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1.Proje Ozeti:

Meme kanseri; farkli biyolojik davranig gosteren, farkli Klinik-patolojik ve molekuler 6zelliklere
sahip, ¢ok sayida alt tipi bulunan heterojen bir hastaliktir. Dlinyada, kadinlar arasinda kanser
kaynakli 61im sebepleri arasinda ilk sirada yer almaktadir (1). Cok sayida alt tipi bulunan meme
kanseri, 0strojen reseptoru (ER), progesteron reseptori (PR) ve insan epidermal buytime faktorii 2
(HER2) gibi molekiiler belirteclerin varligina gére Luminal A, Luminal B, HER2(+) ve Uclii
Negatif Meme Kanseri (UNMK) olmak (izere 4 molekiiler alt tipe ayrilmaktadir (2). UNMK ER,
PR hormon reseptdrleri ve HER2’nin negatif oldugu bir meme kanseri alt tipidir. Agresif bir klinik
seyir, kotii prognoz ve yiksek hiicre proliferasyonu ile Karakterize edilmistir (3). UNMK
hastalarinin sag kalim stresi ise diger meme kanseri alt tiplerine sahip hastalara gore daha kisadir
ve 5 yillik sag kalim oran1 %60°tir (4). UNMK ’de metastaz sonras: ortalama hayatta kalma stiresi
sadece 13,3 aydir ve ameliyat sonrasi nilks oram1 %25’¢ kadar c¢ikmaktadir (5). UNMK
hastalarinda niiks stiresi 19-40 aydir. UNMK hastalarinin niiksii takip eden 3 ay icinde 61im orani
%75’e kadar yiikselmektedir (6,7). UNMK ’nin molekiiler heterojenitesi, tedavide uygulanacak
Klinik tedavi yaklasimlarimi oldukca zora sokmaktadir (8). Lehmann ve ark. (2011) 587 UNMK
vakasinda belirlenen gen ekspresyonu isaretlerini tespit ederek alt1 farkli molekiiller UNMK alt tipi
belirledi. Bu alt tipler bazal benzeri 1 (BL1), bazal benzeri 2 (BL2), immunomodulator,
mezenkimal (M), mezenkimal kok hicre benzeri (MSL) ve luminal androjen reseptori (LAR)
seklinde siiflandirilmustir. Ekspresyon analizleri sonucu belirlenen bu alt tipler oldukca heterojen
olmakla birlikte, baz1 alt gruplar arasindaki yuksek ekspresyon profil benzerlikleri, gruplar
arasindaki net ayrimin saglanmasini zorlastirmaktadir. Bu dogrultuda alt tiplerin belirlenmesinde
yeni prognostik biyobelirteclere ihtiya¢ duyulmaktadir (8,9). Guniimuzde, kisith geleneksel
prognostik faktorlerin yaninda (Lenf nodu metastazi, timor boyutu, timor evresi vb.) klinik
sonuglar1 6ngdrmede daha ¢ok kabul goren gesitli molekdler testler gelistirilmektedir. Bu testleri,
son yillarda diinya genelinde en sik kullanilan ¢oklu gen panelleri olusturmaktadir ve belirli bir
biyolojik drnek tizerinde ¢oklu gen ifadesinin degerlendirilmesini saglarlar. GUniimizde tan1 almis
hastalari, uygulanan tedavinin yan etkilerinden korumak, hastalarda niksi éngérmek ve adjuvan
kemoterapinin erken evre meme kanseri hastalarinda dogru bir sekilde dnerilmesini saglamak igin
tasarlanmig; Onkotype DX, MammaPrint, PAMS50 / Prosigna, EndoPredict, MapQuant Dx, IHC4,
Theros Breast Cancer Index (TBCI), BluePrint ve uPA/PAI-1 gibi bircok coklu gen paneli
bulunmaktadir. Ancak meme kanserinin en agresif alt tipi olan UNMK icin kullanima sunulan gen
paneli bulunmamaktadir. Gunimiizde Ulusal Kapsamli Kanser Agi Kilavuzu (NCCN), Amerika
Klinik Onkoloji Dernegi (ASCO), Ulusal Saglik ve Bakim Mukemmeliyeti Enstittist (NICE), St.
Gallen ve Avrupa Tibbi Onkoloji Dernegi (ESMO) igerisinde de belli kriterler dahilinde gen
panelleri onerilmektedir. Meme kanserinde alt tiplerin belirlenmesi igin yurt disindan temin edilen
patentli gen paneli testlerinin ylksek maliyetli olmas1 hastalarin bu testlere ulasimini daha zor hale
getirmekle beraber meme kanseri alt tiplerinde sagkalim orani en diisiik ve kOti prognoz orani en
yiiksek alt tipi olan UNMK icin yaygin bir gen panelinin bulunmamas1 bu grup icin tedavi
stratejilerini zora sokmaktadir. Bu bakimdan, UNMK hasta grubu igin tilkemizde daha diisiik
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maliyetli, daha kapsamli bir analizi miumkin kilan bir gen panelinin (retilmesine ihtiyac
duyulmaktadir. Bu dogrultuda belirlenen 18 genin ve 2 referans genin molekiler dizeyde
ekspresyon profillerinin degerlendirilmesi ve elde edilen bulgulara parallel UNMK’nin alt
tiplendirmesini saglayan gen panelinin gelistirilmesi amaglanmaktadir.

2. Sorun: Yeni tan1 konmus meme kanserli hastalarda prognostik ve prediktif biyobelirteclerin
belirlenmesi, uygulanacak tedavi protokollerinin olusturulmasinda énemli oldugu gibi hastaligin
prognozu ve hastanin sagkalimi ag¢isindan da oldukg¢a 6nemlidir. Bu dogrultuda bireye 6zgl tedavi
protokollerinin diizenlemesinde kullanilabilecek molekiiler diizeyde spesifik c¢alismalarin
yapilmasina ihtiya¢ duyulmaktadir. Her ne kadar meme kanseri icin prognostik ve prediktif
biyobelirteglerin tanimlanmasinda ve onaylanmasinda 6nemli ilerlemeler kaydedilmisse de, bu
alanda Ozellikle testlerin hassasiyetinin gelistirilmesiyle ilgili araliklar mevcuttur. Glinlimiizde
ozellikle meme kanserinde kullanilmaya baslanan, ¢oklu gen testleri ile ilgili en 6nemli sorun,
testlerin analiz ve degerlendirme asamalarinin yurtdisina bagimli olarak gergeklestirilmesidir. Bu
durum, zaman kaybina yol agmakla birlikte tilkemizdeki hastalara ait genetik bilginin dis tilkelerle
paylasilmasinin  6niinii agmaktadir. Ikinci en 6nemli sorun ise, testlerin ddviz cinsinden
fiyatlandirilmasina bagl olarak iilkemizde sadece maddi durumu uygun olan belirli bir hasta
grubunun bu testleri yaptirabiliyor olmasidir.

3. COzim:

Meme kanserinde UNMK hastalarinda LAR alt grubunun belirlenmesi amaciyla AR, PGR, ESR1,
ERBB2 genlerinin ekspresyonun degerlendirildigi daha oOnceki caligmamiza ek olarak yeni
belirlenen 14 genin ekspresyonlar1 degerlendirilerek UNMK’de diger alt gruplarin ayriminin
saglanarak alt tiplendirmenin yapilmasi hedeflenmektedir. Mevcut projede olusturulmasi planlanan
coklu gen paneli ile UNMK hastalarinda BL 1, BL 2, M, ve LAR molekiiler alt tiplendirmesinin
gen ekspresyon analizi ile ayriminin yapilmasi, kemoterapiye duyarliligi ve niiks ihtimalini
ongormede kullanilabilecek genlerin molekiiler diizeyde ekspresyon profillerinin degerlendirilmesi
ve elde edilen bulgulara paralel risk degerlendirmesinin yapilmasi amaglanmaktadir. Elde edilecek
bireye 6zgu bulgular ile hastanin alt tipi belirlenerek klinikte bu alt tipe uygun kisiye 6zgii tedavi
protokolleri olusturulabilecektir.

Calismamizin temel amaci; yiliksek maliyeti nedeniyle yaygin sekilde kullanilamayan ve yurt
disindan temin edilen prognostik testlerin yerine, her hasta i¢in alt tiplendirmenin yapilmasi sonrasi
hastalar icin kisiye 6zgii tedavilerin belirlenmesine imkan taniyacak Tiirk popiilasyonuna 6zgii
UNMK hastalarinda daha diisiik maliyet ve daha kapsamli simiflandirmalart miimkiin kilan ¢oklu
gen panelinin dretilmesidir.
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Sekil 1. ESR1(a), PGR (b), HER2(c) ve AR(d) genlerinin (referans GAPDH) UNMK hastalarina
ait timor ve normal dokularmdaki mRNA ekspresyon seviyeleri

Ayrica, gelistirilen yeni ¢oklu gen paneli, tumoriin bireye 6zgii molekiiler siniflandirmasinin
yapilarak etkin tedavi protokollerinin gelistirilmesi ile hastanin gereksiz tedavi almasinin 6niine
gecilmesine, hem hasta sagliginda hem de iilkemiz saglik biitcesinde olusan zararlarin
azaltilmasina katki saglayacaktir.

Tablo 1. UNMK alt tiplerinin belirlenmesinde ekspresyonlar1 degerlendirilecek genler.

UNMK ALT
TiPI

GEN(LER)

ACIKLAMA(LAR)

IDO1

Anti-timor bagisikliginin baskilayicisi olarak islev goriir. Tiimorlerin%
50'sinden fazlasinda, tiimoral, stromal veya endotel hiicreleri tarafindan
eksprese edilir (timordeki ekspresyon daha kotii bir klinik sonugla iligkilidir).
Indoleamin 2,3-dioksijenaz (IDO) inhibisyonu, kanser htcrelerinin immiin
yanitinda rol oynar (10).

CXCL11

C-X-C motifli kemokin 11 proteinini kodlar. CXC kemokin ailesinin bir Gyesi
olan C-X-C Motif Chemokine Ligand 11'inmeme kanseri ilerlemesini
etkileyebilecegini ortaya konulmustur. CXCL11 yaklasik 8 ila 10 kDa'lik
kilcuk bir boyuta sahiptir ve kemotaksik yanit1 indiikklemek i¢in aktive olmus
T hiicrelerindeki proteini kodlar ve CXCR3 i¢in baskin ligand olarak kabul




Basal-
benzeri
immune-
activated
(BLIA)

edilir. Son yillarda, CXCL11'in bir onkogen oldugu bildirilmistir. Liu ve ark.
calismalarinda, CXCL11'in sitokin-sitokin reseptor etkilesim yolu ile iligkili
oldugunu ve meme kanserinde neoadjuvan kemoterapiyi degerlendirmek i¢in
bir biyobelirte¢ olabilecegi bulunmusgtur (11).

CXCL13

CXCL13, CXC kemokin ailesindendir. CXCL13’in meme kanseri
dokusundaki yiiksek ekspresyonu 6zellikle lenf nodu metastazi, uzak dokulara
metastaz, hastalik evresi ile iliskili oldugu ve ekspresyonunun meme kanseri
tanis1 ve prognozu i¢in potansiyel biyobelirtegler olarak islev gorebilecegi
diistinilmektedir (12).

LAMP3

Lizozom ile iliskili membran proteini 3 (LAMP3), otofaji siirecinde yer alan
LAMP-protein ailesinin bir Gyesidir. Meme kanserinde LAMP3'lin timor
hiicresi hipoksisi ile iligkisi olduguna dair kanitlar bulunmustur (13,14).

Basal-
benzeri
immune-
suppressed
(BLIS)

SOX8

Bu gen, embriyonik gelisimin diizenlenmesinde ve hiicre kaderinin
belirlenmesinde rol oynayan SOX (SRY ile iliskili HMG-box) transkripsiyon
faktorleri ailesinin bir Gyesini kodlar. Bu protein hiicresel proliferasyonu ve
tiimor bilyiimesini tesvik eder. Yiiksek SOX8 ekspresyonunun UNMK
patolojisi ile anlamli korelasyon gosterdigi ve kotii prognoz ile iliskili oldugu
tespit edilmistir (15).

FOXC1

Forkhead box protein C1-Transkripsiyonel koaktivator gorevi goriir. Ayrica
meme kanseri hiicrelerinde GLI2'nin DNA baglanma kapasitesini artirarak
transkripsiyonel bir koregulator gorevi gorur yiksek ekspresyonu, son
zamanlarda bazal benzeri meme kanserinin dnemli bir prognostik
biyobelirteci ve fonksiyonel diizenleyicisi olarak bildirilmistir (16,17).

FGFR2

FGFR?2 tarafindan kodlanan protein, amino asit dizisinin {iyeler arasinda ve
evrim boyunca yiiksek oranda korundugu fibroblast blylme faktori
reseptor ailesinin bir tyesidir. UNMK alt tiplerini karakterize etmek (izere
yapilan DNA ve RNA profillemesinde FGFR2 gen amplifikasyonunun
UNMK alt tiplerinden BLIS ile yiiksek iliskili oldugu saptanmustir (18).

Mezenkimal
(MES)

ADH1B

ADH1B tarafindan kodlanan protein, alkol dehidrogenaz ailesinin bir (yesidir.
Bu enzim ailesinin dyeleri, etanol, retinol, diger alifatik alkoller,
hidroksisteroidler ve lipit peroksidasyon iiriinleri dahil olmak izere ¢ok c¢esitli
substratlar1 metabolize eder. Alfa, beta ve gama alt birimlerinin birkag homo
ve heterodimerinden olusan bu kodlanmis protein, etanol oksidasyonu igin
yiiksek aktivite gosterir ve etanol katabolizmasinda 6nemli bir rol oynar.
ADHI1B'nin ekspresyon seviyesi meme kanserinde onemli dl¢lide azalmisg
oldugu ve ADHI1B"in yiiksek ekspresyon seviyesi, meme kanserinde daha
yuksek genel sagkalim oranlari ile iligkili oldugu goriilmiistir. ADHIB,
glikoliz/glukoneogenez, yag asidi metabolizmast ve meme kanserindeki
sitokrom P450 yolaklariyla gii¢lii bir sekilde iliskili oldugu saptanmistir (19).

ADIPOQ

Agirlikl olarak beyaz adipositler tarafindan salgilanan adiponektin , yag
dokularinda en ¢ok Uretilen hormon tiretimi saglayan gendir. Anti-enflamatuar
ve anti-aterojenik 6zelliklere sahiptir ve hiicresel proliferasyonu inhibe ettigi,
insiilin direncini azalttig1 ve apoptozu tesvik ettigi bilinmektedir. Meme
karsinogenezi ve progresyonunda koruyucu bir rol oynamaktadir (20).

CHAD

Kondrositlerin, fibroblastlarin ve osteoblastlarin baglanmasini tesvik eder.
Insan meme kanseri hiicre hattt MDA-MB-231, fare meme karsinomu 4T1
hiicre hattinda ve in vivo fare deneylerinde cylic CHAD ve timaor blyumesi
arasinda iliski oldugu saptanmustir (21).

Luminal

androgen

receptor
(LAR)

FOXA1

Nukleer hormon reseptorlerinin transkripsiyonel aktivitesini modiile eder.
ESR1 aracili transkripsiyonda yer alir. BCL2 ekspresyonunu inhibe ederek
apoptozun diizenlenmesinde rol oynar. FOXA1'in 6ncii islevi, luminal meme
kanserinde Ostrojene duyarli transkriptomlar olusturur (22).

Androjen reseptori, meme kanserinin tim evrelerinde eksprese edilir ve
hastaligin ilerlemesinde meme kanseri evresine bagli olarak ekspresyonu
farklilik gosterebilir. Meme kanserli hastalar arasinda AR ekspresyonunun
yaklasik %77 oldugu tahmin edilmektedir ve molekiiler alt tipleri arasinda




AR onemli 6l¢iide degismektedir (23). Androjen reseptoriiniin (AR) meme
kanserinin LAR alt tipinde yiiksek oranda eksprese edildigini ve mRNA
seviyesinin diger UNMK alt tiplerinde dokuz kat daha fazla oldugu tespit
edilmistir (24). UNMK'de AR pozitifligi olgularm %13-37'sinde mevcuttur
(25).

DHRS2, Dikarbonil bilesiklerinin indirgenmesini katalize eden NADPH'ye
bagimli oksidorediiktazi kodlar. Kanser hiicrelerinin ¢ogalmasini, gogiinii ve
DHRS2 | istilasini ve ayrica kanserde ROS Uretimini arttirir (26). ER + VE ER-
vakalarinin ekspresyon profillerinin incelendigi bir ¢aligmada, ER- meme
kanseri vakalarinda anlamli farkla DHRS2’in daha yilksek oranda eksprese
edilidgi belirtilmistir (27).

PGR geni, steroid reseptdrii siiper ailesinin bir tyesini kodlar ve PGR geni
hedef dokularda hiicresel proliferasyonu ve farklilasmayi etkiler. Progesteron
PGR reseptori (PgR) meme kanserinde en énemli prognostik ve prediktif
immunohistokimyasal belirteclerden biridir (28).

Steroid hormonlar1 ve reseptorleri, Okaryotik gen ekspresyonunun
diizenlenmesinde rol oynar ve hedef dokularda hicresel proliferasyonu ve
ESR1 farklilasmay1 etkiler. Ostrojen reseptdr a (ER o) kodlayan ESR1, uzun
zamandir meme kanserogenezi, gelisimi ve terapotikleri ile iligkili olarak
calisilmaktadir. Yiiksek Ostrojen seviyeleri, artmis meme kanseri riski ile
iliskilendirilmistir Preklinik ve klinik ¢aligmalar, ESR1 mutasyonlarinin primer
timorlerde  O6nceden  var  olabilecegini ve  metastaz  sirasinda
zenginlestirilebilecegini gostermistir. Ayrica, ESR1 mutasyonlari, timor
progresyonunu destekleyen bir transkripsiyonel profili ifade eder, bu da
secilmig ESR1 mutasyonlarinin metastazi etkileyebilecegini diisiindiirmektedir
(29).

Bu onkogenin amplifikasyonu veya asir1 ekspresyonunun bazi agresif meme
kanseri tiirlerinin  gelisiminde ve ilerlemesinde 6nemli bir rol oynadigi
gosterilmigtir. Son yillarda bu protein, meme kanseri hastalarinin yaklasik
%30'u igin énemli bir biyobelirte¢ ve tedavi hedefi haline gelmistir. Klinik
ERBB2 | arastirmalar, meme kanserli hastalarda, ErbB2 genini asir1 eksprese eden
timorlerin, diisik ErbB2 seviyelerini ifade eden timorlere kiyasla belirli
kemoterapi ajanlarma daha az yanit verdigini gostermistir, bu da ErbB2 asir1
ekspresyonunun meme kanserli hastalarda kemoterapiye zayif yanit i¢in bir
belirte¢ olarak kullanilabilecegini diisiindiirmektedir (30).

4. Yodntem

4.1 Hasta se¢imi ve materyalleri temini: Projede 40 UNMK hastasinin parafinize edilmis timor
dokular1 ve yine aym bireylere ait timor gozlenmeyen normal dokulari olmak iizere deneyde
toplamda 80 6rnegin kullanilmasi planlanmaktadir. Mevcut UNMK hastalarinda, AR, PGR, ESR1,
ERBB2 ve kontrol GAPDH genlerinin ekspresyonlarint degerlendirmek amaciyla materyallerin
kullanimi i¢in Bursa Uludag Universitesi Tip Fakiiltesi Klinik Arastirmalar Etik Kurulu’ndan
alinan 29.04.2020 tarihli 2020-7/23 karar nolu etik kurul belgesi mevcuttur yeni belirlenen genleri
degerlendirmek amaciyla ayn1 materyaller icin Bursa Uludag Universitesi Tip Fakiiltesi Klinik
Arastirmalar Etik Kurulu’na bagvurulmustur ve degerlendirmede olduguna dair izin belgesi
ektedir. Doku 6rneklerinden total RNA izolasyonu yapilacaktir. Elde edilen RNA 6rneklerinden
cDNA sentezi gergeklestirilecek, ardindan belirlenen genlerin  mRNA ifade diizeyleri
degerlendirilecektir. Elde edilecek veriler dogrultusunda belirlenen 18 genin ifade farkliliklari
degerlendirilecek ve hastalarin UNMK alt tipleri belirlenecektir.


https://en.wikipedia.org/wiki/Gene_duplication
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4.2 RNA izolasyonu: Parafinize dokudan RNA izolasyonu igin Trizol (HibriGen) protokoli
kullanilacaktir. Trizol reaktifi, RNA izolasyonunun tek adimda yapilmasina olanak saglayan fenol
ve guanidyum izotiyosiyanatin tek fazli bir ¢ozeltisidir. Tiim hastalarin parafinize tiimor ve kontrol
meme doku materyallerinden 0,2 um Kesitler alinarak her bir 6rnek i¢in hazirlanan 1,5 ml’lik
ependorf tiiplere aktarilir. Materyaller iizerine 1000 pl Ksilol eklenecek ve 30 sn vorteks
edilecektir. Daha sonra ksilolden arindirmak icin 1000 pl %100’lik ethanol eklenecek ve 30 sn
vorteks edilecektir. Ethanoliin uzaklastirilmasi i¢in 6rnekler 30 etiivde inkiibe edilecek ve tekrar
%100’liik alkol eklenerek ayni1 basamak tekrarlanacaktir. Etiivden alinan 6rneklere 1000 pl Trizol
reaktifi eklenerek maksimum hizda 30 saniye vorteks islemi uygulanacaktir. Oda 1sisinda 4-5
dakika inkiibe edilen 6rnek iizerine 200 pl kloroform reaktifi eklenecek ve tekrar maksimum hizda
ornekler homojen hale gelene kadar vorteks islemi uygulanacaktir. +4C’ye alinan mikrosantrifiij
cihazinda 6rnekler 12000 rpm hiz ile 15 dakika santrifiij edilecektir. Kloroform ilavesinden sonra
yapilan santrifiij islemi ile birlikte organik ve sulu faz olmak iizere iki faza ayrilacak materyalin;
sollisyon ve {ist kistm RNA fazi, ara kissm DNA ve en alt faz protein olarak tanimlanmaktadir
(Sekil 1). Total RNA izolasyonunu igin her hastanin RNA igeren fazi temiz ependorflara
aktarilacak. Sulu fazin transferinden sonra RNA’nin geri kazanilmasi amaciyla ayristirilan faz
tizerine 500 pl izopropil alkol eklenerek hafif bir ¢alkalama islemi yapilacak ve 10 dakika oda
1s1sinda inkiibe edilecektir. Ornekler 12000 rpm hizda 10 dakika +4C’de santrifiij edilecektir. RNA
pelletine dikkat edilerek siipernatant kismi atilacaktir. Pellet izerine 1000 pl soguk %75’lik etanol
eklenerek yikama islemi baslatilacaktir. Yavasca alt tist edilen tiipler 7500 rpm’de 5 dakika +4C’de
santrifiij edilecektir. Bu islem 2 defa tekrarlanacaktir. Etanoliin ugurulmasini takiben pellet 100 pl
RNaz icermeyen dH.O eklenerek RNA ¢oziilecektir.

Sekil 2. Trizol ile Izolasyon Sirasinda Elde Edilen Fazlar

RNA’larin konsantrasyon hesaplanmasi 260 nm’deki absorbansa dayanmaktadir ve safliklari
degerlendirilirken A260/A280 ve A260/A230 oranlar1 esas alinmaktadir. Bu ¢alismada edilen
RNA’larin miktar1 ve kalitesi, UV-Vis Spektrofotometre (Beckman Coulter, ABD) cihazi
kullanilarak 6lgiilecektir (Tablo 1). Ornekler -80°C’de muhafaza edilecektir.



Tablo 2. Normal Meme Doku (N) ve Timodr Meme Doku (T) Materyallerinden Elde Edilen
RNA’larin Miktarlar1 ve Kalitelerinin Spektrofotometre Cihazi ile Olgiim Degerleri

Hasta N 260/280 CON. Hasta N 260/280 CON.
35N 1,60 87,00 18T 1,70 901,00
35T 1,70 736,00 17N 1,80 95,00
34N 1,70 221,00 17T 1,00 395,00
34T 1,60 917,00 16N 2,10 105,00
33N 1,70 71,00 16T 1,70 132,00
33T 2,00 118,00 15N 1,80 240,00
32N 1,70 267,00 15T 1,70 989,00
32T 1,90 278,00 14N 2,00 315,00
31N 1,80 193,00 14T 2,00 402,00
31T 1,60 971,00 13N 1,70 166,00
30N 1,30 332,00 13T 1,80 153,00
30T 1,20 976,00 12N 1,70 84,00
29N 1,70 154,00 12T 1,90 382,00
29T 1,60 59,00 11N 1,70 105,00
28N 2,00 400,00 1T 1,70 226,00
28T 1,70 910,00 10N 1,90 147,00
27N 1,70 44,00 10T 1,80 367,00
27T 1,80 263,00 9N 1,60 94,00
26N 1,90 258,00 9T 1,60 142,00
26T 1,90 745,00 8N 1,70 211,00
25N 1,70 202,00 8T 1,60 128,00
25T 1,80 790,00 7N 1,70 165,00
24N 1,60 109,00 T 1,90 313,00
24T 1,40 140,00 6N 1,90 90,00
23N 1,60 126,00 6T 1,60 138,00
23T 1,90 661,00 SN 1,60 92,00
22N 1,60 400,00 5T 1,90 204,00
22T 1,30 965,00 4N 2,00 102,00
21N 2,00 55,00 4T 1,60 910,00
21T 1,60 969,00 3N 1,80 60,00
20N 1,80 263,00 3T 1,80 130,00
20T 1,70 886,00 2N 1,80 80,00
19N 1,80 138,00 2T 1,60 109,00
19T 1,80 873,00 IN 2,00 92,00
18N 1,80 190,00 1T 2,00 436,00

4.3 cDNA sentezi: Elde edilen total RNA’dan “cDNA Reverse Transcription” kiti (Applied
Biosystems) ile iiretici firmanin protokolii takip edilerek cDNA sentezi gergeklestirilecektir. Elde
edilen cDNA’lar diger igslem basamagina kadar -20 °C’ de saklanacaktir.

4.4 RT-PCR ile Gen Ekpresyon Analizlerinin Gergeklestirilmesi: Elde edilen total RNA
materyalinden TagMan™ Gene Expression Master mix protokoli ile gen ekspresyon testleri igin
yuksek Ozgiillik ve yiiksek hassasiyet saglayan tek basamakta RT-PCR analizi
gergeklestirilecektir. Master mix, reaksiyon igin gerekli tampon (buffer), enzim, dNTP ve
Mg(ClI)2’yi icermektedir. 96 kuyulu plate icin bir kuyuya son hacim miktari, 10 pl olacak sekilde
yiikleme yapilacaktir (Tablo 3). 22 belirleyici gen ve kontrol GAPDH ve B-Aktin genlerinin
MRNA ifade diizeyleri TagMan problu primerler kullanilarak “The Applied Biosystems®
StepOneTM Real-Time PCR” cihazinda kantitatif olarak analiz edilecektir. Proje dahilinde
kullanilacak primerlerin proje biitcesinden temin edilmesi planlanmaktadir.



Tablo 3. PCR igin gerekli bilesenler ve miktarlar

Reaksiyon Bilesenleri

Primer 0,5 ul
Prob 0,5 ul
Master Mix 2 ul

dH20 4,5 ul
RNA materyali 2,5 ul
Toplam 10 pul

Tablo 4. Real Time PCR agamalar1 ve dongii sayilari

Asama Sicakhk Sare Dongii sayisi
Reverse
Transkripsiyon 60 30 sn 1
Pre inkibasyon 95 10 dk il
Amplifikasyon 95 15sn 45

58 30 sn
Soguma 40 30 sn 1

g
g
g
2
°

\ \ —

Sekil 3. RT-PCR cihaz1/gt')rl'JnﬁJ|eme ve ¢aligma ortami (Ulutek Teknopark, ARGEN)

Endojen kontrol olarak da bilinen 2 referans gen ve belirleyici 16 gen arasinda goreceli miktar tayin
analizi gergeklestirilecektir bu analiz bir 6rnekteki iki farkli hedef genin ifadelerini karsilastirir.
LightCycler® 480 Software 1.5, goreceli miktar tayin analizi yaparken, her amplifikasyon egrisinin
dongii esik degerini (Ct) belirleyerek her 6rnek i¢in drnek/referans oranlarini otomatik olarak
hesaplamaktadir.

4.5 Istatistiksel Analiz: Elde edilen veriler ve hastalarin klinik &zellikleri Bagimsiz T testi
(parametrik, non-parametrik) ve Chi-Square testleri kullanilarak karsilastirilacaktir. Tim
istatistiksel analizler i¢in SPSS 25.0 ve GraphPad Prism 8.1 programlari1 kullanilacaktir. mRNA
ekspresyon  seviyeleri ve  kat degisimleri, “Data  Analysis  Center-QIAGEN”
(https://geneglobe.giagen.com/us/analyze) platformundan yararlanilarak analiz edilecektir.
Calismadan elde edilecek Ct degerleri referans genler ile normalize edilecektir. Kontrol Gen Esik
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https://geneglobe.qiagen.com/us/analyze

deger (Threshold cycle) olarak tanimlanan Ct degeri, floresan 1s1mada (ARn) artisin basladig ilk
siklusu ifade etmektedir. Yiiklenen Ornegin reaksiyona giren tim komponentlerin floresan
emisyonu Rn(+),negatif kontrol ve reaksiyonu gergeklesmeyen 6rneklerin floresan emisyonu Rn(-
) olarak tanimlanmaktadir. ARn, Ct degerinin hesaplanmasinda kullanilan temel gostergedir. RT-
PCR reaksiyonu sonucunda elde edilecek veriler, web tabanli “RT? Profiler™ PCR Array Data
Analysis” programi kullanilarak 2 —ACT metodu ile degerlendirilecektir. Tum analizlerde giiven
aralign %95 olarak degerlendirilecek ve (p<0,05) degeri istatistiksel olarak anlamli kabul
edilecektir.

5. Yenilikci (Inovatif) Yonii: Mevcut projede olusturulacak gen paneli, UNMK alt tiplerinin
ayirt edilmesine yonelik olmasi nedeniyle ozgiindiir. Ayrica, Ulkemizde meme kanseri ile ilgili
tani veya tedaviyi yonlendirecek kendi popullasyonumuza 6zgu ayirt edici tamyi olusturmaya
yonelik gelistirilmis bir gen paneli de mevcut degildir. Klinik perspektiften bakildiginda ise,
meme kanserli hastalar arasinda kotii seyir gosteren ve tedaviye yanit alinamayarak ¢ogunlukla
kaybedilen UNMK hastalarinda etkin tedavi protokollerinin gelistirilmesi ciddi onem arz
etmektedir. Etkin tedavi algoritmasinin belirlenebilmesi i¢in spesifik gen panelinin gelistirilmesi
hem hastanin gereksiz kemoterapi almasimi hem de gereksiz tedavi bitcelerinin 6niine
gecilebilecektir. Ayrica, gelistirilen UNMK coklu gen paneli yaptigimiz fizibilite galismalar
dahilinde tilkemizde daha uygun maliyet ile piyasaya surilebileceginden {ilkemizde daha genis bir
hasta grubuna hitap edebilecektir. Kanserde kisiye 6zgii etkin tedavi arastirma konusu uluslararasi
arastirmalarda da yogun ilgi cekmekle birlikte, ilkemizdeki giincel bir soruna ¢6ziim olusturmast
acisindan da ciddi 6neme sahiptir.

6. Uygulanabilirlik

Gelistirilmesi planlanan ¢oklu gen paneli, ticli negatif meme kanserinin erken tanisini belirlemeyi
saglayacak, nuks tahmini ve prognozla ilgili spesifik genlerin bir arada bulundugu ve belirlenmis
olan tim bu genlerin her hasta icin ekspresyon profillerine bakilarak kisiye 6zgu tan1 ve tedavi
protokollerinin belirlenecegi RT-PCR tabanli bir analize dayanmaktadir. Mevcut sartlar ve
Ozellikle de Ugli negatif meme kanserinin alt tiplerinin belirlenmesinin etkin tani/tedavi
protokolleri agisindan ciddi bir 6neme sahip oldugu gz 6niine alindiginda;

- Gelistirilecek gen paneli i¢in patent bagvurusu yapilarak ticari bir iirline doniistiiriilmesi ve

konferans katilimlariyla tirtin tamitimi gergeklestirilerek Tiirkiye’de meme kanserinin etkin
tedavisinde Kisisellestirilmis Tip uygulamalari i¢in ilk adimlarin atilmasi saglanmig olacaktir.

- Gelistirilecek gen paneli sayesinde daha ucuz maliyette, ulasilabilir, daha etkin, spesifik ve
yiiksek hassasiyette analizler gerceklestirilebilecektir.

- Meme kanseri hastalarinin alt tiplerinin belirlenmesi amaciyla Oncotype Dx, Prosigna,
MamaPrint gibi piyasada yurt dis1 menseili gen panellerine bagvurulmasi, disa bagimliliga neden
olmaktadir. Planlanan proje ¢iktis1 ile bu sorun azaltilacaktir ve hastalarin genetik materyallerinin
dig tlilkelerle paylasilmasiin Oniine gegilecek, Turk popullasyonundaki hasta grubuna hitap
edilmesi saglanabilecektir.

- Gelistirilecek gen paneli, tanisal biyopsi materyalinden de ¢alisilabildiginden meme kanseri tanisi
alan her bireyde ilave bir invasive girisime gerek duyulmadan analiz gergeklestirilebilecek ve
hastanin ilag tedavisi baglamadan 6nce sonuclar Medikal Onkolog’a sunulabilecektir.
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- Hastanin tedaviye cevabi; en az 4 kiir tedavi sonrasi yapilan goriintiilemeler sayesinde belirlenen

tiimor boyutundaki degisiklikler ile takip edilmektedir. Eger tliimor boyutunda kiigiilme olmamais
ise, tedavi degistirilmekte veya ilave ajanlar eklenerek tedavinin etkinligi arttirilmaya
calisilmaktadir. Bu durum hastanin psikolojisini olumsuz etkilemekte olup, bagisiklik sisteminin
zayiflamasina dahi yol agmaktadir. Hastaya uygulanacak etkinligi belirsiz bir tedaviden ziyade,
kisiye 0zgl gelistirilmis bir tedavi protokolii gereksiz islemlerin ve tedavinin onine gecerek
olusabilecek tedaviye bagli yan etkileri engelleyecektir.

7. Tahmini Maliyet ve Proje Zaman Cizelgesi

7.1 Proje Takvimi

Is Paketlerinin Ad1 ve

Hedefleri

1 Hasta secimi ve materyalleri
temini

2 RNA izolasyonu

3 cDNA Sentezi

RT-PCR ile Gen Ekspresyon
Analizinin
4 Gergeklestirilmesi

5 Istatistiksel Analiz

Kimler Tarafindan Gergeklesecegi
Prof. Dr. Giilsah CECENER

Doktora Ogrencisi Havva TEZCAN
UNLU

Yiiksek Lisans Ogrencisi Ebrucan
BULUT

Yiiksek Lisans Ogrencisi Nuseybe
HURIYET

Yiiksek Lisans Ogrencisi Riimeysa F.
BALABAN

Yiiksek Lisans Ogrencisi Nuseybe
HURIYET

Doktora Ogrencisi Havva TEZCAN
UNLU

Yiiksek Lisans Ogrencisi Ebrucan
BULUT

Yiiksek Lisans Ogrencisi Riimeysa F.
BALABAN
Prof. Dr. Giilsah CECENER

Doktora Ogrencisi Havva TEZCAN
UNLU

7.2 Projede Kullanilacak Malzeme Listesi

Kalem Malzeme Adi

FG,TCII REACTION PLT,96 WELL,

BARCODE, 20 Plates Thermo Fisher

Birim Adet
fiyati
1.760,00 1

Zaman Aralig1

2ay

2ay

2 ay

4 ay

2 ay

KDV  Tutar

1.760,00
%8

Basar1 Olgiitleri ve

Projenin Basarisina
Katkisi

%15

%15

%15

%30

%25

Gerekee

RT-PCR cihazina
ornekleri yuklerken
kullandigimiz plate.
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WATER. Sterile-
filtered.Dnase/Rnase/Protease free 1L
BIOSHOP

AMPIGENE gPCR Probe Mix Hi-
ROX, 1000 Reactions ENZO

10ul Filter Tips(32mm), Sterile,
RNase-/DNase-free LABSELECT
8x96ad/pk

Microcentrifuge tubes with attached lid
MERCK

Filtered, Low Retention, Pre-Sterilized
200 uL,
Universal Fit, 8x96ad/pk

Filtered, Low Retention,
Pre-Sterilized 100-1000uL,
Universal Fit

8x96ad/pk

Eppendorf® PCR tubes

TagManTM Gene Expression Assay
(FAM) XS75 rx

480,00 TL

8.500,00
TL

600,00TL

1.136,0 TL

1.082,72
TL

1.082,72
TL

1.992,312
TL

2.592,00
TL

1

1

18

%8

% 8

%18

%18

%1

%18

%18

%8

480,00 TL

17.000,0
TL

1.200,0
TL

1.136,0
TL

1.082,72
TL

1.082,72
TL

1.992,312
TL

46.656,00
TL

TOPLAM: 72.389,752TL

Biyolojik karigimi
hazirlarken gerekli olan
steril su.

Master mix: RT-PCR
tekniginde bir bilesen
olarak kullanilan 6nciilleri
ve enzimleri iceren bir
karigimdir.

Pipet uglari, laboratuvarda
sivi tagima ve sivi aktarma
islemleri igin

pipet ucuna takilan tek
kullanimlik bir

Urtindar. (10 pl)

Deney tupleri, az miktarda
olan numuneleri saklamak
ve gerekli deney
asamasinda kullanabilmek
icin gereklidir. (1,5 ml)
Pipet uglari, laboratuvarda
S1vV1 taslma ve s1v1 aktarma
islemleri igin

pipet ucuna takilan tek
kullanimlik bir

Urunddr. (200 pl)

Pipet uglari, laboratuvarda
sivi tagima ve s1vi aktarma
islemleri igin

pipet ucuna takilan tek
kullanimlik bir

Urandir. (1000ul)

Deney tupleri, az miktarda
olan numuneleri saklamak
ve gerekli deney
asamasinda kullanabilmek
icin gereklidir. (0,5 ml)
RT-PCR reaksiyonunu
baslatmak i¢in kullanilan
kisa dizileridir her gen i¢in
farkli primer
bulunmaktadir (18 farkl
genin ekspresyonu
degerlendirilecektir).
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8. Proje Fikrinin Hedef Kitlesi

Meme kanseri diinyada kadinlar arasinda en sik gériilen kanser tipidir (1). Ulkemizde de kadinlarda
goriilen tiim kanser vakalarinin yaklasik dértte birini olusturmaktadir. UNMK ER, PR hormon
reseptorleri ve HER2’nin negatif oldugu ve hastalarda sagkalim siiresinin diger meme kanseri alt
tiplerine gore daha kisa oldugu ve 5 yillik sag kalim oraninin %60 olarak belirlendigi meme kanseri
alt tipidir (4). Agresif bir klinik seyir gosteren bu alt tip, kot prognoz ve ylksek hicre
proliferasyonu ile karakterize edilmistir (3). UNMK’de ameliyat sonras1 niiks oran1 %25 e kadar
ve niiksii takip eden 3 ay iginde &liim oran1 %75’e kadar yiikselmektedir (6,7). UNMK hastalarina
klinikte uygulanacak olan en etkin tedavi yaklasimlarinin belirlenmesi icin alt tiplendirmenin
yapilmas1 gerekmektedir. Lehmann ve ark. tarafindan 2011 yi1linda UNMK alt tipleri, bazal benzeri
1 (BL1), bazal benzeri 2 (BL2), imminomodulatér, mezenkimal (M), mezenkimal kok hiicre
benzeri (MSL) ve luminal androjen reseptorii (LAR) seklinde siniflandirilmistir. Ekspresyon
analizleri sonucu belirlenen bu alt tipler oldukca heterojendir. UNMK ’nin alt gruplar: arasindaki
yiiksek ekspresyon profil benzerlikleri, gruplar arasindaki net ayrimin saglanmasini
zorlastirmaktadir. Bu projenin ¢iktisi olarak sunulacak gen paneli, meme kanserinde en agresif
klinik seyri gosteren ve sagkalim oranlarinin en diisiik oldugu UNMK hastalarina hitap edecektir.
Boylece meme kanseri hastalarinin tanisal ayriminin dogrulugunu arttirarak klinikte bireye 6zgu
en uygun ve etkin tedavinin belirlenmesi saglanacaktir.

9. Riskler
IP NO | EN ONEMLI RiSK(LER) B PLANI
RNA izolasyonu asamasinda Projeye dahil edilecek hastalarin klinik bilgileri ve
parafinize timor ve normal materyalleri tarafimizdan etik kurul bagvurusu sirasinda
dokularin, parafinizasyon asamalari belirlenmis olup, 40 hasta i¢in onay alinmigtir. Yeterli
sirasinda doku kalitesinin diismiis gorilmeyen materyaller projeye dahil edilmeyecektir.
olmasi. Kaliteli RNA’nin elde Sorunun devam etmesi durumunda T1bbi Biyoloji AD’da
2 edilememesi. ameliyat sirasinda ¢ikarilmig fresh timor ve normal
dokusu bulunan hastalara ait materyallerden olusan doku
bankasindan proje kriterlerine uygun 6rnekler temin
edilebilecektir.
Tibbi Biyoloji AD biinyesinde gerceklestirilen projeler
dahilinde en sik kullanilan ve optimizasyonu yapilan
cDNA sentezi Deney c¢DNA kiti kullanilacaktir. Farkli RNA oranlari
3 optimizasyonunun kullanilarak optimizasyon gergeklestirilecektir. Real-Time
gercgeklestirilememesi. PCR agamasinda kullanilan master mix ile uyumlu ¢aligan
kit prosediirii takip edilecektir.
4 RT- PCR asamasi Optimal Ct Optimizasyonun saglanamamasi durumunda RNA miktart
degerlerinin elde edilememesi. ve cDNA agamasi revize edilecektir.
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Adi Soyadi

Projedeki Gorevi
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CECENER Universitesi- T1p ulusal/uluslararasi projelerde
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RAPOR TASLAKLARI iLE iLGIiLi NOT:

- Yukarida yer alan 10 madde en fazla 16 (on alt1) sayfada anlatilacaktir.

- Kapak ve icerik olmak Uzere en fazla 17 sayfa olacaktir.

- TUm raporlar akademik rapor standartlarina uygun olarak yazilmahdir.

- Her rapor bir kapak sayfasi icermelidir.

- Yaz tipi: Times New Roman, Punto: 12, Satir Arahiklari: 1,15, iki tarafa yash, sayfa kenar
bosluklar iist-alt-sag-sol 2,5 cm olmahdir. Cilt payr birakilmasi gerekmemektedir.

- Rapor icindeki ciimleler birbirinin ayni ve tekrari niteliginde olmamahdir.

- Kaynaklardan alinan ciimleler ve ifadeler proje rapor yazarimin uyarlamalarima sahip
olmali kopyala — yapistir ile dogrudan alinan ciimlelere yer verilmemelidir.

- Raporunda, Web sitemizde yer alan Gec¢mis yil Raporlarindan yararlanmis olan
takimlarimiz alinti yaptigim ilgili sayfada belirtmesi gerekmektedir. Aciklamayr alinti
yapilan ciimlenin ardindan belirtmeniz gerekmektedir. ALINTI FORMATI: " Alint1 yapilan
Ciimle/ler" (Y, Yanisma Adi, Kategori, Takim Ad) ORNEK ALINTI: "Enkazda
depremzedenin nerede oldugunu tespit edilememesi, enkaz kaldirma ve depremzede arama
calismalarim1 yavaslatan en onemli sorundur." (2020, Insanlik Yararma Teknoloji
Yarismasi, Afet Yonetimi, X Takimi)
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