (2013). Expression of glucose transporters in cancers. BiochimBiophys Acta,
1835 (2), 164-169.

Tang, J., Ahmad, A., ve Sarkar, F. H. (2012). The role of microRNAs in breast cancer
migration, invasion and metastasis. Int J Mol Sci, 13 (10), 13414-13437.

Tixier, F., Hatt, M., Valla, C., Fleury, V., Lamour, C., Ezzouhri, S., . . . Le Rest, C. C.
(2014). Visual versus quantitative assessment of intratumor 18F-FDG PET uptake
heterogeneity: prognostic value in non-small cell lung cancer. J Nucl Med, 55 (8),
1235-1241.

Tixier, F., Le Rest, C. C., Hatt, M., Albarghach, N., Pradier, O., Metges, J. P., . . . Visvikis,
D. (2011). Intratumor heterogeneity characterized by textural features on baseline
18F-FDG PET images predicts response to concomitant radiochemotherapy in
esophageal cancer. J Nucl Med, 52 (3), 369-378.

Vesuna, F., Lisok, A., van Diest, P., ve Raman, V. (2021). Twist activates miR-22 to
suppress estrogen receptor alpha in breast cancer. Mol Cell Biochem, 476 (6), 2295-
2306.

Wooster, R., Bignell, G., Lancaster, J., Swift, S., Seal, S., Mangion, J., . . . Micklem, G.
(1995). Identification of the breast cancer susceptibility gene BRCA2. Nature, 378
(6559), 789-792.

Xiao, B., Chen, D., Zhou, Q., Hang, J., Zhang, W., Kuang, Z., . .. Li, L. (2019). Glutamate
metabotropic receptor 4 (GRM4) inhibits cell proliferation, migration and invasion
in breast cancer and is regulated by miR-328-3p and miR-370-3p. BMC Cancer, 19
(1), 891.

Xie, Z., Johansen, L. K., Gustafson, A. M., Kasschau, K. D., Lellis, A. D., Zilberman, D., .
.. Carrington, J. C. (2004). Genetic and functional diversification of small RNA
pathways in plants. PLoS Biol, 2 (5), E104.

Yamada, T., Uchida, M., Kwang-Lee, K., Kitamura, N., Yoshimura, T., Sasabe, E., ve

Yamamoto, T. (2012). Correlation of metabolism/hypoxia markers and

57



fluorodeoxyglucose uptake in oral squamous cell carcinomas. Oral Surg Oral Med
Oral Pathol Oral Radiol, 113 (4), 464-471.

Yeom, K. H., Lee, Y., Han, J., Suh, M. R., ve Kim, V. N. (2006). Characterization of
DGCRS8/Pasha, the essential cofactor for Drosha in primary miRNA processing.
Nucleic Acids Res, 34 (16), 4622-4629.

Yi, R., Qin, Y., Macara, I. G., ve Cullen, B. R. (2003). Exportin-5 mediates the nuclear
export of pre-microRNAs and short hairpin RNAs. Genes Dev, 17 (24), 3011-3016.

Yi, W.,, Tu, M. J., Liu, Z., Zhang, C., Batra, N., Yu, A. X,, ve Yu, A. M. (2020).
Bioengineered miR-328-3p modulates GLUT1-mediated glucose uptake and
metabolism to exert synergistic antiproliferative effects with chemotherapeutics.
Acta Pharm Sin B, 10 (1), 159-170.

Zang, Z., Guan, W., Chen, D., Han, Y., Shi, Z., ve Zhou, J. (2016). Association Between
microRNA-125a rs12976445 C>T Polymorphism and 18F-Fluorodeoxyglucose
(18FDG) Uptake: Clinical and Metabolic Response in Patients with Non-Small Cell
Lung Cancer. Med Sci Monit, 22, 4186-4192.

Zeng, Y., ve Cullen, B. R. (2004). Structural requirements for pre-microRNA binding and
nuclear export by Exportin 5. Nucleic Acids Res, 32 (16), 4776-4785.

Zhang, D., LaFortune, T. A., Krishnamurthy, S., Esteva, F. J., Cristofanilli, M., Liu, P., . ..
Ueno, N. T. (2009). Epidermal growth factor receptor tyrosine kinase inhibitor
reverses mesenchymal to epithelial phenotype and inhibits metastasis in
inflammatory breast cancer. Clin Cancer Res, 15 (21), 6639-6648.

Zhang, J., Shi, X., Xiao, Y., Ma, C., Cao, G., Liu, Y., ve Li, Y. (2021). Early SUV (max) is
the best predictor of axillary lymph node metastasis in stage 11 breast cancers. Quant
Imaging Med Surg, 11 (5), 1680-1691.

Zhou, Y., Wang, B., Wang, Y., Chen, G., Lian, Q., ve Wang, H. (2019). miR-140-3p inhibits
breast cancer proliferation and migration by directly regulating the expression of
tripartite motif 28. Oncol Lett, 17 (4), 3835-3841.

Zhuang, H. M., Cortés-Blanco, A., Pourdehnad, M., Adam, L. E., Yamamoto, A. J.,
Martinez-Lazaro, R., . . . Alavi, A. (2001). Do high glucose levels have differential

58



effect on FDG uptake in inflammatory and malignant disorders? Nucl Med Commun,
22 (10), 1123-1128.

59



EKLER
EK1 Etik kurul Onay1



EK1

ETiK KURUL ONAYI
T
CANAKKALE ONSEKIZ MART UNIVERSITESI REKTORLUGU / 12
Klinik Arastirmalar Etik Kurulu S
Say1 @ E-18920478-050.01.04-2100204151 22.10.2021
Konu : Bagvuru Incelemesi(Dog. Dr. Meliha

Merve CICEKLIYURT)

Saym Dog¢. Dr. Meliha Merve CICEKLIYURT

Yiirtitiictiligiinti yapmis oldugunuz "Meme kanserinde 18-FDG PET/BT sonucu ile dokudaki
miR-22, miR-328-3p ve miR-140 mikro RNAlarmnin ekspresyonlarinin korelasyonlarmin arastirtlmasi”
baslikli 2011-KAEK-27/2021-2100142473 no' lu projeniz ile ilgili olarak Klinik Arastimalar Etik
Kurulunun almis oldugu 20.10.2021 tarih ve 07-26 no' Iu karar1 asagidadir.

Bilgilerinize rica ederim.

Karar Tarihi : 20.10.2021
Karar No : 2021-07

Karar-26) 2011-KAEK-27/2021-2100142473 no' lu arastirma Etik Kurul {yeleri tarafindan
degerlendirilmistir. Yardime:r aragtirmaci Dr. Ogr. Uyesi O N G( _ 'nin sunumunun
dinlenmesinin ve raportériin  haziladigi  degerlendirmenin okunmasi sonrasinda  yapilan
oylamada “ETIK KURUL ONAYINI ALIR.” Karar1 verilmistir.



