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OZET

Bu galigmada 35 meme kanserli hasta, 35 meme kanserli hasta yakim, cinsiyeti
ve yast uygun 20 normal kontrol bireyin periferik kan lenfositlerinden elde edilen
metafaz figirlerinde, aphidicolin ve kafein ile indiklenen common frajil bolge
ekspresyonu incelendi. Meme kanserli hastalarda ve birinci derece akrabalarinda hasarlt
huicre say1si, kromozomal anomali ve frajil bolge ekspresyonu incelenerek elde edilen
sitogenetik ve istatistiksel bulgular kontrol grubuna oranla anlamli bulundu. Elde edilen
bulgular meme kanserli hastalarda ve yakinlarinda genetik insitabilitenin arttigini
gostermektedir. Bundan dolayr frajil bolgeler, kansere genetik yatkinligin

belirlenmesinde uygun bir marker olabilir.

Anahtar kelimeler : Meme Kanseri, Frajil Bolgeler, Genetik Yatkinlik,

Kromozomal Anomaliler, Aphidicolin, Kafein.
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ABSTRACT

In this study, the expression of common fragile sites induced by aphidicolin and
caffeine was evaluated on metaphase obtained from the peripheral blood lymphocytes of
35 women with breast cancer, their 35 clinically healthy female family member, and 20
sex-and age-matched normal controls. As a result of the cytogenetic and statistical
evaluation, the number of damaged cells, chromosomal aberrations and expression
frequencies of fragile sites detected in patients with breast cancer and their first-degree
relatives were found to be significantly higher than those in the control group. Our findings
indicate an increased genetic instability in women with breast carcinomas and their relatives.
Therefore fragile sites may be used as a reliable marker for defining genetic susceptibility to

cancer in general.

Key words : Breast cancer, Fragile sites, Genetic susceptibility, Chromosomal

abnormalities, Aphidicolin, Caffeine
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SIMGELER DiZiNi

Kisaltmalar Dizini

ABD : Amerika Birlesik Devletleri

MO : Milattan Once

MS  : Milattan Sonra

DNA : Deoksiriboniikleik asit

RNA : Riboniikleik asit

UV : Ultraviyole

FSH : Folikiil stimiile edici hormon

BRCAT: Breast Cancer 1

BRCA2: Breast Cancer 2

FHIT : Fragile Histidine Triad

APC : Adenopolyposis Coli

HNPCC: Herediter Nonpolyposis Coli Cancer
HGM10: Human Gen Mapping 10

SSCP : Singe Strand Comformation Polymorphism
RFLP : Restriction Fragment Length Polymorphism



1. GIRiS

Meme kanseri kadinlarda tipik postmenapozal bir hastalik olarak tanimlanir.
Premenapozal donemdeki kadinlarda ise genellikle zayif ilerleme Ozelligi gosterir.
Meme kanseri, erkeklerde de gorilir, fakat gorilme sikhgi kadinlardaki insidansin %
1’1 kadardir (Kurzrock 1996).

Meme kanserleri birgok Avrupa iilkesinde ve A.B.D.’inde yaklasik % 5
oraninda gorilmektedir (Newman 1998, Claus 1991). Tum kanserlerin % 15’ini,
gelismis tlkelerde ise % 30°a yakm kismumi tegkil etmektedir. Erken dénemlerde
teshis edildiginde, bu kanser tiiri minimal mortaliteyi gostermektedir.

Meme kanseri saptanan olgularda kanser olusum nedeni her ne kadar
hormonlarin ve ¢evresel faktorlerin etkili olmasina baglanabilirse de bu olgularda
genetik bir anormalligin bulunma olasihgini da digindirir. Ozellikle son yillarda
yapilan aragtirmalar, kanserin genlerin hastalifi oldugu giiriigiinii kuvvetlendirmektedir.

Frajil bolgeler kromozomlarin belirli noktalarinda lokalize olan ve boya
almayan gap ve kirik bolgeleri olarak tanimlanmaktadir. ( Hecht 1984, Yunis 1984,
Hecht 1988, Yunis 1987, Hecht 1988, Popescu 1990). Asentrik fragman, delesyon,
translokasyon, inversiyon ve triradial figiir gibi  kromozom kusurlari da bu
tanimlamaya girer. Frajil bolgelerde onkogenlerin ve timor siipressdr  genlerin
bulundugu ve bu bolgelerin kanserlesme ve kansere genetik yatkinlikla  iliskili
olabilecekleri son donemde gesitli caligmalarda belirtilmistir. (Ardisia 1993, Le Beau
1984, Yunis 1984, De Brackeler 1985, Hecht 1984, Thompson 1991, Vernole 1988, Liu
1989, Sandberg 1990, Egeli ve ark. 1997).

Bu ¢alismada meme kanserli hastalarin, birinci derece akrabalarinin ve saglikh
kontrol bireylerin lenfositlerindeki frajil bolgeler aphidicolin = ve cafteine ile
indiklenmis ve frajil bolge expresyonu degerlendirilerek kansere genetik yatkinhgin

arastirilmast amaglanmigtir.




2. KAYNAK ARASTIRMASI

Tumorlere iligkin ilk bilgiler Hipokrat tarafindan agiklanmigtir, Hipokrat
yengeg anlamina gelen “carcinos” kelimesini iilserler i¢in kullanmis, malign olanlara da
“carcinoma” demistir.

Romali hekim Celcus (M.O. 53,M.S.7 ) kanserlileri diger timorlerden ayirmus,
meme kanserlilerine cerrahi tedavi uygulamigtir. M.S. 180 yillarinda Leonidas, yalniz
tumoriin degil ¢evredeki saglam dokularinda gikarilmas: gerektigini belirtmigtir.

Orta ¢agda tamorler konusunda fazla bir gelisme olmanustir. Ibni Sina, kanser
olgusuna arsenik tedavisi uygulamis, Ibni Zithr mide ve 6zefagus kanserleri hakkinda
bilgi vermistir.

Ronesansla birlikte tiptaki gelismeler hiz kazanmistir. Akromatik olmayan ilk
mikroskop 1552 yilinda, akromatik olani da 1624’de yapilmistir. Bundan sonra tipta
mikroskobun kullanilmast yeni kavramlarin dogusuna neden olmus, Dutroched (1823),
Schwann (1839), Schleiden (1838) hiicreyi tanimlayarak bitki ve hayvanlarin en kiigiik
yapisal birimi oldugunu belirtmislerdir.

19. yizyildan sonra genis ilerlemeler kaydedilmis Dupugytren, kanserlerin
bulagict olabilecegini dusunerek timoér transplantasyonu yapmuistir. Cruveilhier
timorlerin normal dokulardaki soysuzlasmadan ileri geldigini belirtmistir. Virchow,
hitcrenin hiicreden bolinme ile olugabilecegini “Omnis cellula a cellula” ciimlesi ile

tanimlamis ve timor etyolojisinde kronik irritasyonlarin énemini belirtmistir.

2.1 Kanserin Tanimi
Kanser, yapisal diizenlerinde meydana gelen ozel degisiklikler sonucu
hiicrelerin organizmanin denetim mekanizmalarina tabi olmadan gogalarak bireylerin
varligini tehdit eder hale gelmesi olarak tanimlanabilir.
Kanser yeni bir hastalik degildir. Insan ve hayvan kemiklerinden fosil olarak
kalan binlerce yil oncesine ait orneklerde de kanserin varhigi digiiniilmistir. Son
ylzyillarda yapilan bilimsel arastirmalarda kanserin genetik, hiicresel, kimyasal ve

teknolojik anlamda kesfedilmesi, teshisi ve tedavisi saglanmustir.



2.2 Kanserin Goriilme Sikligi

Kesin oranlara gore, yilda 1,5 milyondan fazla Amerikali da kanser
gelismektedir. 500.000 kadan ise o yil iginde o6lmektedir. Cogunlukla kanser yasamin
ortalarinda veya sonuna dogru gelisen bir hastaliktir. Bazi kanser olumleri, 6zellikle
giines 1sinlarina  maruziyet, sigara ve alkol kullanimi  gibi bireysel davranis
degisikliklerinin duzenlenmesiyle engellenebilmektedir. Yine ¢ogu kanser erken
donemdeki teshis ve tedavi ile de 6nlenebilmektedir.

Kanser her yasta ve cinste goriilen bir hastaliktir. Ancak bazi kanser tiirlerine
belirli yagslarda, bazi kanser tiirlerine belirli cinsiyette ve hatta bazi kanser tirlerine de
belli meslek gruplarinda daha sik rastlanmaktadir. Ulkemiz verilerine goére kanser

sikliginin yasa gore dagilimi Sekil 2.1°de gosterilmistir.
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Sekil 2.1. : Turkiye’deki kanser sikliginin yasa gore dagilimi (Firat 1995).

Bazi kanser tiirleri kadinlarda daha sik goriilirken, bazilar da erkeklerde daha
siktir (Sekil 2.2). 1996 verilerine gore erkekte stk goriilen bir kanser olan akciger
kanserinin insidanst 100.000’de 10.4 iken, kadinda bu oran 1.1°dir. Buna karsilik
kadinlarda meme kanseri goriilme sikligi 100.000°de 6.1°dir. Mesane kanseri erkekte
100.000°de 2.9 iken kadinlarda 100.000°de 0.38°dir. Bagka bir tespite goreyse 1992
yilinda Turkiye’de kanser insidansi erkekte 100.000°de 8-200, kadinda 100.000°de 4-
120 oraninda bulunmustur (Firat ve ark. 1995).
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Sekil 2.2: Kanserin goriilme sikliginin cinsiyete gore dagilimi (Firat ve ark. 1995).

2.3 Kanserin Gelisimi

Bilindigi gibi hiicreler gogalirken komgu hiicrelerde dizenli iligki iginde olup
kontak inhibisyona sahiptirler kanserli hiicrelerde ise mekanizma ortadan kalktigi igin
duzensiz agirt ¢ogalma gortlir. Viicutta, hizli gelisimi tiimér olarak adlandirilan
kiimelesmis hiicreleri meydana getirir (Sekil 2.3).

Genlerdeki mutasyonlar kanser olusumuna neden olur. Genler normal
stiregte, hiicre boliinmesi ve gelisimi gibi hayati hiicre fonksiyonlarini yapan proteinler
1¢in kodlanir. Mutant olduklarinda, onkogenler veya kansere neden olan genler olarak
gorev yaparlar. Onkogenler hatali proteinler tretirler. Boylece hiicre boliinmesi artar
ve diger hiicrelerle baghlik (kontakt inhibisyon) ortadan kalkar.

Mutasyonlar biriktiginde, onkogenler gelecek kusaklara aktanlabilir. Meme,
kolon, rektum ve prostat kanserleri bazi ailelerde oldukga sik goriilmektedir. Tabii ki,
kalitm yoluyla gegis tek neden degildir. Kalitsal olarak gegen hatali genler, kanser
gelisimi i¢in eBilime neden olur veya transforme olan hiicrelere kars1 zayif savunma
saglayabilirler.

Birgok degisik onkogen, kolon ve rektum kanserlerine yol agan bir dizi
olaylara karigir. Mesane, kemik, beyin, meme, serviks, akciger ve ovaryum kanserleri

de onkogenlerle iliskilidir.



Biriken mutasyonlar ve kaliim sonucu, farkh bir etki ile kromozomun bir
pargasinin kopup farkli bir kromozom boélgesine eklendiginde bir onkogen ortaya
¢ikabilir. Bu hareket translokasyon olarak tanimlanir. Genlerdeki translokasyonlar

mitozu igeren hatalara, viral enfeksiyonlara veya karsinojenlere neden olabilir.

tamirindeki defektler

Spontan mutasyonlar. Kimy asal mutajenler
DNA replikasyonu ve X & x-1sin. viriisler

DNA HASARL |
LETAL ¥ ¥ X TAMIR
| MUTASYON |
LETALX M X Normal olarak biiviiven

Kontak mhibisyonun 0 markir kromozom
ortadan kalkmasi hiicre KMonu

DNA. kromozom. hiicre ' i L hereler
morfolojisi ve hiicre 0’) Ny 4 P> R |

fonksivonunda v
degisiklikler '/BUYUMI‘:\
+/-

\ 4
SELEKSIYON

TUMOR VEYA LOSEMI
Sekil 2.3:Genel olarak kanser olusum mekanizmasi.
Vicudun kansere karst dogal savunma mekanizmasi ¢ogu kanser de yavas

geligir. Viicut kanser ilk bas gosterdiginde kanser hiicrelerine karsi dogal koruma

gosterir. Normal hucrelerden bir kisminin transforme olmasi sonucu olusan kanser



hicreleri farkli yiizey proteinleri igerirler. Bizim immun sistemimiz bu farkl: proteinleri
tanir ve yok eder.

Binlerce  kanser hicresi o gilin igerisinde ixninﬁn sistemimizin savunma
mekanizmasi sayesinde yok edilir. Fakat bu mekanizma tim anormal hiicreleri
yakalayamaz. Bazt hiicreleri bu mekanizma tantyamadigrhda dogal koruma bask:r altina
almir ve timor gelisir.

Bu  hicreler, 6zellesmis  fonksiyonlart  yapmayan sadece ¢ogalabilen
hiicrelerdir. Tumorler normal dokunun yapisina ve fonksiyununa mudahele ederek
olime neden olmaktadir. Benign ve malign olmak tzere iki tip timoér vardir,

Benign timorler konnektif dokunun yavas gelisen hucrelerini  igeren
tabakasindan meydana gelir. Benign timorler etkin cerrahi mudahale 1le ortadan
kaldirilabilir ve tekrar olusumu ise gézlenmez.

Malign tamorler ise hizli gelisen, ¢ok aktif hareket ederck diger dokularida
istila eden huicreleri igerir. Vicudun diger orijinal bolgelerine hareket eden malign
hiicreler metastas olarak adlandirilir.

Metastas yapan hiicreler kan damarlarindan girisi hedeflediginde, kan
dolagimt ile tiim viicuda taginir. Viicutta primer timor bolgesinden uzak bolgelerde bu

metastas yapan hiicreler konakladiginda, gelisimlerini sirdirirler ve yeni timorler

meydana gelir (Sekil 2.4).



Konnektif dokunun bir kapsiil
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align hiicreler uzak bolgelerde
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gergeklestirmek {izere kana veya
lenfe gegebilirler.

Sekil 2.4: Meme timor gelisimi ve metastasi (Benjamin 1997).

2.4 Kanserin Nedenleri

Kanserin olusumunda tek neden s6z konusu degildir. Kanser, ¢ok sebepli
(multi cause) ve ¢ok adimh (multi step) bir olaydir. Bu ger¢ege kanserin teshisi ve
tedavisi konusunda yapilan yogun g¢aligmalarla son on yilda ulagilabilmistir. Bugiin
cevresel faktorleri (toksik kimyasallar1 ve radyasyonu) ve viriisleri, normal
hiicrelerin kanserli hiicrelere degisimini gergeklestiren ajanlar olarak digiinmekteyiz.
Bu ajanlar 6nemli genlerde olusturduklart degisiklikler sonucu hiicresel DNA da etkili

olmaktadirlar. Meydana gelen bir hasar o hiicre tarafindan tamir edilemezse mutasyon



olarak agifa ¢ikar ve bu hiicre kontakt inhibasyonun ortadan kalkmasi ile birlikte
anormal bir sekilde ¢ogalarak ilk kanser hiicrelerini olusturur. Bu hiicrelerin hiicre
morfolojisi, kromozom yapisi ve hiicre fonksiyonlarinda birtakim degisiklikler meydana
gelmistir. Bunlanin bir kismi immiin tarama (immin surveillance) olay: ile yok edilir,
fakat geri kalan hiicre veya hiicreler agin1 sekilde gogalarak sonugta timor veya losemi
olusumu meydana getirirler (Sekil 2.3).

Kimyasal maddeler ve radyasyon hiicrelerde transformasyon meydana
getirdikleri igin karsinojenler olarak  adlandinlirlar. Havaya  yerlesen sigara
dumany, tasitlardan ¢tkan egsoz gazlari, endiistriyel atiklar, bazi koruyucu kimyasallar
karsinojenler olarak tamimlanir. Radyasyonun ¢esitli formlan karsinojenik olabilir.
Bu formlar ultvaviyole (UV) 15181, radyoaktif atomlar (6rnegin radon), ve X
ismlandir. Tum radyasyon tipleri enerjinin degisik sekilleridir ve DNA da kimyasal
degisikliklere neden olarak gen dizeyinde mutasyonlar meydana getirirler (Jackson

1989), (Sekil 2.5).
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Sekil 2.5: Cok agamali karsinogenezis modeli.

Stem hiicrelerdeki degismeler viicudun pek ¢ok yerinde stem hiicre ile tamamen
farklilasmis hiicre arasindaki pek ¢ok farkli evrede, hiicreyi normal programindan
saptirabilmektedir. Boyle bir sapma sonucu olusan kanser, ¢zellikle kanser hiicrelerinin
sayisimn artmastyla olusan hasar nedeniyle oldiriicti olmaktadir. Yanlis hiicre tipleri
cogaldik¢a viicudun yasam i¢in 6nemli olan kisimlarini ele gegirir. Bunlarin da normal
hiicresel aktiviteyl engellemesi kagimilmaz bir sonugtur. Cogu kanser hiicresi, orjinal

bolgesinden viicudun uzaktaki bolgelerine yayilabilmektedir.



Cok hiicreli diploid organizmalarin yagami tek hiicreli déllenmis yumurta (zigot)
ile baglar zigotun ve kardes hiicrelerin mitotik aktivitesi, organizma gelisiminin ve
bilytimesinin temelidir. Hiicredeki bilesenlerin ¢ogu hiicre bélinmeleri arasindaki
“interfaz” evresinde siirekli olarak sentezlenir. Interfaz G1, S ve G2 safhalarindan
olugur. G; evresinde RNA ve protein, S evresinde DNA ve protein, interfazin son
safhasi olan G2’de ise RNA ve protein sentezi olur. G2 evresinin sonunda hiicre voliimi

yaklasik 2 kat artmig ve DNA replike olmustur (Sekil 2.6 ).
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Sekil 2.6: Hiicre Siklusu.

Interfaz hiicre siklusunun % 90’1n1 kapsar ve 16-24 saat siirer. Mitoz boliinme
ise son bir iki saatte gergeklesir. Insan viicudunu olusturan 10" (yada 10" hiicrenin
bolinme hizlart farklilik gosterir. Sinir, iskelet kasi ve kirmizi kan hiicreleri bir kez
olgunlastiktan sonra bir daha boliinmezler. Epitel hiicreleri gibi baz1 viicut hiicreleri ise
organizmanin yasami boyunca siirekli ve hizla béliinebilir. Fakat hiicre siklus siireleri
farklt olabilmektedir.. Hiicre dongisii siiresindeki bu farkliiklar G; evresinin
uzunluguna baglidir. Bazi hiicrelerin aktivitesi, hiicre siklusu sirasinda gegici yada
strekli olarak durdurulur. Bu tip hicreler bir anlamda déngiden ¢ekilerek

metabolizmalarim degistirmekte ve biyiimelerini durdurmaktadir. Bu goriniime “Gg”
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evresi denilmektedir. Bu evreye DNA sentezinin baglamasindan hemen onceki G

evresinde girilebilir.

Restriksiyon noktasi (R) Restriksiyon noktast (R)

Sekil 2.7: Huicre dongusiinde G; evresinin sonlarinda ( R ) restriksiyon

noktasinin agiimasiyla siklus stirdtiriilebilir.

Mitoz bir kez basladiginda kesintisiz devam eden dinamik bir siregtir.
Asamalara gore mitoz; profaz, metafaz, anafaz ve telofaz evrelerini kapsar. Son olarak
sitoplazmik boliinme (sitokinezis) ile bolinme streci tamamlanir. Boylece bir diploid
hiicreden yine iki tane diploid hiicre olusur.

Dokulardaki  hiicrelerin  boliinme hizlan, yeni Thicrelere  gereksinim
duyuldugunda boliinmeye izin veren bazi mekanizmalarla kontrol edilir. Ornegin,
karaciferin bir pargasinin kopmasindan sonra sessiz olan hiicreler hizla béliinmeye
baslar ve normal kitlesine ulagir ulasmaz boliinme durur. Aym sinirhi bolinme sekli
zedelenen deride de gorulir. Hicre bolinmesinde boyle bir feedback kontrol
mekanizmast olmazsa organizmanin yapisi ve fonksiyonu g¢ok ¢abuk bozulacaktir.
Benzer diizenleyici mekanizmalar embryogenezis boyunca hiicre ve dokularin diizenli
gelisimi igin de énemlidir. Fibroblastlar doku kultiir kablarinda yiizeye yapisarak yayilir
ve boliniirler. Bu siire¢ normalde hiicrelerin birbirlerine dokunarak birlesik bir tabaka
olusturmasina dek siirer. Bu noktada hiicreler daha fazla yayilamayacagindan boliinme
durur. Bu goriinim hiicre boliinmesinin “kontakt” inhibisyonu olarak tanimlanir. Bir

(194

hiicre digerine dokundugunda hipotetik “u” protenini kapsayan bir sentez
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mekanizmasim etkilemektedir. U protein konsantrasyonunun azalmasi hiicrenin G,
evresinde - R noktasinda durmasina neden olmaktadir.

Kanser hiicrelerinin belirgin 6zelliklerinden birisi normal hiicrelerin bsliinmesini
diizenleyen kontrol mekanizmalarina anormal yanit vermelidir. Bunlar konakgiy:
oldiriinceye kadar bolinmeyi kontrolsiiz sekilde siirdirmektedir. Dongisel (cyclic)
niikleotid diizeyleri, plazma zar akiskanlig1, salgiladig proteinler, hiicre iskeleti ve iyon
gegirgenlikleri farklidir. Normal hiicrelere gore protein yapida growth faktérlere daha az
gereksinim duyarlar. Bazi durumlarda growth faktorlerini kendileri olusturabilir. Ayrica
bir populasyon olarak buyiimeleri sinirsizdir. Halbuki normal bir fibroblast, kiltiirde
20-55 kez boluinebilmektedir.

Bir yasam suresi iginde yetiskin bir insanda 10'® kadar hiicre boliinmesi
gerceklesmektedir. Dogal olarak bu siireg iginde zaman zaman kendiliginden (spontan)
mutasyonlar da olugmaktadir. Ortalama hizin1 kesin olarak hesaplamak zor olmasina
kargin, her hiicre béliinmesinde her bir gen igin 10 mutasyon oram: genel olarak kabul
edilmektedir. Boylece bir yasam boyunca tipik bir gen igin bir bireyde 10" mutasyon
olasiligt vardir. Bu agidan kanser sorununa ni¢in olustugu degil nigin bu kadar ender

olustugu sorusuyla girmek daha dogru olmahdir.

2.5. Kanserde Teshis ve Tedavi:

Kanserin tedavisindeki geleneksel medikal metodlar olduk¢a miicadeleci ve
direkttir. Malign neoplasmlarda cerrahi, radyasyon ile yakilma veya kimyasallarla
zehirlenme seklinde metodlar uygulanir. Cerrahi kiigik tamorler igin gogunlukla
etkilidir. Radyasyon terapisi etkilidir ¢iinki hiicre béliinmesinin yogun oranda oldugu
kanser hiicreleri, normal hicrelere oranla radyasyon hasarninda kolaylikla
etkilenebilirler. Radyasyon metastas yapan hiicreleri yok edebilir, fakat cerrah bu
hiicreleri bulamayabilir veya temizleyemeyebilir. Radyasyon terapisindeki sakincali
yon ise normal boliinen viicut hiicrelerine de zarar verebilir olmasidir.

Kemoterapi, hizli bolinen hicreleri o6ldirmek igin toksik kimyasallarn
kullanimina dayanir. Ilaglarin bazilann DNA’daki nikleotidlerin sekillerini degistirirler.
DNA sentezi sirasinda ilaglar DNA replikasyonlarina katilan ve hatali proteinlerin
tretilmesine neden olan kanser hiicresinin DNA’s1 ile birlesebilmektedirler. DNA

replikasyonu gergeklesmez ise kanser hiicreleri tekrar tretilmeyebilir ve viicudun
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dogal savunma mekanizmast tarafindan kolayca yok edilebilirler. Hatali proteinler
boylece azalir ve kanser hiicrelerinin 6lamii gergeklesir. Ne yazik ki, hem radyasyon
hem de kemoterapi normal hiicrelere de zarar verir ve sa¢ dokiilmesi, bulanti, kusma
gibi yan etkilere neden olabilir.

Yeni teshis teknolojileri oldukea kiugitk ve lokalize olan invasive olmayan
timorler iizerine yogunlagmistir. Bu metodlar erken tespit ve cerrahi midahale ile
timorii ortadan kaldirmaya izin verir. Ornegin, magnetic rasonance imaging (MRI)
yontemi timorii tespit etmek igin electromagnet olarak kullamlir. Computed
tomography (CT) erken donemde lokalize olan timérlerden X igmlarinin bolgesel
gegisini gostermek igin kullanilir. Positron emission tomography (PET) ise normal
dokudan kanserli olanlart ayirdetmek i¢in metobolik aktivitelerindeki degisiklikleri
agiklar. Erken teshis ve tedavideki yeni yontemler sayesinde tim kanserlerde 5 yillik
hayatta kalma siiresinin oram1 % 51 iken, 50 y1l énce bu oran % 20 idi (Benjamin
1997).

2.6 Meme Kanseri

2.6.1 Ktiyoloji

Meme kanseri tabii sadece memelilerde olabilir. Fakat biitin memelilerde
meme kanseri gorilmemektedir. Ornegin atta, balinada, arslanda, tilkide, kedide meme
kanseri gorilmemekte, buna karsihk yalmz ¢ memeli gurupta meme kanseri
gelismektedir : fare, kopek ve insan. Bu olusumda etki yapan faktor nedir? Meme
kanseri sadece bu memelilerde goruldiigine gére meme kanserinin etiyolojisinde rol
oynayan faktorii bu hayvanlara 6zel bir faktériin yaninda aramak gerekir. Baska bir
deyimle fareyi fare yapan, kopegi kopek yapan, insani insan yapan faktor ne ise bu g
memeli tirde meme kanserine neden olan faktor de hemen hemen aymdir. Bu faktor
genetik  bir faktordir. Acaba meme kanserinin etiyolojisinde rol oynayan faktér de
genetik bir faktormudir? Bu sorunun cevabi evet olabilir. Gergekten de meme
kanseri insidans1 ¢ok yiiksek olan fare suglan vardir. Bu fare suslarinda meme kanseri
gortilme oram %90 ile % 100 arasindadir. Aymt derecede olmamakla bereber insanda
da boyle bir iligki vardir. Anne, kiz ve kiz kardesler arasinda meme kanseri goriilme
orant normal popiilasyona gore iki kat daha fazladir. Buna karsihk meme kanserli

kadinlarda genetik incelemeler kesin bir sonuca varmuis degildir. Pedigriler oldukga
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yetersizdir. Meme kanseri olan bir annenin kizi meme kanseri olacak olursa
annesinden daha geng yasta hastaliga yakalanabilmektedir.

Kadinlarda gorilen kanserlerin % 32’sini ve kansere bagli 6lumlerin de %
19’unu meme kanseri olusturmakta ve yasami boyunca her 9 kadindan biri meme
kanserine yakalanmaktadir. 1975 yilinda diinyada 500.000” den fazla yeni meme kanseri
tanist  konulmustur. Bu sayimin 2000 yihinda yilda 1.000.000 olacagi tahmin
edilmektedir, Erkek kadin orani ise yaklasik 1:100°dir.

Erkeklerde ¢ok nadir gorilmesi, seksin ¢Onemli bir faktor oldugunu
gostermektedir. Prepubertal donemde meme kanseri hemen hig¢ gorilmez, 20 yas altinda
¢ok nadirken, insidans 20 yasindan itibaren giderek artmakta ve 45-55 yaslarinda yilda
100.000° de 125 yeni olgu  gorilmektedir. 55 yasindan sonra artis daha
belirginlesmekte ve 60-65 yaslarinda yilda 100.000° de 153, 80-85 yaglarinda ise 312
yeni vaka gorilmektedir.

Insanlarda meme kanseri cofrafi bir dagilim gosterir. Fakat gercekte bu bir
cografi dagilim degil, bir itk dagilimidir. Soyleki Japonlarda meme kanserinin  az
goriilmesine karsilik Avrupa’da ve Ingiltere’de meme kanseri oram Japonlardakine
gore ¢ok yitksek bulunmaktadir. ikinci Diinya savasindan sonra Amerikali askerlerle
evlenerek birgok Japon kizi Amerika ya gog¢ etmis bulunmaktadir. Uzun yillar orada
yasadiklar1 halde gene de bu Japon kadinlarinda meme kanseri gorilme orani
Amerika’nmin beyaz irkina gore ¢ok daha azdir.

Ornegin California’da yapilan bir arastirmada bu gog etmis Japonlarda meme
kanseri gorilme orant 100.000 de 5.3 olmasina karsilik aym bolgedeki beyazlarda bu
oran 27.6 olarak gorilmektedir. Gene ayni bolgedeki Cinlilerde bu oran 100.000 de
6.8 dir. Bundan baska Japonlarda gorilen meme kanserinin prognozu beyazlarda
gorilen meme kanseri prognozuna goére ¢ok daha iyidir. Gerek goriilme oraninda
gerekse prognozdaki farkliliklar genetik faktorlerin onemini gostermektedir.

Meme kanseri olusumunda hormonal faktorlerininde etkili  oldugu
diistiniilmektedir. Hipofizden salgilanan somatotropik hormon  direkt olarak
memenin lzerine etki eder ve memenin bliyimesine neden olur. Bundan baska
hipofizden salgilanan ve direkt olarak meme uzerine etki eden bir hormon da
prolaktindir. Prolaktin memenin sekretuvar epitelinin  gelismesine neden olur.

Hipofizin meme tzerine bu direkt etkisinden baska diger bazi endokrin organlar
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aracilifiyla olan etkileri de vardir. Kesin olmamakla beraber tiroid hastaliklan ile
meme kanseri arasinda bir iliski vardir. Meme kanserli hastalarin % 10’unda
gegirilmis triotd hastaligi vardir. Bu oran normal populasyona gore oldukga yiiksek
bir orandir.

Gebelik ve laktasyon meme kanserine karst  koruyucu olduklart ileri
suriilmektedir. Overler hipofizden  salgilanan FSH ( folikil  stimile edici
hormon)’in etkisi ile ostrojen salgilar. Bu ostrojen memedeki: duktus gelisimine
neden olur. FSH’in yaminda lutein stimulan hormon overlerdeki korpus luteum
izerine etki ederek progesteron salgilanmasina yol agar. Progesteron meme
lobiillerinin yani asinilerin gelismesine neden olur. Plasentadan salgilanan o6strojen ve

progesteronun da meme lizerine etki yapabildigi bilinmektedir.

2.6.2 Insidans

Meme kanseri tiim kanserler iginde en sik goriilen kanser tiriidiir. Dogan her
15 kiz ¢ocugunun biri yasaminin bir déneminde meme kanseri olacaktir. Cok nadir
olmakla beraber erkeklerde de goralebilir.

 Turkiye’de, Avrupa’da ve Amerika’da kanserin siklik siralamasinda 6n
siralarda yer alan meme kanseri Japon kadinlaninda ¢ok az gorilmekte, Eskimolarda
ise hemen hemen hi¢ rastlanmamaktadir. Japonya’dan Amerika’'yva gog¢ eden ve
orada yerlesen Japon kadinlannnda meme kanseri insidanst yillar  gegtikge
artmaktadir. Bundan bagka bu kadinlarin Amerika’da dogan ikinci kusak kizlarinda
meme kanseri insidansi Amerika’ya Avrupa’dan go¢ etmis olan kadinlardaki insidansa
hemen hemen esit olmaktadir. Bu Japonya’daki Japon kadinlaninda meme kanserinin
az goriilmesinin sadece bir 1k etmenine bagli olamayacagini géstermektedir.
Nitekim bazi arastirmalar meme kanseri ile beslenme arasinda bir iligki oldugunu
protein ve yagdan zengin besinlerle beslenenlerde meme kanserinin daha ¢ok
olabilecegi diisiincesini destekler goriilmektedir.

Meme kanseri etiyolojisinde hereditenin kesin bir rolu bilinmemekle beraber
annesinde ya da teyzesinde, ya da kizkardesinde meme kanseri olan kadinlarda meme
kanseri olmayanlara gore dikkati g¢ekecek kadar fazladir. Baska bir gozlemle
annesinde meme kanseri olacak olursa kanserin klinik olarak ortaya ¢ikis yast

anneye gore kizda daha erken olmaktadir,
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Bazi fare tiirlerinde yavruya anne siitii ile gegen bir viriisin meme kanseri
yaptig1 saptanmigsa da insanlarda bunu kanitlayacak bir bulgu yoktur. Meme kanseri
etiyolojisinde ostrojenin ¢nemli bir yeri oldugu bilinmektedir. Ostrojen ile meme
kanseri arasindaki bu iliski, ostrojenin her zaman meme kanseri yapacagi anlaminda

olmamakla beraber hastaliklarin yaklasik 1/3 ininde meme kanseri dstrojene baglidur.

2.6.3 Endokrin Faktorler

[k adet, ilk gebelik ve menapoz yaslari ile meme kanseri insidansi arasinda
baglanti kuran bir ¢ok ¢aligma mevcuttur. Bir ¢alismada ilk adetine 12 yagindan 6nce
gorenlerde 13 yasindan sonra gorenlere gore meme kanseri insidans: yaklasik 2 kat daha
fazla bulunmustur. Dogal menapozu 45 yasindan 6nce olanlarda meme kanseri gelisme
rolatif riski 0.73 iken, dogal menapoz yasi 55 olanlarda 1.48°dir. 35 yas altinda yapay
olarak menapoz olusturulmast ile rolatif risk 0.36’ya diismektedir.

Gebe kalmayan kadinlarda da bir veya birden gok kez gebe kalmis kadinlara
gore meme kanseri insidansi daha yiiksektir. Bir ¢alisma ilk gebeligi 30 yas istiinde
olanlarda, 1lk gebeligi 18 yas altinda olanlara gore 4-5 kat meme kanseri gelistirme riski
saptanmigtir.

Bu gozlemler sonucunda yiksek prolaktin ve yitksek Ostrojen seviyelerinin
meme kanseri gelisme olasihigint arttirdigi soylenebilir. Progesteronun bu gelismeyi
inhibe edici rolii tam anlasilamamustir.

Ostrojenin postmenapozal yerine koyma tedavisinde veya oral kontraseptif
olarak kullanilmasi meme kanseri gelisme riskini ¢ok az arttirmaktadir. Kigitk doz
ostrojenin  kisa stireli olarak post menapozal doénemde kullanilmasi nispeten
guvenihirdir. Kombine oral kontraseptifler reproduktif yasamin ortasinda (yaklasik 25-
39 yas) uzun yillar kullanilmasi ile meme kanseri riski artmamaktadir. Buna karsilik,
kombine oral kontraseptiflerin geng yaslarda uzun yillar kullanilmast meme kanseri

riskini arttirabilmektir.

2.6.4 Cevresel Faktorler ve Diyet
Meme kanseri insidansinin disik oldugu Japon kadinlarinda Kuzey

Amerika’ya gog ettikten sonra yerli halk ile ayni oranda meme kanseri goriilmesi,
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cevresel faktorlerin de genetik faktorler kadar, hatta daha fazla etkili oldugunu
diistindirmektir,

Diyet de onemli bir faktordiir. Yag veya kollesterol alimi ile steroid hormon
metobolizmast arasindaki muhtemel iliski diyetteki yagin etyolojik ajan olabilecegine
isaret etmektedir. Kigi bagina yag alimi ile meme kanserinden 6lim iz arasinda bir
kolerasyon mevcuttur. Ayrica % 10-20 oraninda yag ile beslenen ratlarda % 5 den daha
az yag ile beslenenlere gore mem kanseri ¢ok daha fazla gorilmekle birlikte, bu konu
heniiz tartismahdir. Buna karsilik, sisman kadinlarda meme kanseri riski 1.5-2 kat daha
fazladir. Alkol alimi ile meme kanseri riski arasinda da doza bagh bir iligki saptanmistir.
Orta derece alkol alimt bu riski %40-60 arttirmaktadir (Bland ve ark. 1991).

2.6.5. Kalitsal Faktorler

Meme kanseri, annesinde meme kanseri olan kadinlarda normal popilasyona
gore 2-3 kat daha siktir. Aile hikayesi olanlarda meme kanseri daha erken yaslarda
gorilmekte ve aile hikayesi olmayanlara gére daha sik bilateral meme kanseri
olusmaktadir.

Meme kansérinde herediter ve genetik predispozisyon tstine yapilan
arastirmalar sonucunda, meme kanserlerinin % 9’unda herediter 6zellik saptanmistir.

Yem bulunan iki gen (BRCA1 ve BRCA?2) ailesel meme kanserlerinin baslica

nedeni olarak gorilmektedir (Miki ve ark. 1994, Wooster ve ark. 1994). BRCAI
genindeki germinal mutasyonlar ailesel meme/over kanserlerinin % 50’sinden fazlasin
ve tim meme kanserlerinin % 5-10°unu olusturmaktadir, BRCA1 geninin bir
transkripsiyon faktorii oldugu daginiilmektedir. Futreal ve ark. (1994) ise bu genin
ailesel olmayan meme kanserlerinde rol almadiini agiklamislardir. (Futreal ve ark.
1994). Bu gen aymt dokuyu sadece ailesel kanserlerde etkiliyorsa bu konudaki ilk ¢rnegi
olusturacaktir. Ailesel meme kanseri agisindan difer dnemli bir gen de BRCA?2 genidir.
Bu gendeki mutasyonlarin ¢zellikle sadece meme kanseri gozlemlenen aileler agisindan
onemli oldugu sanmlmaktadir,. BRCA1 geninin aksine ’BRCAZ geninin  somatik
mutasyonlan seyrek de olsa pankreas ve karaciger kanserlerinde bulunmustur. Diger
ilging bir gozlemse, bu 1ki genin Diinya’daki bazt toplumlarda (6rmegin Orta Avrupa’h

Askenazi yahudilerinde) ¢ok sik (% 1 yaklasan siklikta) gériilmesidir (Szabo ve King
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1997). Boyle toplumlarda aym mutasyona sik olarak rastlandigi iin toplum hekimligi
agisindan genel taramalar giindeme gelebilir.

3. kromozomun pl14.2 bolgesi FRA3B olarak isimlendirilen bir frajil bolgeyi
igermektedir. Son donemdeki arastirmalarda meme ve diger kanserlerde aynt bolgede
tumor sipressor gen ozelligi gosteren FHIT  (Fragile Histidine Triad) geni
belirlenmigtir. FHIT geninin invasive timoérlti 16 hastamin 6 sinda, ductal insutu
karsinomali 6 hastanin tigiinde FRA3B bolgesinde heterozigotinin kaybi tespit edilmigtir
(Ahmadian ve ark. 1997). 32 meme kanseri hastasinin % 9’unun hiicre hattinda FHIT
geninin 4. ve 5. exonunda SSCP (Single strand confirmation polymorphism) analiziyle
homozigoz delesyonlar tespit edilmistir.

Meme kanserininde i¢inde bulundugu bir grup insan kanserlerinde 3.
kromozomun kisa kolunda delesyonlar bulunmustur. Son yillardaki ¢ahismalar FHIT
geninin aday timor siipressor gen olmasindan dolayi, bu gen tizerinde yogunlasmustir.
Hayashi ve ark. (1997) 61 Japon meme kanseri olgusunun % 38 nin FHIT geninde
anormal transkripte bolgelert incelenmistir. Sekans analizi ile exon 5-8 de mutasyonlan
tespit etmislerdir. FHIT geninin anormal transkribe edilmesinin nedenleri
arastirildiginda yas, timor nodu-metastas durumu, tomor biyikligi, ostrojen ve
progesteron reseptorlerinin durumu, meme kanserinin ailesel hikayesi, hastalarin yasam
kosullari, sigara ve alkol aliskanliklarindaki farklilarinin  nedeni olusturdugu
actklanmistir. Bilateral meme kanserlerin insidansinin ve dogum yapma sikliginin
artiginin da FHIT geninin anormal transkripe edilmesiyle ilgili oldugu gosterilmistir
(Hayashi ve ark. 1997).

Petrukhin ve ark. (1997) Askenazi orijinli meme ve meme-ovaryum kanserli
ailelerde kolorektal kanserlerin insidansinin arttigim gozlemislerdir. APC genindeki
germ-line missense mutasyon, I1307K, Askenazi yahudilerinin kolorektal kanserli
hastalarinda tespit edildi. 158 aileden 264 Askenazi yahudide kolon kanserlerinde
spesifik fakat meme-ovaryum kanserli aileler de ilgisi gorilen 11307K mutasyonu
incelendi. Meme veya meme-ovaryum aile hikayesi bulunan bireylerde (264 bireyin
5Tinde; % 19.3’tinde) BRCA1 (185 delAG veya 5382ins) veya BRCA2 (6174 delT)
mutasyonu saptandu.

Bu toplulugun % 7 sinde (158 hastanin 11’inde) APC 11307K mutasyonu varhg

ortaya kondu. Calisilan ailelerde (158’inin 42’sinde) birinci, ikinci veya tigiincii
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kusaginda en az bir kolorektol kanser tagiyordu. Bu diistinceden yola ¢ikarak Askenazi
yahudilerinde belirlenen APC I11307K mutasyonunun varligi genetik yatkinligin
belirlenmesinde bir marker olabilecegi dusunuliir.

Eva ve ark. (1988) Meme kanserli hastalarda retinoblastom geninin 5. ve 6.
ekzonunda 5 kilobazlik bolgeleri igeren homozigos internal duplikasyonlar tespit ederek
meme kanserinin genetik mekanizmasiyla Rb geni arasindaki iligkiyt agiklamiglardir.

Friedman ve ark. (1994) 10 ailede 10 ovaryum kanserli, 63 meme kanserh
hastada germline mutasyonlart arastirarak BRCA1 geninin kromozom 17q21 ile ilgili
oldugunu ve BRCAT1 in genetik kanit olarak gosterilebilecek aday bir gen oldugunu
aciklarmslardir. BRCAT geninde 9 farkli mutasyonu SSCP ve sekans analizleriyle
belirlemislerdir. Bu mutasyonlardan yedisi gen boyunca yer alan protein Uriinlerinin
kesilmesine neden olmustur.

Marcus ve ark. (1997) predizpozisyon genleri olarak nitelendirilen BRCAT1 ve
BRCA2 genlerinin kalitsal meme kanserlerindeki roliini arastirarak, BRCA1’in
ostrojeni inditkleyebilen, antiproliferasyon ve tiimor siippressor fonksiyonu ile hiicre
siklusunu etkileyebilen bir protein oldugunu agiklamislardir. BRCA2 proteini hakkinda
bilinenler daha az olmasina ragmen, BRCA1’e benzer szellikler gosterdigini
bildirmislerdir. BRCA1 genindeki mutasyonu tespit edilen herediter meme kanserli
hastalarin insutu ve invasive lobular, tubulobular, cibriform (“tubularlobular grup
[TLG}) ve ductal karsinoma tiplerine ait oldugu belirtilmistir. Buna karsin BRCA2
mutasyonu varligi agiklanan heretider meme kanserli hastalarin TLG karsinomali gruba
ait olduklan agiklanmistir.

BRCAY’in mRNA ve protein ekspresyonlarinin hiicre siklusunun G1 fazinin
sonunda ve S fazinda spesifik bir artig gosterdigi belirtilmistir (Kok ve ark. 1987, Marra
ve ark. 1995, Sozzi ve ark. 1996). BRCA1’in biyolojik aktivitesi siklin dependent
kinazlarla dizenlenmektedir (Marra ve ark.1995). Apopitosis’deki roli tartigilmaktadir
(Easton ve ark. 1993). Fareler tizerinde yapilan c¢aligmalarda, BRCA1 in homozigoz
delesyonlart farenin embriyonik gelisiminin 10 ve 13. glinleri arasinda noroepitelium
hiicrelerinin  ¢lumine, asin gogalmasina ve ndral tiip defektlerinin olugumuna yol
agmaktadir.

Thompson (1993) p53 ve meme kanseri iligkisini, p53 geninin siklikla sporadik

meme kanserinde anormal olmasiyla aciklamistir. p53 n  timor sippessor
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fonksiyonunun kayb: meme kanserinin olusumunda % 61 oramnda etkili oldugu, mutant
p53 un bir onkogen gibi davraniy gosterdiginde % 15-46 oraninda etkili oldugu
aciklanmigtir. p53 Un etkisi daha ¢ok zayif prognoz gosteren invasiv meme
kanserlerindedir. p53 genindeki anormallikler genellikle meme kanserlerinin
pathogenezinde etkilidir.

Freeman ve ark. (1989) 708 meme kanserli hastadan olusan ¢aligma grubunda
meme kanserine yakalandiktan sonra beyaz kadinlara oranla yasam siiresinin zenci
kadinlarda oldukga diisiik oldugunu agiklamistir.

Trygguatattir ve ark. (1988) 184 familiyal ve 572 sporadik meme kanserli
bireyde yaptiklann ¢alismada B kan grubunun familial meme kanserli hastalarda
sporodik nedenli meme kanserli hastalara oranla daha fazla gorialdagi ve B kan grubuna
ait bireylerin genellikle bilateral meme kanseri oldugunu tespit etmiglerdir. Ailesel
meme kanserli hastalarda en az siklik 0 kan grubu olarak bulunmustur.

Ochi ve ark. (1988) 50 meme timorlii hastanin periferik kan lenfositlesinde
kromozomal frajilite ¢alismasinda frajilitenin 11 saglikli kontrol bireye oranla arttigini
gostermiglerdir. Folik asit ve tymidine igeren kultir mediumunda gap ve kirik oranlar
hastalarda 6.0245.28 iken kontrol bireylerin oranlar1 2.0+2.0 olarak belirlemistir.

Hansen-Hagge ve ark.’nin (1998) gerceklestirdigi bir ¢alismada insandaki 5q33-
34 kromozom bolgesinin programlt hicre 6limii veya endositoz yoluyla lizozomal
hareket, ribozom alt birimlerin birlesmesi, gen ekspresyonunun regilasyonu gibi 6nemli
gorevleri oldugunu vurgulamiglardir.

Garcia-Patino ve ark. (1998) ailesel meme kanserinde predispozisyon geni
olarak tanmmlanan BRCA! geninin kolon kanserinde de etkili oldugu disiincesinin
acgiklanmasindan yola ¢ikarak 85 timoérde yaptiklan ¢alismada 1721 bolgesinde 7
mikrosatellite lokusundaki heterozigotinin kaybini tespit etmislerdir. Bu g¢alismada
17q21°de lokalize BRCA1 geni ve diger genlerin kolon kanseri gelisiminde 6nemli rol
oynayabilecegi aciklanmistir.

Valgardsdottir ve ark. (1996) meme kanserli hastalarda molekiiler genetik ve
sitogenetik galismada elde ettikleri bulgulart bu iki metodu karsilagtirarak 85 meme
kanserli bireye ait timorler doku kultarti yapilarak degerlendirilmeye almislardir.
Karyotip analizi, fluorescence in situ hybridization ve molekiiler analizler sonucu 7q,

16q ve 17 kromozomun her iki kolunda da allelik imbalans tespit edilmistir.
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Ardisia ve ark. (1993) 26 meme kanseri ve 15 saglikh kadin bireyin periferik
kan lenfositlerinden elde edilen metafaz kromozomlannda aphidicolin ile indiklenen
frajil bolge ekspresyonunu aragtirmislardir. Bu ¢alismada hem aberasyonlu hiicrelerin
hem de huicre bagina diisen gap ve kirik sayilarimin ortalamalarn hasta grubunda saglikh
bireylere oranla anlamlilik gostermistir (p<0,001;p<0.05). Bulgular meme kanserli
bayan hastalarda genetik insitabilitede artisin oldugunu agiklamaktadir.

Mitchell ve ark. (1993) 9 meme kanserli hasta ve 9 saglikhi kontrol bireyin
periferik kan lenfositlerinin aphidicolin ile indiiklenen kultirlerinde frajil bolge
ekspresyon farkliliklarini arastirmiglardir. Ailesel meme kanserlerde genetik yatkinlhigin
belirlenmesinde uygun marker olabilecegini diginerek gergeklestirdikleri ¢aligmada
anlamlilik tespit edememislerdir (p<0.61).

Paz-y-mino ve ark. (1997) 20 duktal infiltrative meme kanserli, 20 serviks
uterine kanserli ve 40 saglikli disi bireylerden olusan 80 kisilik ¢alisma grubunda
aphidicolin ile indiklenen kromozomal anomalilerini karsilagtirmislardir. Kanserde
etkisi bilinen kromozom instabilitesi, kromozomlarda olusan sayisal ve vyapisal
aberasyonlar degerlendirilerek agiklanmistir. Meme kanserli hastalarda kontrol grubuna
oranla aphidicolin ile inditkklenen veya inditklenmeden spontan olarak meydana gelen
kromozomal anomalilerinde artma belirlenmistir (p<0.001). Serviks uterine kanserh
hastalarda da benzer sonuglar elde edilmistir. Frajilitedeki artisin, kanserin

ilerlemesinde ve biyolojik igleyisinde 6nemli rol alabilecegi agiklanmistir.

2.6.6. Korunma.

Guniimizde meme kanserinden korunulmasini saglayacak kesin oneriler yoktur.
Meme ve toraks bolgesine gereksiz radyasyon alinmasindan kaginilmasi, emzirmenin
tesvik edilmesi ve besinlerdeki yag miktarinin azaltilmasi oneriler arasinda yer alabilir.
[k gebelikten once oral kontraseptiflerin kullamilmasi ile meme kanseri riskinin arttift
kesin degildir. Bu nedenle, dogum yapmamig kadinlarda oral kontraseptif kullanitliminin
yasaklanmasi dogru olmaz. Menapozda Ostrojenlerin tek basina kullanilmasi ile meme
kanseri riski az da olsa artmaktadir. Zaten giniimuzdeki ilaglar iginde dstrojen ve
progesteron birlikte mevcuttur. Kombine tedavinin zararlt olup olmadigi hentz
bilinmediginden, yararlari da g6z Online alinarak kullammi kisitlamak simdilik

dustinilmemektedir (Donegan ve Spratt 1995).
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Etiyoloji bahsinde evlenmis ve ge¢ evlenmis olanlarda erken evlenmisiere gore
(25 yasindan once ilk g¢ocugunu doguran kadinlara ) meme kanseri insidansinin
arttifi belirtilmistir. Bundan anlagilacagina gore 25 yasindan once ilk ¢ocu@unu
doguran kadinlarda meme kanseri insidansi diusmektedir.

Meme kanserinden sekonder korunmanin temeli erken taniyt saglamaktadir.
Erken tani, kisilerin kendini periodik muayene etmesi ve meme kanseri erken
bulgularina kars1 duyarli olmasi ile saglanabilir. Bunun diginda toplum taramalan fizik
muayene ve mamografi ile yapilabilir. Kaynak saglanabildiginde ozellikle 50-69 yas
grubuna fizik muayene ve mamografi ile tarama yapilmast erken tanida biiyitk asama
saglayacaktir.Aile hikayesi pozitif olan bireylerde ise molekiiler biyolojik testler ile

mutasyon taramasi yapilarak saglikli risk altindaki bireylerde erken tant mumkiindir.

2.7 Kanser Gelisiminde Genlerin Rolii

Kanser birbirini izleyen genetik degisimlerle olusan ¢ok asamali bir hastaliktir
(Knudson 1985; Scrable ve ark. 1990, Renan 1993). Bu genetik degisimler yillardir
kromozomal anormallikler (translokasyon, delesyon, ¢ok kromozomiuluk, inversiyon,
amplifikasyon vb. ) olarak tanimlanmaktadir. Yeni buluslar, bu genetik anormalliklerin
sans eseri olmadigini ve genetik degisimin (mutasyonun) spesifik genleri etkiledigini
ortaya ¢ikarmistir. Bu genler genel olarak proto-onkogenler, tiimor baskilayicr genler ve
DNA onarim genleri olarak siniflandirilabilir (Knudson 1985, Friedman ve ark.1988;
Sage ve ark.1989). Molekiiler genetik tekniklerindeki gelismeler sayesinde kromozomal
yapida gozlemlenen biyik genetik degigikliklerin, kanser olusumunda rol alan
degismelerden sadece kiigiik kismi oldugu anlasitmistir. Genetik mutasyonlann biryik
kismi yapisal olarak c¢ok kiigitk bolgeleri etkiler ve ¢ogu zaman tiimér baskilayic
genlerin ve proto-onkogenlerin sadece bir bazinin degismesi bigiminde ortaya ¢ikar.
Ancak, bu kiigiik degisiklikler hiicre igin bir kromozomu kaybetmek kadar énemli
olabilir.

Tumér baskilayict genler ve proto-onkogenler hiicrenin kaderini (¢ogalma,
farklilagma, yaslanma ve apoptosis/programlt hiicre 6lamu) belirleyen proteinleri kodlar
(Hunter ve Pines 1994). Viicudumuzdaki hiicreler, dis diinya ile stirekli iletigim halinde
olan bedenimizin gereksinmelerine gore kaderlerini belirlerler. Kanser ¢ogunlukla

digaridan gelen ve hiicrelerin kaderini belirleyen sinyallere duyarsiz hale gelen
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hiicrelerde ortaya ¢ikar. Dis etkenlerde devamli temas halinde bulunan, deri, solunum
sistemi ve sindirim sistemi gibi dokularda fiziksel kayiplar yizinden devamli hiicre
yenilenmesi gerekmektedir. Bu nedenle, deri, akciger, mide ve bagirsak kanserleri en
yaygin kanserlerdendir. Meme gibi baz1 dokular ise hormonlarin etkisiyle periyodik
olarak yenilenir. Kanser bu tip dokularda da ¢ok yaygindir. Viritik enfeksiyonlara
maruz kalan ve zararli kimyasal maddelerin biriktigi ve islendigi karaciger gibi bazi
dokularda da kronik hiicre yenilenmesi ve sonug olarak kanser ortaya ¢ikar. Son olarak,
normal DNA tamiri isleminden kagan ve yaslanmayla orantili olarak artan
mutasyonlarla da olusabilir.

Molekiiler genetikdeki yenilikler bazi proteinleri hemen hemen biitiin kanser
tipleriyle iliskilendirmistir (ailesel, virtislerden dolay1 olusan, karsinojenlerin yol agtif
ve yasliliktan dolay: olusan kanserler). Bu proteinlere en iyi 6rnek p53 proteinidir. Bu
protein dogrudan kanser yapan virtslerin proteinleriyle birleserek (6rnegin tip 16 ve 18
papilloma virisiiniin E6 proteini), bazi karsinojenlerin olugturdugu mutasyonlarla
(6rnegin moroétesi 151810 olusturdugu CC->TT mutasyonlart ) ve DNA’da zamanla
birtken G->A degisimi gibi mutasyonlarla islevini kaybedebilir. (Soussi 1990,
Srivastava ve ark. 1990, Bressac ve ark 1991, Levine ve ark. 1991, Ullrich ve Malkin
1992, Greenblatt ve ark. 1994) Onkogenler tarafindan kodlanan proteinler genelde
olmalar gerekenden daha aktif durumdadirlar. Bunun aksine timor baskilayici genlerin
proteinleri, normal formlarindan daha az aktif veya tamamen inaktif durumdadirlar.
Genellikle herhangi bir kanser hiicresinde bir ¢ok proto-onkogende ve tiimoér baskilayici
gende mutasyon ortaya ¢ikar. Bu demektir ki tek bir mutasyon normal bir hiicrenin

kanserli bir timdére dontigmesi igin yeterli degildir.

2.7.1 Onkogenler
Yillardan beri mutasyon olarak bilinen bir hiicre hasari, karsinogenezis ya da
onkogenezis olarak tanimlanan kanser prosesine yol acan degismelerle ilgilidir. Fakat
bugiin kanserde genlerin nasil degistigi hakkindaki bilgiler, arastirmacilarin retroviriis
adi1 verilen virtsleri bulmalarindan sonra sekillenmeye baslamistir. Bir insan DNA’s1
ylizbine varan gen igermesine karsin retrovisler yalnizca on kadar gen igerir. Retroviriis
bir hiicreyi enfekte ettiginde bu az sayidaki genlerden birinin irinii olan “revers

transkriptaz” enzimiyle RNA formundaki genetik materyalini DNA’ya donustiriir. Bu,
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DNA —RNA - protein seklindeki bildigimiz genetik bilgi akis yoniintin tam tersi bir
olaydir. Bundan dolay1 bu virlislere geriye dogru anlaminda “retro” adi verilmistir.
Daha sonra viriis, kendi DNA’simt hiicre DNA’sina sokar. Vicudun bagisiklik
sisteminden bu sekilde gizlenen viral genler, kendilerini yeni wviriis olarak
sekillendirecek olan viral proteinleni olusturmak iizere hiicreyi yonlendirir.

1911 yihinda Peyton Rous 1simli Amerikali bilim adami, timor tipi bilinen bir
civetvden saglikh bir civeive aktanldiginda benzer timoriin gelisimine neden olan bir
etkeni agikladi. Sonraki ¢alismalar bu etkenin bir retroviriis oldugu bu v-src denilen
spesifik genin, tumor olusumundan sorumiu oldufunu gostermistir. Daha sonraki
arastirmalar, laboratuarda ¢ogaltiimis hiicrelen transforme ederek hizhi ve kontrolsiz
sekilde gogaltan pek ¢ok retroviriisii ortaya ¢ikarmistir. Bilim adamlan retrovirisierde
bulunan ve normal hiicreleri, kanser hiicrelerine  dontstirebilen bu genleri
“ONKOGEN” olarak tanimlamislardir. One stiriilen teoriye gore kisaca v-onc olarak
bilinen retroviral onkogenler normalde sessiz durumdadir. Ancak belirli faktorler
hiicreyi etkilediginde onkogenler aktiflesmektedir. Bir RNA tiimor viriisii esas olarak ii¢
gen bolgesinden meydana gelmistir. Bu genler gag, pol ve env gen bolgeleridir. Bu
genlerden gag viriistin sttriiktiirel proteinlerini, pol geni revers transkriptaz enzimini,
env geni ise virlisin zarf proteinlerini kodlar. Kanser yapici retroviriisler bu genlere
ilaveten Okaryot genlerini de igerebilir. Retrovirls igerisine entegre olan ve viriisiin
transformasyon ozelliginden sorumlu olan bu genlere transforming genler yada viral
onkogenler ad1 verilir. Yani viral onkogenler hayvan yada insan hiicrelerindeki hiicresel
genlerin (proto-onkogenler) viriis genomuna entegre olmus sekilleridir (Stehilin ve
ark.1976). Bu genlerin viral ¢ogalma yo6niinden virtise higbir katkisi yoktur hatta viral
cogalmay: negatif yonde etkilemektedir. Hiicresel gene sahip bir retrovirits DNA’simin
hiicre kromozomu igerisine entegre olmasi ile birlikte bu hiicresel proto-onkogenler
eksprese olarak aktif kanser genleri olan onkogenler haline doniisebilmektedirler (Sekil

2.8).
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Sekil 2.8: Proto-onkogenden onkogene gecis (Huber 1989).

Hiicresel proto-onkogenler okaryot genomunda bulunan hicre bityimesi ve
boliinmesini pozitif yonde etkileyen kisaca c-onc olarak adlandirilan genler olarak
tanimlanir. Bu genlerde gerek fiziksel | gerekse kimyasal ajanlar tarafindan meydana
getirilen nokta mutasyonlari, gen rearregementlert ve delesyon olaylar1 bu genlerin aktif
kanser genleri olan onkogenler haline doniigmesine sebep olmaktadir. Bu genlerde
meydana gelen nokta mutasyonlar ve rearregement olaylarnn sinyal iletiminin
bozulmasina sebep olarak insanlarda muhtelif kanserlerin gelisimine yol agmaktadir
(Cizelge 2.1).

Gerek proto-onkogenler gerckse onlarin mutasyona ugramis sekli olan
onkogenler hiicre biiytimesi, boélimmesi ve farklilasmasini pozitif yonde etkileyen

genlerdir ve bu genlerin bazilari Cizelge 2.2°de gosterilmistir.



Gizelge 2.1. : Baz1 Proto-onkogenler (Kurzrock 1995).

Proto-onkogen Neoplasm Lezyon Defekt
abl Kronik myeloit [6semi Translokasyon,t(9;22)  Fosforilasyon
alk Anaplastik large- cell losemi Translokasyon,t(2;5) Fosforilasyon
ami-| Akut myeloit 16semi Translokasyon,t(8;21)  Transkripsiyon
bel-1 B-cell lenfoma Translokasyon,t(11;14) ?
bel-2 B-cell lenfoma Translokasyon,t(14;18)  Apoptozis
bel-3 Kronik lenfositik dsemi Translokasyon,t(14;19)  Transkripsiyon
c-erbB-1 Squamous hiicre karsinomast;astrocytoma Amflifikasyon Fosforilasyon
c-erbB-2 Meme, ovaryum, mide adenokarsinoma Amflifikasyon Fosforilasyon
evi-l Akut myeloit 16semi Rearrangement,inv(3)  Transkripsiyon
Ick Kolon karsinomasi ? Fosforilasyon
lyl-l Akut lymfoblastik 1osemt Translokasyon,t(7;19)  Transkripsiyon
Iyt-10 B-cell lenfoma Translokasyon,t(10;14)  Fosforilasyon
myc Burkitt lenfomasi Traanslokasyon,t(2:8) Transkripsiyon
t(8;14)  Transkripsiyon
t(8;22)  Transkripsiyon
Akciger, meme ve serviks karsinomast Amflifikasyon Transkripsiyon
L-myc Akciger karsinomast Amflifikasyon Transkripsiyon
N-myc Noroblastom, kigitkhiicreli akcigerkarseri  Amflifikasyon Transkripsiyon
pebp2b Akut lymfoblastik 16semi Rearrangement,inv(16)  Transkripsiyon
pmi Akut promyelositik 10semi Translokasyon,t(15,17)  Transkripsiyon
H-ras Kolon, akciger ve pankreas karsinomu, Nokta mutasyonu G-proteini
melanoma
K-ras Akut myeloit ve lymfoblastik 1osemt, Nokta mutasyonu G-proteini
tiroid karsinomasi, melanoma
N-ras Tiroid,genital Griner karsinoma,melanoma Nokta mutasyonu G-proteini
ret Tiroid karsinomas Rearrangement Fosforilasyon
K-sam Mide karsinomast Amflifikasyon Fosforilasyon
sis Astrocytoma ? Fosforilasyon
SIC Kolon karsinomasi ? Fosforilasyon
tel Kronik myelomonositik 16semi Translokasyon Fosforilasyon
tal-1 Akut lymfoblastik 16semi Translokasyon Transkripsiyon
trk Tiroid karsinomast Rearrangement Fosforilasyon




Cizelge 2.2. : Bazi Onkogenler (Kurzrock 1995).

26

Onkogen Viriis Onkogen uriint
Sis Simian sarkoma viriisii Buytime faktori
erbB Avian eritroblastosis viriisii A

fms SM feline sarkoma viriisti

kit HZ-4 feline sarkoma viriisii

sea Avian sarkoma viriisii(S13)

10S Avian sarkoma viriisii(UR2) Protein-tirozin kinaz
SfC Rous sarkoma virtisai(RSV) ?

yes Avian sarkoma virisii(Y73)

far GR feline sarkoma viriisii

fps Fujinami sarkoma virisi(FuSV)

abl Abelson murin 16semi viriisi J

crk Avian sarkoma viriisi(CT10) } Adaptor

cbl Murin Cas NS-1I viriisii

mos Moloney murine sarkoma viriis Protein serin/threonin kinaz
raf 3611 Murine sarkoma viriisii }

akt Akt-8 murine 16semi virtisi

H-ras Harvey sarkoma viriisi G-protein

K-ras Kirsten sarkoma viriist }

myc Avian myelositomatozis virusi (MC29)

myb Avian myeloblastozis viriisi

fos FBJ murine sarkoma viriisii

jun Avian sarkoma viriisti (S17)

ski Avian karsinoma viriisii (SKV-770) > Niiklear protein
qin Avian sarkoma viriisii (S31)

rel Retikoloendoteliozis virtsii

erbA Avian eritroblastozis virtisii

ets E-26 avian myeblastozis viriisii J

2.7.2 Timor Baskilayic: Genler

Tumor baskilayict genler ilk olarak kanserli bir hicreyi normal hiicreye

dontistirebilecek genler olarak tamimlandi. Bu tanimlamaya gére timor baskilayici

genler, ya kromozomal delesyonlarla kaybedilmis ya da daha kuguk olgekh

mutasyonlarla (kiigiik delesyonlar, kugik insertionlar veya nokta mutasyonlar)

aktivitesini kaybetmis genlerdir. (Sager, 1989). Bir tiimér baskilayici genin inaktive

olmasi genin bir alelindeki (genin iki kopyasindan biri) bir mutasyonla baslar.

Tamamen inaktive olmast igin diger alelin de kaybolmasi gerekir (ikinci alelde

mutasyon veya daha siklikla kromozom kaybi). Sekil 2.9 ’da da gosterildigi gibi eger
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kanser kalitimsal degilse, iki alleldeki iki mutasyon somatik olarak (somatik hiicrelerde

ve genellikle dogumdan sonra) olusur.

‘('Jreme Hilcreleri Viicut Hilereleri (Somatik Hiicreler) ]
AILESEL OLMAYAN
{\ KANSERLER A
fik somatik ikinci somatik
olay ) olay
. I normal alel Normal alel yok
Iki normal alel 1 mutant alel TUMOR

AILESEL KANSERLER

ik somatik
olay

Normal alel yok

1 normal alel TUMOR

1 mutant alel

Sekil 2.9: Ailesel ve ailesel olmayan (sporadik) meme kanserlerinin olusum
mekanizmast.

Ailesel olmayan kanserler, tim kanserlerin buyik bir cogunlugunu olusturur
(>85%). Tum kanserlerin % 5-15’inin ise kahtimla yeni kusaklara gegtigi
dusiinithmektedir ve bu kanserler ‘ailesel kanser’ olarak tamimlanmaktadir. (Knudson
1985, Goldgar ve ark. 1994, Offit ve Brown 1994) Ailesel kanserlerde, bir tiimor
baskilayict genin inaktivasyonunun ilk basamagy, ailenin eski nesil bireylerinden birinin
treme hicrelerinde (sperm veya yumurta) meydana gelir. Bu mutasyon iireme hicresi
vasitas! ile sonraki nesillerin % 50’sine geger (eer mutasyon yeni olusmussa, kanser
kaliimsal olur fakat klinik olarak ailesel olmaz). Kalitimsal kanserlerde tumor
baskilayici gen inaktivasyonu dogmadan 6nce basladig: i¢in tek bir olay (ikinci alelin
inaktivasyonu) timor baskilayici genin iglevini yok etmek igin yeterlidir. Ay hiicrede
iki alelin birden inaktive olmast ihtimalinin bir alelden az olmast kanser ailelerinde
bireylerin kanser riskinin fazla olmasimi agiklar. Ama kanser olugumu igin birden ¢ok
gende mutasyon olmasi gerektigi unutulmamahidir. Bir bagka deyisle, kalitimsal olarak
herhangi bir genin bir alelinin inaktive olmasi kanser olusumu i¢in sadece kuigik bir

adimdir ve bagka mutasyonlar da olmast gerekmektedir (tiimér baskilayict genin ikinci
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alelinin de inaktive olmasi, bagka timoér baskilayici genlerin inaktivasyonu ve proto-

onkogenlerin aktivasyonu).

2.7.2.2 Insan Kanserlerinde Tiimor Baskilayic1 Genler

Ik timor baskilayici genin (Rb1, Retinoblastoma) ortaya konmasindan bu giine
kadar yirmiye yakin timor baskilayict gen bulunmustur. Cizelge 2.3°de bilinen timor
baskilayici genler 6zetlenmistir. Cizelgede de goruldigiu gibi timoér baskilayici gen
mutasyonlart hem kalitsal hem de kalitsal olmayan kanserlerde goriilebilmektedir.
Onkogenler ise genellikle yalnizca kalitsal olmayan kanserlerde rol almaktadir (kalitsal
mutasyonu kansere yol agtigi bilinen tek gen ret onkogenidir). Birgok timér baskilayici
gen, ailesel kanser bireylerinin genomik DNA’larinin arastiriimastyla bulunmustur.
Bunlarin birka¢ tanesinin (BRCA1, MLH1, MSH2) su ana kadar sadece kalitsal
mutasyonlar sergiledigi goriilmustiir. Bu genlerin bayik bir ¢ofunlugu (p53, RbI,
APC, BRCA?2) iki tip kanserde de etkendir.

Cizelge 2.3. : Tumor Baskilayict Genler (Kurzrock 1995).

Tumoér baskilayict genler Kromozomal  Neoplasm
lokus

Rbl 13q14 Retinoblastom, osteosarkom, meme, mesane ve akciger

p33 17p12-13.3  Beyin timérleri, meme, kolon ve akciger karsinomas,
osteosarkom

WT1 11p13 Wilm’s timérii

DCC 18qg21 Kolon karsinomasi

NF-1 l7q1 1.2 Norofibromatozis tip I, ndroblastoma, glioma,meningioma

NF-2 22q12 Nérofibromatozis tip 11

APC ve MCC 5q21-22 Kolon karsinomast

MEN-1 1 lq 13 Paratiroid, pankreas, tikriik bezi ve adrenal korteks
timorleri

MEN-2 10q11 Papiller tiroid karsinoma

BRCAL1 17q21 Meme ve ovaryum kanseri

BRCA2 13q12-13 Meme ve ovaryum kanseri

FHIT 3p14.2 Akciger, kolon, meme, pankreas kanseri

RCC 3 P 14.2 Bobrek timorleri

p73 1p36 Beyin tiimorleri

PTEN 10q23 Glioblastoma, endometrium, prostat, melanoma, renal
kanserler

VHL 3p25-26 Von Hippel Lindau Sendromu

Insan kanserlerindeki rolii en iyi tanimlanmis tiimér baskilayici gen p53’tiir.

(Greenblatt ve ark. 1994). P53 geni tarafindan kodlanan protein ilk olarak 1979 yilinda
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kemirgen hayvanlarda SV40 virtisiniin transforme edici bir proteininin (Large T
antigen) hedefi olarak bulunmustur. (Soussi ve ark. 1990). Bu genin insan
kanserlerindeki rolii 1989 yilinda. B. Vogelstein’in laboratuvarinda kolon kanserinde
bulunan mutasyonlariyla agiga ¢ikmistir. Geride biraktigimiz yillar siiresince yiizlerce
caligma p53 geninin insan kanserlerinde en ¢ok mutasyona ugrayan gen oldugunu
ortaya ¢ikarmigtir. (Greenblatt ve ark.1994). Cizelge 2.4’de de gosterildigi gibi bu gen
birgok degisik kanser tirtinde mutasyona ugramaktadir. p53 mutasyonlan ¢ogunlukla
pS53 proteininin orta kismim kodlayan ekzonlarda olmaktadir. p53 bir transkripsiyon
faktorudir; orta bolgesi, bu proteinin spesifik olarak DNA’ya baglanmasini ve hedef
genlerinin aktivasyonunu saglamaktadir. (Levine ve ark.1991,Ullrich ve ark.1992). p53
proteininin genomik DNA’nin de@ismeden saklanmasindaki roli ¢ok onemlidir.
Hiicreler genotoksik stres altina girerse p53 proteininin miktan hiicre ¢ekirdeginde artar.
Bu artig, p53 proteininin hedef genleri olan mdm-2, p21WAF1/CIP1,GADD45 ve bax
gibi genlerin transkripsiyonunun artmasina yol agar. P21 WAF1/CIP1 geninin kodladi
protein, siklin-bagimli kinazlan (cdk) inhibe ederek hiicre dongiisinii G1/S evresinde
durdurur (Hunter ve Pines 1994). GADD45 geninin kodladigi protein DNA tamirinde
rol alir. p53 proteininin birgok hiicrede, ozellikle proto-onkogenlerin aktive oldugu
durumlarda programli hiicre 6liimiine (Apoptosis’e) neden oldugu bilinmektedir. Bu
mekanizmada bax/bel-2 yolunun izlendigi gosterilmistir. p53 tarafindan aktive edilen
bax geni, bcl-2 genini inaktive ederek apoptosis baslatir. (Zhan ve ark. 1994). p53
proteininin, DNA’s1 zarar gérmiis hiicrelerin gogalma dongiistinit durdurarak DNA
tamirine firsat yarattigi disiiniilmektedir. Apoptosis’in inditklenmesi ise DNA’y1 tamir
edememis hiicrelerin yok edilmesi acisindan ¢ok onemlidir. P53 genindeki mutasyonlar
p53 proteininin gorevini yapamamasina ve DNA’daki hedeflerine baglanamamasina yol
acar (Greenblatt ve ark. 1994). p53 mutasyonlari1 SSCP ve DNA dizi analizi
yontemleriyle dogrudan incelenebilir. Genel olarak p53 mutasyonlan yari 6mrii daha
uzun olan mutant p53 proteininin olugmasina neden olur.

Yaygin kanserlerde (kolon, akciger, meme ve mesane kanserleri vb.) yapilan
birgok ¢alisma, p53 mutasyonunun bu tip kanserlerde koétii bir prognostik gosterge
oldugunu gostermistir. (Greenblatt ve ark. 1994, Thor ve ark. 1992, Saitoh ve ark. 1994,
Esrig ve ark. 1994). Bu nedenle p53°tin birgok timor tipi igin ¢ok iyi bir timor

gostergesi oldugu dustiniilmektedir. Germinal hicrelerdeki p53 mutasyonlan, Li-
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Fraumeni sendromu diye bilinen ve kansere yatkinlik gosteren bireylerde ve glioma
hastalarinin bir kisminda gorulir (Srivastava ve ark. 1990, Santibanez-Koref ve
ark.1991, Malkin ve ark. 1992, Sameshima ve ark.1992, Kyritsis ve ark. 1994).
Sarkoma, adrenokortikal karsinoma, beyin ve meme kanserli bireylerim olusturdugu Li-
Fraumeni sendromlu ailelerde daha higbir kanser belirtisi olmadan germinal p53
mutasyonlari gosterilmigtir (Birch 1992, Eeles 1993, Malkin 1994).

Cizelge 2.4: Insan Kanserlerinde p53 mutasyon orani1 (Greenblatt ve ark. 1994)

Kanser P53 mutasyon orant (%)
Biitiin tdmdrlerde 37
Akciger 56
_Barsak 50
Ozofagus 45
Over 44
Pankrieas 44
Deri 44
Midc 41
Bag ve boyun 37
Mcsane 34
Sarkoma 31
Prostat 30
Karaciger 29
Beyin 25
Adrenal 23
Mcine 22
Endometrium 22
Mezotelyoma 22
Bobrek 19
Tiroid 13
Hematolojik 12
Karsinoid i1
Melanoma 9
Paratiroid 8
Rahim 7
Naroblastoma 1
Wilms tiiméril 0

Retinoblastoma geni, 1986 yilinda ¢ocuklarda ender olarak goriilen ailesel
retinoblastoma hastalifinda belirlenmistir. (Friend ve ark. 1986, Lee ve ark. 1987,
Friend ve ark. 1988, Yandel ve ark. 1989, Sager1989, Haber ve Hausman 1991,
Blanquet ve ark. 1991). Bu gen aym zamanda somatik olarak ailesel olmayan
retinoblastoma, akciger, meme, karaciger, prostat ve mesane kanserlerinde mutasyona
ugramaktadir (Harbour ve ark. 1988, Lee ve ark. 1988, Xu ve ark. 1989, Reissmann ve
ark. 1989, Bookstein ve ark. 1990, Horowitz ve ark. 1990, Cordon-Cardo ve ark.1992,
Zhang ve ark. 1994). Rb1 geninin inaktivasyonu birgok molekiiler biyoloji teknigiyle
(gen igindeki mikrosatelitlerde heterozigotluk kaybi taramasiyla, SSCP, DNA dizi
analizi yolu ile ) gosterilebilir. Rb1 geni 100 000 bazdan ¢ok DNA bélgesini isgal
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etmekte ve 105 kilodalton’luk bir protein kodlanmaktadir. Bu protein hiicre dongiisiinii
olumsuz yonde denetlemekte ve hiicre dongisiiniin G1 evresinde S evresine gegmesini
saglayan E2F proteinini noétralize etmektedir. Rb1 genindeki mutasyonlar genellikle
daha kisa proteinler olugmasina yol agmakta ve p53’iin aksine immiinolojik tekniklerle
mutasyon arandifinda negatif sonu¢ Rbl proteininin inaktifligini ve yoklugunu
gostermektedir.

APC, DCC, MCC, MSH2, MLH]1, p53 gibi birkag gen kolorektal kanserlerde rol
almaktadir. (Joslyn ve ark.1991, Groden ve ark. 1991, Kinzler ve ark. 1991, Nishisho ve
ark. 1991, Miyoshi ve ark. 1992, Powell ve ark 1993, Liu ve ark. 1994, Nicolaides ve
ark. 1994, Nagase ve ark. 1992, Service 1994, Papadopoulos ve ark. 1994, Jirincy
1994). DCC ve MCC genleri kolorektal kanserde geg ve somatik mutasyona ugradiklari
igin onlar hakkindaki bilgiler sinirlidir. APC geni ailesel bir sendroma (adenomatous
polyposis coli) neden oldugu i¢in bulunmustur. APC geni bitytk bir protein kodlar.
Kolorektal kanserde APC geninin hem somatik hem de germinal mutasyonlar
bulunmugtur Mutasyonlar APC geninin her tarafinda goriilseler de , tiim mutasyonlarin
ytizde 65’1 ekzon 15’in 5’ yarisindadir. (Miyoshi ve ark. 1992). Bu mutasyonlarin biyik
coguniugu normalden kisa proteinler olusmasina neden olmaktadir. APC geni mide

kanseri ve pankreas kanserinde somatik mutasyona ugramaktadir.

2.7.2.2 Onkogen ve Tiimor Baskilayici Genlerin Tip Arastirmalarinda
Kullaniimasi

Kanser aragtirmalarinda molekiler biyoloji  uygulamalan, bu genlerin
karsinogenezisteki rollerinin anlagilmasim saglamigtir. Siiphesiz bu aragtirmalarin asil
hedeflerinden birisi, milyonlarca kanser hastasinin bu bulgulardan yararlanabilmesidir.
Cinkt timorde onkogen ve tiimor siipressor gen ile degisikliklerinin belirlenmesi tans,
tahmin ve izlenecek tedavi yontemi igin yarali olabilecektir. Boylece immiinohisto
kimyasal teknikler kadar, timorlerin DNA veya RNA’sim kapsayan molekiler
hibridizasyon teknikleri, onkogen ve tiimoér siipressér genlerdeki ya da onlarin
trtinlerindeki nicelik ve nitelik degisimleri kanser tanisinda kullamlabilecektir.

Onkogen triinlerine 6zgii igaretli monoklonal antikorlarin  kullamimast,
tumorlerin bulundugu yerlerin belirlenmesinde bir arag olmaktadir. Bu da kanser

tamsinda rol oynayabilir. Familyal poliposis koli gibi bir malignansi geligim riski
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tasiyan kisilerden ve buna benzer Retinoblastoma ve Wilms timodrleri igin resesif
genlerden DNA problan olusturularak kalitsal egilim taramas: yapilabilir.

Yine onkogen ve timar sipressor genlerdeki degisiklikler, hastalik prognozunda
kullamlabilir. Nitekim go6giis kanserinde ras onkogeninin, servikal veya meme
kanserinde myc onkogeninin ya da meme kanserinde bir erb B onkogen homolugu olan
EGF reseptoriiniin asinn ekspresyonu ile hastalik arasinda zayif da olsa prognostik
korelasyon oldugu gosterilmistir. Benzer sekilde noéroblastomada N-myc’nin
amplifikasyonu, myelodisplazi’de K-ras mutasyonlart ve akut lenfoid losemilerde abl
onkogenini igeren Philadelphia kromozom translokasyonlari zayif bir prognostik

korelasyon olugturmaktadir.

2.7.3 DNA Tamir Genleri (Mismatch Repair Genleri)

DNA tamir genleri kanser olusumundan sorumlu Gigiincii ve en yeni gen sinifini
olusturmaktadir. Bu gen smifinda herediter kolon kanserli kisiler ve ailelerinde
gergeklestirilen molekiiler genetik ¢alismalarda muhtelif mutasyonlar oldugu ortaya
cikartmigtir. Tipkt timor siipressor genlerde oldugu gibi bu genlerde heterozigotinin
kayb1 kolon kanserlerinin olusumunu saglamaktadir. Bu genlerde meydana gelen
germline mutasyonlar, diger genlerde mutasyonlara yatkinligi dogurmakta ve bunun
sonucu gerek proto-onkogenler gerekse tumor siipressor genlerdeki mutasyon
insidansint arttirmaktadir. Bu mekanizma mutator fenotip olarak adlandirilmakta ve
giiniimiizde bu mekanizmanin familial kanserlere sebep olduguna inaniimaktadir (Marra
ve Boland 1995). Bugine kadar gerceklestirilen molekiiler genetik galismalarda E.
coli’de mut S, mut L, mut H, mayalarda MSH1, MSH2, MSH3, MSH4, MLHI1 ve
PMSI, insanlarda hMSH2, hMSH3, DUG, hMLH1, hPMS1 ve hPMS2 gibi DNA tamir
genleri belirlenmigtir.  Sekil 2.10°da bu genler ve insan kromozomlarindaki

lokalizasyonlari gdsterilmigtir.
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E. Koli Mut S MutL Mut H Mut

Maya MSH1 MSH2 MSH3 MSH4 1\+/ILH1 PMS1

Insan hMSH2 hMSH3 DUG hMLHI hPMS1 hPMS2
Kromozomal 2p21-22 3p21 2q31-33 7p22
lokalizasyon

Sekil 2.10: DNA Tamir Genleri.

Yeni bir gen ailesinin (baglica MSH2 ve MLHI1) mutasyonlari ailesel non-
polyposis kolorektal kanserinde (HNPCC) bulunmustur. Bu genlerin taman bakteri ve
mayadaki DNA bazlanmin  uyusmazliklarni tamir eden proteinlerin  insandaki
homologlarini kodlamaktadir. MSH2 mutasyonlari HNPCC hastalannda % 50 oraninda
ve MLH1 mutasyonlar1 da %30 oraninda gozlenmektedir. Bu genlerdeki mutasyonlar
DNA’daki tekrar eden tunitelerin sayisinda belirsizlik yaratmakta ve mutasyon yaratan
(mutator) fenotipini olusturmaktadir. Bu tip belirsizlikler ayni bireyin timéoriinden ve
normal dokusundan alinan Omekleriﬁ mikrosatelitler agisindan incelenmesiyle ortaya
cikabilir. Ailesel kolon kanseri tiim kolon kanserlerinin % 15 kadarnim olusturdugu igin
bu genler risk analizi ve erken tant agisindan gitgide 6nem kazanmaktadir.

1998 yilinda gergeklestirilen bir ¢alismada kiigtik hiicre disi akciger kanserli
hastalarda bhMLH1 ve hPMS3 genlerinde defekt oldugu belirlenerek kolon
kanserlerinden sonra ailesel akciger kanserlerinin olusumunda da DNA tamir genlerinin

rolii oldugu gdsterilmistir (Benachenhou ve ark. 1998),

2.8 Frajil Bolgeler
2.8.1 Frajil Bolgelerin Tamimi
Kromozomlardaki frajil bolgeler siklikla olugan gap, kirtk ve rearrangement adi
verilen degismelerle agiklanir (Sutherland ve Hecht 1985). Frajil bolge terimi, F.
Hecht’in 1969 yilinda ayni ailedeki bireylerde 16. Kromozom iizerinde tespit ettigi
frajilite ile ortaya atilmigtir. Periferik kan lenfosit kiltiirlerinde C grubuna ait bir
kromozomun uwzun kolunda yiksek sayida lezyonlar agiklanmistir. 9. kromozom

tizerinde oldugu varsayilan kirilmaya egilimli bolge zayif bolge olarak tanimlanmustir.
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1968’de Lejeune 2. Kromozomun uzun kolunda frajil bolge bulan ilk kisidir.
(Lejeune ve ark. 1968). Bir yil sonra, Lubs (1969) X kromozomunun uzun kolunun
telomerinde frajil bolge belirlemigtir. X kromozomundaki frajilite ¢ogunlukla erkek
bireylerde gorulmiis ve mental retardasyon ile karakterize oldugu tespit edilmistir. 10
yil sonra X kromozomundaki frajilitenin X° e baglt zihin 6ztrli hastalarda varligy
kesinlesmistir (Giraud ve ark. 1976, Harvey ve ark. 1977). Bugiin ise X kromozomunda
frajilitenin varhig bize mental retardasyon ile karakterize olan fragile X veya Martin
Bell sendromunu ag¢iklamaktadir.

Lubs ve Samuelson (1967) Obe ve Luers (1972) ve Ferguson-Smith (1973)’in
caligsmalari; spontan olarak olugan kromozom kiriklarinin insan kromozomlart iizerinde
diizensiz yerlestiklerini gostermistir. Bu ¢aligmalardan sonra kromozomal frajilite
konusundaki sitogenetik ¢aligmalar artmistir. (Aula ve Von Koskull 1976, Ayme ve
ark. 1976, Giraud ve ark. 1976). 1977°de Sutherland kullanilan doku kiiltirii
mediumuna baglh olarak frajil bolgelerin expresyonununda 6nemli degisiklik oldugunu
saptamigtir. Eger medium az miktarda folik asit ve timidin (medium TC 199) igerirse
Frajil bolge expresyonunun arttigt gozlenmistir. Sutherland 1979°da Frajil bolgelerin
ozelliklerini agiklamistir. Buna gore bu bolgeler:

- Genellikle iki kromotidi de igerebilen degisken buyiklikteki boyanmayan gap
bolgeleridir.

- Kromozom tizerinde siklikla ayni noktalarda gortilurler.

- Mendel kurallarina uyan Dominant kalitim gosterirler.

Frajilite asentrik fragmanlarin, kromozomal delesyonlarin, trifadial figiirlerin,
vs. varhigini gosterirler.

Kisaca ozetlemek gerekirse, Frajil bolgeler herbiri kendine ozgi kultir
kosullarinda karakterize edilen ¢esitli siniflara aynilirlar (Sutherland 1979, Cheres ve
Hustinx 1980, Schmid ve ark. 1980, Sutherland ve ark. 1980, Guichaova ve ark. 1982,
Sutherland 1982, Sutherland ve ark. 1983). Gintumiizde 100°den fazla frajil bolge
bilinmektedir (Hecht ve ark. 1990). Bu bolgelerin bir kismi ¢ok az gorilebilen tipten
(rare fragile sites), digerleri ise hemen hemen tim insanlarda gorilebilen (common
fragile sites) tiptendir. (Luthardt 1982, Markkanen ve ark. 1982, Barbi ve ark. 1984, De
la Chapelle and Berger 1983; Smeets ve ark. 1984, Yunis and Soreng 1984).
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Frajil bolgelerin bir kisminin malignansilerin olusumu ve gelisiminde énemli
oldugu distntulmektedir. Buna ek olarak, frajil bolgeler kromozomlarda degigimler
olusurken hot spots ozellige sahiptir. Son olarak, bu bolgeler gen lokalizasyonunda ve

baglant1 ¢calismalarninda uygun markerlar olarak nitelendirilebilirler.

2.8.2 Frajil Bolgelerin Smiflandiriimasi

Frajil bolgelerin siniflandiriimasi oldukga tartigmali bir konudur (Sutherland ve
Hecht 1985, Hecht 1986, Hecht ve ark 1990). Frajil bolgeler comman ve rare olmak
zere iki tipte incelenmistir. Common tip frajil bolgeler toplumda oldukga sik expresse
olur (Populasyonun % 50 sinden fazlasinda gorulur). Rare frajil bolgelerin toplumdaki
ekspresyon sikhigt ise % 1-50 arasindadir. Rare frajil bolgeler folic asid sensitive,
distamycin A inducible ve BrdU ihtiyacina gore siniflandinifirken, common frajil
bolgeler aphidicolin, 5 azacytidine ve BrdU muhteviyatina gore simiflandirtlir. 1990
yilinda Human Gene Mapping konferansinda listelenen 113 frajil bolgenin genlerdeki
lokalizasyonlart ve kabul edilen sembolleri belirtilmistir (Cizelge 2.5).

Bazi rare distamycin A-inducible frajil bolgelerin ayni zamanda BrdU
indiiksiyonuna hassas olduklan agiklanmistir (Croci 1983, Sutherland ve ark. 1984).
Aphidicolin ile inditklenen common frajil bélgelerinde methotrexate, FUdR, BrdU ve
caffeine ile indiklenebildigi gosterilmistir (Barbi ve ark. 1984, Daniel ve ark. 1984,
Yunis ve Soreng 1984, Rao ve ark. 1988, Fundia ve Larripa 1989). Her iki gruptaki frajil

bolgelerin molekiler seviyede yapisal benzerlikler gostermektedir (Hecht ve ark. 1988).

2.8.3 Frajil Bolgelerin Olusum Sekilleri

Mikroskobik dizeyde frajil bolgeler genel olarak kromatid veya kromozom
kiriklani seklinde gortlirler. Ek olarak delesyona ugramis kromozomlar ve asentrik
fragmanlar gibi kromozomlara ait kiriklardan olusabilirler. Triradial figirler ise selektif
endoreduplikasyondan meydana gelir (Lejeune ve ark. 1968). 1973 te Ferguson Smith
bu triradial olusumlarin frajil bolgelerdeki kirilmalar sonucunda non-disjunction

sirasinda meydana geldigini agiklamistir (Sekil 2.11).
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Gizelge 2.5. . HGMI10’da kabul edilen frajil bolgelerin  kromozom
lokalizasyonlar1 (Hecht ve ark. 1990).

Ge . Gen
ser‘:bolu Sinif Stata combola  SINif Statt
Lokalizsasyon Lokalizsasyon
1 p3é FRALA C-APC c 2 p24.2 FRA2C c-apC c
p32 FRALB c-APC c pl6.2 FRA2D c-APC c
p3l.2 FRALC C~APC C pld FRAZ2E C~apcC C
P31l FRALL C-APC P gli.2 FRA2A R-FA c
p22 FRALD c-APC c q13 FRA2B R-FA c
p21.2 FRALE c-APC c q21.3 FRA2F C-APC c
qliz FRAL1J C-5-Aza |4 g22.3 FRA2K R-FA P
q21 FRALF Cc-APC c q31 FRA2G c-arc c
g25.1 FRALG C-APC C q32.1 FRAZ2H C-APC C
ql3 FRALK C—APC P g3 FRA2I C-APC c
q4a2 FRALH c-5-Aza ¢ q37.3 FRA2J c-arc P
q44 FRALI c-apC c
4 pl6.1 FRA4A c-APC c
3 p24.2 FRA3A C~APC c pls FRA4D C-APC P
pl4é.2 FRA3B C~-APC C q12 FRA4B C~38rdyU T
q2s FRA3D C-APC P q27 FRA4E C-2 T
q27 FRA3C C-APC c q31 FRA4C C-APC c
5 pla FRASE C-APC P 6 p25.1 FRAGB C-APC c
P13 FRASA c-Brdu T p23 FRASA R-FA P
qls FRASE c-Brdu T p22.2 FRAGC c-apc p
qis FRASD Cc-APC c ql3 FRAGD c-Brav T
q21 FRASF c-APC c q1s FRA6G c-aFC P
g31.-1.  FRASC Cc-APC c q21 FRAGF c-APC ¢
q26 FRASE C-AEC ¢
7 pl2 FRATB C~APC P . '
pld.2 FRATC C-APC 3 8 q13 FRASF R-7 P
pl3 FRATD c-APC € q22.1 FRABB C-APC g
pll.2 FRATA R-FA c q22.3 FRABA R-FA c
q21.2 FRATE c-APC ® qz24.1 FRABC c-APC ¢
q22 FRATF C-APC c q4.1 FRABE R-Dist.A c
g3l.2 FRATG C~RPC C q24.3 FRASD C-nPC 8
g32.3 FRATH C-APC c
q36 FRATI c-APC P 10q21 FRALOC C-8zdl p
q22.1 FEALOD C-APC ¢
9 p21 FRASC C-Brdu P q23.3 FRA10A R-FA ¢
p21.1 FRASA R-FA c q25.2 FRA103 R-8rdU c
ql2 FRASF C-5-Aza P q25.2 FRA10E C-APC P
q22.1 FRAID C-APC o q26.1 FRALOF C-APC c
q32 FRA9E C-APC c
q32 FRASB R-FA c
11pl15.1 FRALLI R-Dist.A P 12q13.1 FRAL2A R-FA P
pls5.1 FRALIC C-APC p q21.3 FRA12B c-aA®PC c
pl4.2 FRA11D c-APC c q24 FRAL12E c-ApC P
pl3 FRALLE C-APC c q24.13  FRA12D R-FA P
qi3 FRALLH Cc-APC c q24.2 FRAL2C R-Brdu c
q13.3 FRALLA R-FA c
ql4.2 FRALLF C-APC c 13q13.3 FRAL3A C-aPC c
g23.2 FRAL1B R-FA c q21 FRAL13B c-8rdu c
q23.3 FRA11G C-APC 3 q21.2 FRA13C c-arc c
q32 FRA13D C-APC c
14923 FRAL4B c-APC i
q24.1 FRA14C Cc-APC c 15922 FRA1SA c-ApC T
16p13.11  FRALGA R-FA c 17p12 FRA17A R-Dist.A c
pl2.1 FRA16E R-Dist.A P q23.1 FRA178 c-APC c
q22.1 FRA168 R-Dist.A  C
q22.1 FRA16C C-APC c 18q12.2 FRA18A c-ApC P
q23.2 FRAL6D c-APC c q21.3 FRA18B c-apC c
19p13 FRAL9B R-FA c 20pl2.2 FRA20B c-apC P
q13 FRA19A c-5-Aza c pl1.23  FRA20A R-FA c
22q12.2 FRA22B C-APC c X p22.31  FRAXB C-APC c
q13 FRA22A R-FA c g22.1 FRAXC c-AC c
q27.2 FRAXD C-apC c
q27.3 FRAXA R-FA c
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Sekil 2.11: Frajil bolgelerin olusumu.

Kultiire edilen hiicrelerdeki frajil bolgeler asentrik fragman, gap, kink ve
triradial figiirlerin olusumuna yol agar. Insan sperm kromozomlarinda da ekspresyon bu
sekildedir. (Martin 1986, Benet ve ark 1989, Fuster ve ark 1989).

{Ik olarak siklikla expresse olan common frajil bolgenin 3pl4.2 de lokalize
oldugu 1968’de Bragges tarafindan incelenen metafaz plaklarinda tespit edilmigtir.
(Bragge 1968 ). Glover ve ark. (1984) tarafindan kultir medyumuna aphidicolin (DNA
polymerase o 1inhibitér) ilavesiyle common frajil bolgelerin yiiksek seviyede

indiiklenebildigi gosterilmistir.

2.8.4 Frajil Bolge Ekspresyonunu Etkileyen Faktorler

Frajilitenin tespiti i¢in en onemli kogul frajil bolgeleri indiikleyebilen kimyasal
bir ajamin varhgidir. Bu nedenle kimyasal maddelerin frajilite tzerine etkileri
arastinilmigtir (Glover 1981, Glover ve ark. 1984, Tommerup ve ark.1981, Yunis ve
Soreng 1984, Sutherland ve ark. 1985, Schmid ve ark. 1980; 1986, Pelliccia ve Rocchi
1986, Thertrup-Pedersen ve ark. 1980, Shabtai ve ark. 1987, Sutherland ve ark. 1985,
Sutherland ve Baker 1986, Li ve Zhou 1985, Reidy 1987, Li ve ark. 1986, Yan ve ark.
1988, Porfirio ve ark. 1989).

1987°de Yunis ve ark. kafein ile indikledigi frajil bolge ekspresyonunda 16

mutagen ve karsinojenin etkisini test etmistir. Tim test edilen maddeler farkli molekiler
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mekanizmaya sahiptir. Bu molekiler mekanizmalar frajil bolgelerin  mutajenik
aksiyonun hedefi olduBunu bildirir ve bu test edilen maddelerin frajil bolge
expresyonunu indiikledigi bulunmustur. (Yunis ve Hoffman 1989).

Frajil bolge ekspresyonunu etkileyen diger faktérler arasinda serum
konsantrasyonu, medyumun pH’1, kiiltiir siiresi, kan 6rneginin yasi, doku kiltiiriindeki
viriis varligi yer alir (Sutherland ve Hecht 1985, Sutherland ve ark. 1988, Popescu ve
ark. 1990, Capoross ve ark. 1991).

Frajil bolge ekspresyonu arastirilan ¢aligmalar sonucunda farklt cinsiyete sahip
bireyler arasinda farklilik gostermemektedir (Sutherland ve ark 1985, Gree ve ark
1988). Yas ile frajil bolge ekspresyonu arasindaki iliski ise kesinlesmemis
olup,calismalar yas ile ekspresyon arasinda dogru orantili olarak artig olabilecegi
yonindedir (Turner ve ark 1988). Cervesel faktorlerde frajil bolge ekspresyonunda
degisim olusturmaktadir.

Beslenme bigimi, alinan ilaglar, enfeksiyon hali ve irradyasyon gibi etmenlerin
frajil bolge ekspresyonunu etkiledigi agitklanmistir (Sutherland 1979, Sutherland ve
Hecht 1985, Craig-Holmes ve ark 1987). Asirt sigara kullaniminin ve menstrual sikusun
frajil bolge ckspresyonu tizerine onemli etkilerinin oldugu da bildirilmistir (Kao-Shan
ve ark. 1987, Furuya ve ark. 1991).

2.8.5. Aphidicolin’in ve Kafein’in frajil bolgeler iizerine etkileri

Aphidicolin 75 common frajil bolgeyi etkili bir sekilde indikler (Glover ve ark.
1984, Sutherland ve ark. 1989). Bir ¢ok frajil bolgenin folat stresi altinda ¢ok diisiik
frekansta eksprese oldugu agiklanmigtir. Fakat aphidicolin Xq27°deki folat sensitiv rare
frajil bolgesini indikleyememektedir (Glover ve ark. 1984).

Aphidicolin Cephalosporium aphidicola’dan izole edilen bir tetrasiklik diterpenoid
mikotoksindir. DNA replikasyonunda ve DNA onarim isleminde gorev alan o DNA
polimerazi inhibe eder (Ikegami ve ark. 1978, Snyder ve ark 1981, Cleaver 1982,
Dresler ve ark 1986, Reidy 1988). Replikasyon catalindaki ilerleme aphidicolin
tarafindan bloke edilir (Loénn ve ark 1983). Buna karsilik Aphidicolin’in DNA tamiri,
mitokondrial DNA sentezi, RNA yada protein rol oynayan 3 ve y polimeraz lizerine
etkisi yoktur. Bundan dolayt ne deoksiriboniikleotidlerin sentezine ne de DNA ligaz

aktivitesine etki eder (Glover 1985).
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Daha sonraki ¢aligmalarda aphidicolin’in DNA polimeraz 8’da inhibe ettigi
rapor edilmistir (Bymer 1984 ve Lee ve ark 1984). Polimeraz o’nin m1 yoksa 8’ nin m1
veya her ikisininde mi aphidicolin tarafindan frajil bolge ekspresyonunu arttirdigy
bilinmemektedir (Bender 1989).

Aphidicolin’in yaninda, kafein’de common frajil bolgeler igin benzer 6nemde
induktor ozelligine sahiptir (Yunis ve Soreng 1984, Rao ve ark 1988). Fakat frajil Xq27
gibi rare folat sensitiv frajil bolgelere etkisi gosterilmemistir (Abruzza ve ark 1986,
Glover ve ark 1986). Kafein hiicre siklusunun G, safhasindaki onarim amagli mitotik
gecikmeyi iptal etmesiyle ve replike olan hiicrelerin DNA onarim yolunu inhibe
etmesiyle frajiliteyi indukler (Das ve ark. 1984, Yunis ve Sareng 1984, Gonzalez-
Fernandez ve ark 1985). Bu iki aktivite ile Kafein, G,-profaz esnasindaki onarim
mekanizmalarinin basarili bir inhibitéridiir (Sekil 2.12).

Common frajil bolgeler biitin bireylerin kromozomlarinda eksprese olabilir
(Daniel ve ark 1984, Kahkonen 1988). Bu boélgelerin bir ¢ogu aphidicolin (Glover ve
ark 1984) ve kafein (Yunis ve Sareng 1984) ile yiiksek seviyede indiklenir. Kultir
kosullart, ¢evresel ve genetik faktorlerde common fragil bdélgelerin ekspresyonunu
etkiler (Craig-Holmes ve ark 1987, Kao-Shan ve ark 1987 Rao ve ark 1988, Sugio ve
Kuraki 1989). Farkli etnik gruplar arasindaki frajil bolge ekspresyonlarinin anlamli
farkliliklan anlagiimamistir.

1984’te Zhou ve arkadaglarinin yaptig ¢alismada ise epileptik hastalarla normal
bireyler arasinda 3pl4 (FRA3B) deki frajil bolge ekspresyonunun anlamli farklhilik

gosterdigi agiklanmigtir.
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Sekil 2.12: Kimyasal faktorlerin frajil bolge ekspresyonuna etkilerini gosteren sema.

2.8.6 Frajil Bolgeler ve Kanser

Frajil bolge ekspresyonu in vitro’da tim somatik dokularda ve hatta
mayotik hiicrelerde arastinilmigtir. Ayrica indiiklenmeyen kemik iligi hiicrelerinde de
bulunmustur. Frajil bolgelerin kromozomal rearrangement’lar yoluyla kanserin
olusumunda rol oynadigi boylelikle proliferasyon iizerindeki etkilerinin biiyiik oldugu
agiklanmistir. Kati timor ve 1osemilerdeki kiriklarin ve delesyonlarin yol agtig1 kayda
deger sayidaki kromozomal rearrangementlarin varligt bu fikn kuvvetlendirmektedir
(Le Beau 1986, De Brakeleer 1987). Kansere spesifik kirlma noktalar1 ve frajil bolge
lokalizasyonlar1 arasinda ciddi bir paralellik oldufu agiklanmigtir (Hecht ve Glover
1984, Hecht ve Sutherland 1984, De Braekeleer ve ark. 1985), (Sekil 2.13).
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Sekil 2.13: Kanserdeki Frajil Bolgeler, Genler ve Kromozomal Yeniden Diizenlenmeler
(Yunis JJ 1990). Siyah yildiz; frajil bolgeleri (96 adet), beyaz yildiz; kalitsal frajil bolgeleri
(17 adet), siyah daire; protoonkogenleri (21 adet), ok ise; kansere spesifik olan 41 bolgeyi
gostermektedir.
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Aletler

1. Kaba tart1 (0.01 gr. hassasiyetle)

2. Hassas tart1 (0.0001 gr. hassasiyetle)

3. Laminairflow (hepafilitre ¢api-<0.3p1)

4. pH metre

5. Etav

6. Santrifiy

7. Karigtirict (Vorteks)

8. Su banyosu

9. Derin dondurucu

3.2. Kitler

1. RPMI 1640 Medium 10X, “Gibco 061-5140”
2. Fetal kalf serum, “Gibco-011-0629011"

3. Phytohemagglutinin L, “Seromed-M5030”

4. L Glutamine “Sigma G 3126~

5. Penicillin / Streptomycin, “Gibco 061-51440”
6. Giemsa stain, “Sigma GS 500~

7. Colcemid, “Sigma D-6279”

8. Heparin, “Sigma H-3149”

3.3. Kimyasal Maddeler

1. Aseton, “Merck 100014

2. Sodyum bikarbonat “Merck 104928~
3. Potasyum kloriir, “Merck 104938~

4. Glastyal asetik asit, “Merck 100056~
5. Methanol, “Merck 106009

6. KH,PO4 , “Merck 105108~
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7. Na,HPOy, “Merck 106566

8. Sodyum klorir, “Merck 101540

9. Ksilol, “Merck 108681~

10. Sitrik asit, “Sigma C-0759”

11. Aphidicolin, “Sigma-A0781”

12. Dimetil siilfoksit (DMSO), “Merck 102952~
13. Cafteine, “Sigma C-8960”

14. Ethidium Bromide, “Sigma E-7637”
15. Sodyum hidroksit, “Merck 106495

16. Hidroklorik asit, “Merck 100316~

17. Immersiyon yag1 “Merck 10469905007
18. Tripsin, “Sigma T-4799”

3.4. Orneklerin Toplanmasi

Calismamiz 1996 yilinin Aralik ayr ile 1998 Ocak ay1 arasinda Uludag
Universitesi Fen Fakiiltesi Biyoloji Bolimii Genetik Laboratuvarinda gergeklestirildi.
Galismamizda 35 meme kanserli hasta, ailesinde en az bir meme kanseri olgusu bulunan
saglikli 35 kisi ve ailesinde higbir kanser vakasi bulunmayan 20 saghkli kisiden
heparinli vendz kan ornegi alindi. Bu bireylerin timi kadindi. Meme kanserli hastalar
Uludag Universitesi, Tip Fakiiltesi, Genel Cerrahi AB.D. kliniginde tedavi olan ve
kanser tanisi kesinlesmig bireylerdir. Kanserli hastalanmizin yaglar 33 ile 72 arasinda
degismekte olup, yas ortalamasi 50.4 idi. Hastalarin 7’sinin ailesinde bir veya birden
fazla meme kanseri olgusu vardi. 12” sinin ailelerinde ise kendilerinden bagka en az 1
vakada akciger, bagboyun, prostat, karaciger ve ovaryum gibi kanser tiplerinden biri
goriilmekteydi (Sekil 3.1, Cizelge 3.1).



C

5P 6 o

50000

Sekil 3.1: Vakalanimiza ait pedigr ornekleri.
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Meme kanseri gross karakterine (skirg, kolloid, mediiller) histogenezine (duktal,
lobiiler, asiner) histolojik karakterine (adenokarsinoma, epidermoid karsinoma,
sarkoma), invazyon karakterine (infiltratif, insitu) gore siniflandinlabilir. TNM ve
pTNM klasifikasyonundaki veriler kullamlarak preoperatif ve posteperatif evre
saptanmalidir Meme kanserinin histopatolojik smiflama sistemi ve TNM’ye gore

evrelemesi Cizelge 3.2 ve 3.3°de agikland: (Hermanek ve Sobin 1987).

Cizelge 3.2. Meme kanserinin histopatolojik siniflamasi.

L Meme baginin Paget hastalig
IL Memenin duktal karsinomu
I.Noninfiltratif
2 Intiltratif
a. Prodiiktif fibrozis ile birlikte olan adenokarsinoma
b. Mediiller karsinom
¢. Komedo karsinom
d. Kolloid karsinom
e. Papiller karsinom
f. Tubtler karsinom
II.  Lobiiler karsinoma
1. Noninfiltratif
2 Infiltratif

Memenin nadir karsinomalari

<z

Meme sarkomu

Hastalarin TNM Siniflandirimast agagidaki kriterler kullanilarak yapilda.

T Primer Tumor

TX  Primer timor bilinmiyor

TO  Primer timoér saptanamamig

Tis Karsinoma in situ: intraduktal karsinoma veya lobiiler karsinoma in

situ veya timor saptanamamis Paget hastalifi
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Tl En bityliikk ¢capt 2.0 cm veya daha kigik

Tla 0.5 cm veya daha kigik

Tlb  0.5-1.0cm

Tlc 1.0-2.0cm

T2 En biiyiik ¢apt 2.0-5.0 cm

T3 En biyiik ¢apt 5.0 cm den biyiik

T4 Tumor herhangi ¢apta fakat deri veya gogiis duvar tutulumu mevcut
N Regional lenf nodlan

NX Regional lenf nodlart bilinmiyor

NO Regional lenf nodu metastazi yok

N1 Ayn tarafta hareketli aksiller lenf nod(lar) metastaz

N2 Ayni tarafta birbirine veya baska dokulara fikse aksiller
nod(lart)metastazi

N3 Aym tarafta internal mamarian lenf nod(lan) metastazt

M Uzak metastaz

MX Uzak metastaz bilinmiyor
MO Uzak metastaz yok

Mi Uzak metastaz var
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Cizelge 3.3: TNM Siniflandirma Sistemine gore evreleme.

Evre 0 Tis NO MO
Evre 1 TI NO MO
Evre IA TO NI MO
TI NI MO
T2 NO MO
Evre 1IB T2 NI MO
T3 NO MO
Evre IIIA TO N2 MO
TI N2 MO
T2 N2 MO
T3 NI,N2 MO
Evre I1IB T4 Herhangi bir N MO
Herhangi bir T N3 MO
Evre IV Herhangi bir T Herhangi bir N MI

Hastalara ait TNM smuflandirmasina gore yapilmis evreleme Cizelge 3.1°de
verildi.

Akrabalardan olusan grubumuzdaki bireylerin yaslart 19 ile 53 arasinda
degismekte olup yas ortalamast 39 idi. Bu grubun bireylerinin 29 tanesinin ailesinde
sadece bir meme kanseri olgusu gelismis iken 6 bireyin ailesinde ise 2 veya ikiden fazla
meme kanseri olgusu gelismisti (Sekil 3.1, Cizelge 3.1).

Caligmamizda inceledigimiz 2 grubumuzu karsilastirmak amaci ile ailesinde
herhangi bir kanser olgusu bulunmayan, yas ortalamalart bu iki gruba uygunluk
gosteren 20 kadindan olusan saghkli birey kontrol grubu olarak cahsildi. Bu
grubumuzun yaglari 24 ile 73 arasinda degismekte idi. Yas ortalamas: ise 40.9 olarak
bulundu (Cizelge 3.1).

Calisgmamizda inceledigimiz bu ti¢ grubu olusturan tiim vakalardan antikoagulan
olarak kullanilan heparinden gegirilmis enjektorlerle yaklagik 1’er cc kan 6mekleri
alindi. Alian kanlardan 12 damlas: hemen lenfositlerin iiremesini saglayan 37 °C lik

1s1s1 olan, kiltiir ortamina ekildi.

3.5 Orneklerin Kiiltiirlerinin hazirlamss
Kiltiir ortaminin igerigi su sekildedir;
10cc RPMI 1640 medyum (10 X)



51

10 cc Fetal Kalf serum

0,0584 L-glutamine

0,5 cc  Penicillin-Streptomycin soliisyonu

2,5 cc  Phytohemaglutinin L (1,2 mg/ 5 cc distile su)

77 cc  Steril distile su
Toplam 100 cc lik besiyeri pH % 20°lik Na,CO; ile 7 olacak sekilde ayarlanur.
Sterilitesi saglanan kapakh cam sigelere steril kogullarda aktarma yapilir ve hazir hale
getirilen kiiltirler kisa siirede tiiketilemeyecekse - 20° C de saklamir. Kisa sirede
tiiketilebilecek ise +4° C de saklamak yeterlidir,

Ekim yapilan kiltir érnekleri 37° C lik etivde 72 saat siireyle inkibe edildi.
Kiltar stiresinin bitiminden 6 saat oncesinde frajil bolge ekspresyonunu indiklemek

amactyla kiltir ortamina Aphidicolin ve kafein frajil ajan olarak ilave edildi.

3.5.1 Frajil Ajanlarin Hazirlamisi

Aphidicolin: 1 mg aphidicolin 100 ml Dimetil silfoksit (DMSO) iginde
¢cozilur. Kiltir ortamina bu ¢ézeltiden 0,03 ml katilir.

Kafein: 0,0015 gr kafein 100 cc etil alkolde ¢oziliir. Bu ¢ozeltiden 1 cc
alinarak 9 cc etanolde ¢ozulur. Elde edilen 2. ¢ozeltiden kiltiir ortamina 0.05 cc katilir.

Kiltir siiresinin bitimine 2 saat kala kiltire mucrelerin metafaza gegislerini
azaltmak ve prometafazda daha fazla plak elde etmek ve High resolution bandig

yapabilmek i¢in ethidium bromide ilave edildi.

3.5.2 Ethidium Bromide’ in Hazirlanisi

0,01 gr ethidium bromide 10 ml distile suda ¢oziilir. Kiltir ortamina bu
¢ozeltiden 0,1 cc katilir,

Kiltiir siresinin bitimine 1 saat kala kromozomlarin metafazda ilerleyerek
anafaza gegmelerine engel olmak amac ile ig ipliklerini par¢alama yeteneginde olan

kolsemid kultir ortamina katilir,

3.5.3 Colcemide’in  Hazirlanisi;
1 gr colcemide 10 cc steril distile suda ¢ozilir. Bu ¢ozeltiden kiltiir ortamina

0.05 cc katilir.
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3.6 Harvest Islemi

Periferik kandan kiiltiire ekim yapildiktan 72 saat sonra harvest islemine
baslanir.

1- Kultur etiivden g¢ikarildiktan sonra santrifiy tiiplerine konur ve 1500
devirde 10 dakika santrifiy edilir. |

2- Ustteki sivi, yani siipernatant atilir, dipteki hiicre kimesi {izerine daha
once hazirlanan 37° C de 1sitdmis 6-7 cc 0,075 M KCI hipotonik soliisyon olarak
ilave edilir ve hafifce altiist ederek karigtirilir,

3- 37 °C de 10 dakika bekletilir.

4- 1500 devirde 10 dakika santrifiy edilir.

5- Supernatan atilir. Hicrelerin  lizerine  taze olarak hazirlanmug 3 @ 1
oranindaki sogutulmus metanol asetik asitten (fiksatiften) yavasga karistirarak 6-7 cc
ilave edilir.

6- Karisim +4 C de 20 dakika bekletilir.

7- 1500 devirde 10 dakika santrifiij edilir.

8- Stpernatan atilir.

9- Hiicre kiimesinin tizerine soguk fiksatiften 6-7 cc yavas ve kanstirilarak ilave
edilir.

10- 1500 devirde 10 dakika santrifty edilir.

11- Stipernatan atilir.

12-Yine hiicre kiimesinin tizerine soguk fiksatiften 6-7 cc yavas ve kangtinlarak
ilave edilir.

13- 1500 devirde 10 dakika santrifiyj edilir. Bu islem hiicreler beyazlasincaya
kadar tekrarlanir. Genellikle 3 kez tekrarlamak yeterlidir.

14- Supernatan atilir ve dipteki hiicre kiimesinin tzerini 6rtecek kadar fiksatij
ilave edilir ve stispansiyon yapilir.

15- Alkolde yikanarak hazirlanmis temiz olan 3 adet kuru lam tzerine hiicre
stspansiyonu damlatilir, kuvvetlice iiflenerek siispansiyonun lama homejen yayilimi
saglanir ve havada kurutulur.

16- Kurutulan preparatlar giemsa boyasinda 15 dakika boyanur.
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3.6.1. Giemsa Boyasimin Hazirlanis:
4 cc AB buffer fosfat tamponu
7 cc Giemsa soliisyonu
89 cc distile su
kangtinlir, kurutma kagidi ile stizilerek kullanilir.
AB Buffer Fosfat Soliisyonu:
Sol A:9,08 gr KH,PO, llitre distile suda ¢oziiliir.
Sol B: 9,47 gr Na,HPO, llitre distile suda ¢oziiliir.
200 cc A ve 800 cc B soliisyonu kanstirilir. pH 6.8’e ayarlanir,

3.7. Preparatlarin degerlendirilmesi

Her vakadan hazirlanan 3 preparattan iyi dagilmus, siperpozesi miimkiin
oldugunca az olan yada olmayan metafaz plaklarindan 50 adet 151tk mikroskobunun
100’ lik objektifinde immersiyon yagi ile incelendi. Metafaz plaklarinda gap, kinik,
asentrik fragman ve exchange figir gibi yapisal kromozom anomalileri
degerlendirilerek (Sekil 3.2) yerleri tespit edildi. Yapilan bu degerlendirmeler
* harvestten sonra 3 giin igerisinde tamamlandi. 4. giin preparatlann yagi ksilol ile
¢ikartildi. Daha sonra fiksatif kullanilarak preparatlarin boyalanida ¢ikartildi. Boyalan

¢ikartilan preparatlar giemsa bantlama yontemi ile bantlandilar.

3.7.1. Giemsa bantlama yontemi
1 Preparatlar 0.1 gr tripsin ilave edilmig ve 32 C’ ye 1sitilmig 50 cc PBS soliisyonunda
17 sn bekletilir,
2 Bu siire sonunda preparatlar tripsinsiz soguk yikama PBS’ sine batirthp ¢ikarilir.
3 Preparatlar giemsa ile hazirlanan bantlama boyasinda 5 dakika boyanir.
4 Distile suda yikanir. Havada kurutulur
3.7.1.1. PBS solusyonunun hazirlanis
8 gr NaCl
0.2 gr KCl1
0.92 gr Na,HPO,
0.2 gr KH,PO,

sirastyla ¢ozilerek 1000 cc distile suya tamamlamr. pH 7.2” ye ayarlanir.
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3.7.1.2. Bantlama boyasinin hazirlanisi
6 cc Giemsa
3cc  Methanol
4cc  0.1M sitrik asit
8cc 0.2M Na,HPO,

79 cc distile su
karnigtinlarak siiziilditkten sonra kullanilir.

Bantlama isleminden sonra preparatlarda aberasyonlu metafaz plaklan
mikroskopta tekrar incelendi ($ekil 3.3-3.4). Gap ve kirik noktalarinin kromozomal
lokalizasyonlar1 insan kromozomlarina ait 670 giemsa igeren haritadan tanimlandi
(Sekil 3.5). Daha sonra her bir kromozom kirik noktasinin ¢aligmamizda inceledigimiz
gruplarda ve her bir vakada nasil dagiiim gosterdigi degerlendirildi. Bu inceleme
sirasinda aberasyonlarin frajil bolge olarak kabul edilebilmesi i¢in hasta ve akraba

gruplarinda en az ¢ bireyde goriilebilmest kriter olarak kullaniidi.
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Sekil 3.2 : Bantlama yaptimadan once incelenmis kromozom anomalilerini

gosteren metafaz figri.
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Sekil 3.3 : 1 no’lu hasta olgumuza ait G Bantlama yapilmis metafaz figiirii.

Sekil 3.4 : 15 no’lu hasta olgumuza ait G Bantlama yapilmis metafaz figiirii.



-~
w owz PRI Ry gpe; SR,

11

” oo

NONT M “ v e —vn [ mne n

22

21
Sekil 3.5 : Insan kromozomlarina ait 670 giemsa band: igeren kromozom haritasi.

1 | N

20

~ —ey
O F DN BOIIN = NAYEY - N T - N MY N ~ iedlmum| - N o - o
o -— - N L2

19




57

3.8 Istatistiksel Degerlendirme
Arastirma sonuglar1 non parametrik bir test olarak kullanilan Mann-Whitney U

testi ile degerlendirildi. Anlamlhilik diizeyi p<0.05 olarak kabul edildi.
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4. BULGULAR

Calismamizda meme kanserli hastalara, birinci derece yakinlarina ve kontrol
grubuna ait elde edilen sitogenetik bulgular Cizelge 4.1°de verilmistir. Bu ¢izelge de
hastalarin aberasyonlu hiicre ve total aberasyon (gap, kirik ve asentrik fragman)
oranlarina ait elde edilen sonuglar, bunlann ortalamalar ve standart sapmalar
verilmigtir. Hastalarda elde edilen aberasyonlu hiicre ve toplam aberasyon orani
ortalama ve standart sapma degeri 0.297+0.164; 0.488+0.374, yakinlarda elde edilen
aberasyonlu hiicre ve toplam aberasyon orani ortalama ve standart sapma degeri
0.232+0.156; 0.457+0.388, kontrol grubunda ise sirastyla 0.06£0.06; 0.06+0.07 olarak
belirlendi. Cizelge 4.2°de ise tespit edilen hasarli hiicrelerin ve kromozomal
aberasyonlarinin hasta-kontrol, yakin-kontrol ve hasta-yakin arasindaki istatistiksel
karsilastirmalart  belirtildi. Hasta-kontrol ve yakin-kontrol’deki degerler p<0.0001
olarak bulundugundan olduk¢a anlamlidir. Hasta-akraba arasinda ise anlamlilik

belirlenmedi (p>0.05).
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Gizelge 4.2. : Kromozomal aberasyonlarin meme kanserli hasta, yakini ve kontrol grubunda istatistiki

olarak karsilastinnlmasi (p degerleri).

Karsilagtirlan grup  Aberasyonlu hiicreler Kromozomal Aberasyonlar
Hasta-Kontrol <0.0001 <0.0001
Akraba-Kontrol <0.0001 <0.0001

Hasta-Akraba >0.05 >0.05
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Hasta olgular ve akrabalarinda belirlenen gap ve kirik noktalarinin kromozomal
lokalizasyonlar1 Sekil 4.1 ve 4.2°de , her ii¢ grupta saptanan kirik noktalan ise Cizelge
4.3-4.5°de verildi.
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Cizelge 4.3. : Meme kanserli hastalarda belirlenen gap ve kirik noktalar:.

Vaka No Hasta
1 2x1p32,1p36,2x1q21,1q25,1q31-32,1q42,2x2p23,4x2q31-33,2q35,5x3p 14,
3q21-23,3q28,2x5q31-33,6p22,6q21,7p13,10q21-22,17q21,18q12,18q21
2 3x1p21,1p32,1p36,2x1q25,1q42,2p16,2x2p23,3x3p14,3427,5q21-22,2x5q
31-33,7p13,2x7q32,8q22-24,9q22,11p12-13,15¢21,
3 2x1q25,2p16,2q37,2x3p14,3q25-26,627,
4 1p21,1p36,5¢31-39,7q32,2x13q12-13
5 3x1p21,1p32,1p36,1q21,2x1q25,2p24,2q21,2x2q31-33,3p11-13,3x3p 14,
3p21,3q27,5p13-15,7p22,7q32,8q22,13q21, 1424
6 1q42,2q31-33,2q37,3p14
7 2q21.2x3pl4,5p13,13q12-13
8 2q21,14q23-24
9 2x1p36,1q21,2x1q42,1q42,2p13,2p21,2x2q31-33,2x2q37,4p15,9q12,13q21
10 1q25,2q44,2x3p14,6q21,6427,3x7q21-22,7q32,11p14-15,13q12-13,13¢21
11 1p32,1p36,1925,2x%2q31-33,5p13,2x5q31-33,11p14-15,13g12-13, 4x13¢21,
14q23-24,17q21
12 2x1p32,2x1p36,2x1q25,2x2q31-33,2x3p14,4x14q23-24,2x16¢23-24,
2x17q21,2x18q21
13 2x1p21,1p32,1p36,1q21,1q25,1q31-32,2x2q31-33,2q37,3x3p14,2x5p13,
5q13-15,5q31-33,7p13,7q21-22,1q23,2x13q12-13,2x13¢21,17q21
14 2x1p21,1p36,1q42,2p13,2p23,2q21,2x2q37,7p13,7q21-22,2x13q12-13,
14q23-24,2x17q21,18q21,22q12
15 2x1p21,3x1q21,2p13,4x2q31-33,2q37,4x3p14,3q25-26,4p15,5p13,5q13-15,
5(35,6q27,12q14,13q12-13,13921,13¢31,2x14q23-24,16q12-13,16q21,
4x16q23-24,2x17q21,18q12,2x22q12
16 2x1p21,2p23,2q31-33,2q37,3p14,4p15,5q31-33,7p13,11p12-13,11q23,
2x13q12-13,2x13q21,15921,18q12
17 1p36,1q42,13¢31
18 2q37
19 2q31-33,5q31-33,6q27,15q21,22q12
20 14q23-24,13q21,2x16q23-24,17q21
21 2q31-33,13q21,18q21
22 13921
23 -
24 2x3p14,15q21
25 1p36,2q21,2q33,3p14-21,17q21,2x22q12
26 3p14,3928,4p14,11p12-13,13¢21,13¢31,17q21
27 -
28 1p36,1921,2p13,3p14,3p24,3q28,2x4p15,5q31-33,7p12,2x7p14,7q31,13q 14
14q24,16423,17q21,3x18¢21,2x22¢12
29 1p21,1p32,1p36,2x3p014,7p22,2x11p13-14,13q21,16q21,18q12
30 3x1p21,2x1p31-33,1q25,1q44,8x3p14,7q32,3x 11p14,13q21,2x14q24,16¢23
5x17q21,18q21,20p12,4x22q12
31 3x1p21,1p32,2x2p24,2q37,4x3p14,2x7q32,11p14,3x16q23,18q21,2x22q12
32 1q21,2p24,2q21,2q31-33,2p14,2x14q24,2x16¢23,18q12
33 2q37,3pl4,7q32
34 1p32,1q925,3p14,3¢31-33,13q12-13,2x16q23
35 2p13,2q33,7p13,2x11p14-15,13¢13,13q33
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Cizelge 4.4. : Meme kanserli hastalarin akrabalarinda belirlenen gap ve kirik noktalar1.

Vaka No Akrabalar

1 2q37,3p14,3q28,4p15,11p14-15,13q21,15q21,17q21,22q12

2 2x1p21,1p36,2x1q21,1q925,1q25,1q31-32,1q42,2q21,2x2q31-33,4x2q37,
7x3p14,5q31-33,11q12-13,11q23,13q12-13,13q21,16q21-23,17p13,18q21,
22ql12

3 2q31-33,3x13q21

4 1q21,1q25,1p32,2x5q31-33,7¢32,7p13,2x13q12-13,17q21

5 3x1q21,2x1q42,2x2p15-16,3x2p24,3x2q21,2x2q31-33,8x3p14,3p24,5p13,
5q14-15,3x5q31-33,6q21-22,7p22,12¢q24,4x13q12-13,14q24,4x16q21-23,
18q12,18q21,3x22q12

6 1921,3x1q25,2p15-16,213,3x2q31-33,2q37,6x3p14,3p21,3p24,2x5q21,
5q31-33,12q21,13q12-13,3x14q24,16q21-23,18¢21

7 1q42,2431-33

8 2421,2q31-33,7q32,16q21-23,17q21,18q12

9 3x1p21,1p32,1p36,1q42,2x2q31-33,5x3p14,4p15,5q31-33,6922,2x6427,
3x13q12-13,2x16q21-23,17p13,17q21,17q25,20p12,22¢q12

10 1p21,1p36,4x3p14,4q31,5p13,6q21-22,13¢21,16q21-23,17q21,20p12

Il 13q21

12 -

13 16¢21-23,22q12

14 1p36,2p24,4p15,5q11-12,16q21-23,22q12

15 1p32,2q31-33,5q31-33,17q21

16 -

17 1p21,1p36,3q28,12q24,13q21,13q32

18 16g21-23

19 -

20 13q21,16¢421-23

21 4p15,17q21

22 1p21

23 2x1G21,2x2q31-33,4x3p14,6p22,7p14,7q32,12q24,13q13,13q21,16q24,
17q21,18q21 :

24 1p21,1p32,2p24,2x3p14,5q21,13q21,16q21-23,2x17q21,2x18q21,20p12,
20q12,22q12

25 2x1p21,2x1q21,1q23-24,2p24,2q31-33,8x3p14,4p15-16,5p13,5q31-33,
6426,6x7q32,8q24,4x11p13-14,3x13q12-13,4x13q21,8x14q23-24,16q22,
3x18¢21,20p12,22q12

26 2x1p21,1p36,2q21,2x2q31-33,2x3p14,4p16,2x6q27,7p14,2x7q32,11p13,
11q13-14,11q23-24,13q13,2x13q21,2x16q22-23,16q24,2x18q21,2x22q12

27 1p21,1p32,2x1q21,2q21,2q33,2¢37,3x3p14,6p22,6p24,3x7p14,2x7p22,
7q32,3x7q36,2x11p13-14,11¢23,2x13q13,2x14q24,16q23,1p13,2x17q21,
2x18q12,5x18q22,20p12

28 2x2p24,2q21,3p14,4p15,7p14,7q14,7932,13q21,14q24,2x16q23,2x17q2 1,
18921,20p12,3x22q12

29 1p32,12q21,17q21

30 1q21,1944,2p13,2q21,2x2q31-33,3p14,3921,4p15,6p22,11p13-14,13q21,
3x14g24,3x17q21

31 1p31,1q21,2p13,2q21,4x3p14,3x11p13-14,13q12,13921,2x16423,2x17q21,
18q12,18q21,22q12

32 2q33,7q32,17q21

33 2p24,2x3p14,3x7p14,11q13,13q13,13q21,16q23,2x17q21,2x18q21,20p12

34 1q21,1q44,2x2p24.2q21,2437,2x3p14,7¢32,11p13,11p13,13q13,4x14q24,
2x16q23,18q21,22q12

35 7p13-14,13921,20p12




Cizelge 4.5. : Kontrol grubunda belirlenen gap ve kirik noktalari.
Vaka No Kontroller
1 2p24,3pl4
2 2p24
3 1q44.3pl14,5¢31-33
4 1p21,1p32,1p36,1q21,3p14,5q31-33
5 2437,13q12-13
6 -
7 -
3 -
9 -
10 -
11 -
12 -
13 -
14 -
15 -
16 -
17 -
18 -
19 1p31-33,144,2p24,2¢37.3p 14, 14q24

20
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Galigmamizda materyal ve metod boluminde belirtilen kritere gore yapilan
sitogenetik degerlendirme sonrasi 1p21, 1p32, 1p36, 1q21, 1q25, 1qg44, 2p24, 2q21,
2q31-33, 2q37, 3pl4, 4pls, 5q13, 5q31-33, 7pl4, 7q32, 11pl4, 13ql2-13, 13q21,
14924, 16q21-23, 17921, 18q12, 18q21 ve 22q12 frajil bolgeleri saptand:.

Cizelge 4.6’da meme kanserli hastalara ait frajil bolge oranlan, Cizelge 4.7°da
meme kanserli hastalarin yakinlarina ait frajil bolge oranlan, Cizelge 4.8°de ise kontrol
grubuna ait frajil bélge oranlar verildi. Total frajil bolge oranlan hastalarda % 0,24,
yakinlarda % 0,26 ve kontrol grubunda % 0,031 olarak belirlendi ve Cizelge 4.9°de ise
frajil bolgelerin ortalamalari, standart sapmalari ve p degerleri verildi. Istatistiksel

anlamliliklar ise total oranlarda p<0,001 olarak saptand:.
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Gizelge 4.9. : Meme Kanserli Hastalar, Akrabalan ve Kontrol Grubunda Belirlenen Frajil
Bolgelerin Ortalama, Standart Sapma ve p Degerleri.

Ortalama + Standart Sapma

FRAJIL

BOLGELER HASTALAR AKRABALAR KONTROL
1p21 0.1494 £0.256*  0.01006+0.01953 0.00165+0.00738
1p32 0.00757+0.01308  0.00451+0.00939  0.0033040.01016
1p36 0.00946+ 0.01336*  0.00446+0.01019 0.00165+0.00738
1921 0.007+0.01887 0.01063£0.01918*  0.00165+ 0.00738
1925 0.00943+0.01552*  0.00380+0.01211 0.0000£0.0000
1q42 0.00437+0.00911  0.00494+0.01136 0.00265+0.00842
2p23-24 0.071740.1394 0.0054310.01482 0.00495+0.01209
2q21 0.0050340.01049*  0.00760+0.01441*  0.0000£0.0000
2¢31-33 0.01943+0.02919%++ 0.01637£0.2131++++  0.0000%0.0000
2q37 0.00900+0.01612  0.00734+0.02362 0.00330+0.01016
3pl4 0.3120£0.03959%** 0.03817£005931*  0.00595+0.01248
4pl5 0.00417+0.01080  0.00560+0.01075%  0.0000+0.0000
5q13 0.00209+0.00715  0.00171+0.00568 0.0000 0.0000
5931-33 0.00760+0.1389  0.00740+0.01510 0.00265+0.00842
7p13-14 0.0054610.01158%  0.00657+0.01547*  0.0000%0.0000
7932 0.00666+0.01229*  0,00966+0,02288*  0.0000:£0.0000
11p14-15 0.0062940.01573  0.00829+0.01992%*  0.0000+0.0000
13q12-13 0.01000£0.01857*  0.0129440.02123*  0.00165%0.00738
13q21 0.01300£0.02041%** 0.01460+0.02068**** 0.0000+0.0000
14q24 0.01197+0.02208*  0.01357£0.03463 0.00165%0.00738
16q21-23 0.0134310.03169%*  0.01763+0.02062%*** 0.0000+0.0000
17q21 0.0132310.02363%** 0.01729+0.01954*%%* 0.0000:+0.0000
18q12 0.00389+0.00985  0.00337+0.00988 0.0000+0.0000
18q21 0.00646£0.01447*  0.01309£0.02267**%*  0.0000:0.0000
22q12 0.01023+0.02225%  0.01046+0.01791**  0.0000+0.0000

TOPLAM 0,239 +.0,222%0 0,255 +0,258%¥%* 0,031 +0,062

*p<0,05

** p < 0,01

k% p < 0,005

*r¥p < 0,001
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Cizelge 4.10°da frajil bolgeler analiz edildi. Hasta ve yakinlarda belirlenen frajil
bolgelerin sayilan (kag kez goriildukleri), kag olguda, hangi oranda goéruldikleri ve
frajil bolge sikliklan verildi.

Sekil 4.3’te meme kanserli hastalara ve yakinlarina ait frajil bolge sikliklan
grafik tizerinde agiklandi. Sekil 4.4’te ise frajil bolgelerin hasta ve yakinlarinda kag kez

gortldikleri sayilarak elde edilen grafik verildi.



Cizelge 4.10 :Frajil bolgelerin analizi.

Frajil Bolge Sayist

Her bireydeki Frajil Bolge

Frajil Bolge Sikliklart

Frajil say1st ve yiizdesi
Bolgeler :
Hasta Akraba Hasta Akraba Hasta Akraba

Ip21 22 15 10(28.6) 9(25.7) 0.523 0.352
1p32 13 7 10(28.6) 7(20) 0.265 0.158
Ip36 15 6 13(37.1) 6(17.1) 0.331 0.156
1q21 10 16 7(20) 10(28.6) 0.245 0.372
1q25 16 6 11(31.4) 4(11.4) 0.33 0.133
1q42 7 7 7(20) 6(17.1) 0.153 0.176
2p23-24 11 9 8(22.9) 5(14.3) 0.241 0.19
2q21 7 11 7(20) 9(25.7) 0.176 0.266
2q31-33 27 23 15(42.9) 15(42.9) 0.68 0.579
2q37 12 10 10(28.6) 6(17.1) 0.315 0.257
3pl4 49 58 20(57.2) 15(34.3) 1.092 1.336
4pl5 6 8 5(14.3) 8(22.9) 0.146 0.196
5q13 3 3 3(8.6) 3(8.6) 0.073 0.06
5q31-33 12 11 9(25.7) 8(22.9) 0.266 0.259
Tpl13-14 8 11 7(20) 7(20) 0.191 0.23
7q32 11 15 9(25.7) 9(25.7) 0.233 0.338
11p14-15 10 13 6(17.1) 7(20) 0.22 0.29
13q12-13 14 21 10(28.6) 12(34.3) 0.35 0.453
13q21 19 21 13(37.1) 16(45.7) 0.455 0.516
14q23-24 18 22 10(28.6) 7(20) 0.419 0.475
16q21-23 19 26 9(25.7) 18(51.4) 0.47 0.617
17q21 19 25 12(34.3) 18(51.4) 0.463 0.605
18q12 5 5 5(14.3) 4(11.4) 0.136 0.118
18q21 10 21 7(20) 12(34.3) 0.226 0.458
22q12 14 16 7(20) 11(31.4) 0.358 0.366
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5. TARTISMA VE SONUC

Mevcut c¢alismamiz meme kanserli hastalar ve bunlarn birinci derece
akrabalarinda kromozomal insitabilitesinde artig oldugunu gostermistir (Cizelge 4.9).
Bu bulgulari common frajil bolgelerin insan somatik genomunda insitabiliteyi yansitan
bolgeler olabilecegini digiindiirmektedir.

Son yillarda bazi arastiricilar tarafindan bu konuda pozitif bulgular (Ardisia ve
ark.1993, Porfirio ve ark.1989, Paz-y-Mina ve ark.1997), baz: arastiricilar tarafindan
negatif bulgular elde edilmigtir (Mitchell ve ark.). Yapilan galismalarda, degisik kanser
tiplerine sahip hastalanin (Ardisia ve ark.1993, Porfirio ve ark.1989, Paz-y-Mina ve
ark.1997, Liu ve ark.1989, Dave ve ark.1994, Le Beau.1988, Tunca ve ark.1997,
Zorluoglu ve ark. 1997) ve onlarin birinci derece akrabalarinin (Liu ve ark. 1989,
Vernole ve ark. 1994, Egeli ve ark. 1997, Tunca ve ark.1997, Zorluoglu ve ark.1997)
normal hiicrelerinde frajil bolge ekspresyon farkliliklarina isaret edilmektedir. Bazi
aragtiricilar ise fikri frajil bolgelerin tim insanlarin genomunda bulunmasindan dolay:
reddetmektedir. Fakat frajil bolgeler tiim insanlarin genomunda bulunmalarina ragmen
farklt sikliklarda gorilirler (Cizelge 4.6-4.8). Bu nedenle frajil bolge calismalar
karakteristiktir.

1993’te Mitchell ve arkadaslart meme kanserli hastalar iizerinde gergeklestirdigi
frajil bolge galismasinda saglikli kontrol grubu bireylere gore frajil bolge ekspresyon
sikliklarinda anlamli bir farkhlik saptayamamiglardir. Bu durumun nedeni vaka
sayisinin azhig olabilir. Cinki frajil ¢alismalarinda vaka sayisimin fazlahig istatistiki
anlamlihgin ortaya konmasi igin en 6nemli faktorlerden birisidir. Bizde bu diisiinceden
toplam 90 bireyden (35 hasta, 35 yakin ve 20 kontrol) olusan grupta
¢alismamizi gergeklestirdik (Cizelge 4.1).

Calismamizda gergeklestirilen sitogenetik ve istatistiki testlerle hasta ve
yakinlarina ait gruplarda kontrol grubuna gore 6zellikle fra (3)(p14), (1)(p36), (2)(q31-
33), (5)(q31-33), (16)(q22-23) bolgelerinin ekspresyon sikiliginin anlamli sekilde arttig
belirlendi. Yapilan molekiiler genetik ¢aliymalarda bu bolgelerde onkogen, tiimér
stipressor ve mismatch repair genlerinin bulundugu gosterilmektedir. Fra (3)(p14)
ckspresyon siklign akciger, bas boyun, kolorektal ve ovaryum kanserlerinde
bildirilmigtir. (Liu ve ark.1989, Egeli ve ark.1997, Tunca ve ark.1997, Zorluoglu ve ark
1997, Kok ve ark 1987). Bu bélgenin tim kanser tiplerinde primer bélge oldugu
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dasiiniilmektedir. RFLP analizi ile birgok timér dokusunda 3p14 ve 3p21 kromozom
bant bolgelerinde delesyon oldugu gosterilmistir (Kok ve ark 1987). Bu bolgelerde
bilindigi gibi putativ timor siipressor gen olan FHIT ve mismatch repair genlerinden
hMLHI lokalizedir (Sozzi ve ark 1996, Marra ve ark 1995).

Mevcut ¢aligmamizda bazi frajil bolgelerin ekspresyonunda hasta ve yakinlarin
kontrol grubu ile karsilastirilmasi sonucu anlamh farklar gézlenmistir.( Cizelge 4.9-
4.11, p<0.05). Bu bolgeler fra(2)(q21), fra(2)(q31-33), fra(3)(pl4).fra(7)(p13-14),
fra(7)(q32), fra(13)(q12-13), fra(13)(q21), fra(16)(q21-23), fra(17)(q21), fra(18)(q21)
ve fra(22)(q12) bolgeleridir ve kanimizca meme kanserleri igin spesifiktir. Clnkil bu
bolgeler onkogenlerin, tiimor siipressor genlerin ve mismatch repair genlerinin
bulundugu bolgelerdir.

Bilindigi gibi kanserin olusum mekanizmasinda timoér sipressor genler onemli
yer tutmaktadir. Tumor stipressor genlerin iginde yer alan BRCA1 (17q21) ve BRCA2
(13q12-13) genleri meme kanserinden birinci derecede sorumlu olan genlerdir (Easton
ve ark 1993, Narod ve ark 1995). Bu genlerdeki somatik ve germline mutasyonlari
meme kanserine veya predispozisyonuna neden olur. Mevcut ¢alismamizda BRCALI ve
BRCA2 gen bolgelerinde frajilite belirlenmesi bu yiizden olduk¢a anlamlidir. Biz
kanserde 6nemli rolii olan bu genlerle bizim tespit ettigimiz frajil bolgeler arasinda
korelasyonun rastlantisal  olmadifimi  dusinmekteyiz.  Bu  iliskinin  genetik
predispozisyonu isaret eden ve meme kanserinde erken tanida fikir verebilecek bir
parametre olabilecegini diisiinmekteyiz.

Aphidicolin bir a ve 8 DNA polimeraz inhibitériidiir. Bu ajan DNA sentezinde
ve replikasyonunda direkt olarak etkilidir (Lon ve ark 1983, Reidy 1988). Aym
zamanda aphidicolin DNA onarim mekanizmasindada inhibitor etkisi gostermektedir.
. Bu etkilerin sonucunda aphidicolin kromozom insitabilitesinde degisiklik yaparak
kromozomal aberasyonlarin olugmasina neden olmaktadir. Caligmamizda kromozom
hasarlart ve frajil bolge sikliklari ayni dozda aphidicolin verilen saglikli kontrol
bireylerde hastalar ve yakinlarina oranla olduk¢a disiik degerlerde bulunmustur.
Kontrol bireylerde degerlerin stabil olmasi aphidicolinin DNA sentez ve onarim
inhibitorii olarak bu bireylerin kromozomal DNA’larinda etki gostermedigini
aciklamaktadir. Cesitli arastirmacilar akciger, bas boyun kanserliler ve bunlarin ilk

generasyonlarindaki bireylerinde yaptiklari galigmalarda DNA onarim kapasitesindeki
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imbalanst isaret etmiglerdir. (Liu ve ark. 1989, Egeli ve ark. 1997, Marra ve ark. 1995,
Stimson ve ark 1989). Liu ve ark. (1989)ve Egeli ve ark (1997) akciger kanserli hasta ve
yakinlarinin periferik kan lenfosit kultirlerinde gergeklestirdikleri ¢aligmalarda bu
bireylerdeki frajil bolge ekspresyonundaki artigin genetik predispozisyonu gosterdigini
belirtmislerdi.

Son yillarda gergeklestirilen molekiiler genetik c¢alismalarda kolon kanserli
hastalarda hPMS1, hPMS2, hbMLH1 ve hMLH2 gibi mismatch repair genlerinde
germline mutasyonlannin  varhigt bildirilmistir. (Marra ve ark. 1995). Frajilite
saptadifimiz hPMS1 geninin lokalize oldugu 2q31-33 band bélgesinde kolorektal
kanserli hastalar ve birinci derece akrabalarinda yapilan ¢aligmalarda frajil bolge
ekspresyonunun arttif1 gosterilmistir (Tunca ve ark. 1997, Zorluoglu ve ark. 1997).

Sonu¢ olarak common frajil bolgeler insan genomundaki stabil olmayan
bolgelerdir. Calismamiz bu bolgelerin ekspresyonunun meme kanserinin erken tanisinda
ve meme kanserine genetik yatkinlidin belirlenebilmesinde fikir veren uygun bir marker
olabilecegini gostermektedir. Ayrica bu tiir galismalar kanserin erken tanisinda, kanser
olusumunun biyolojik mekanizmasinin agiklanmasinda ve kanser tedavisinde yardimct
olabilir. Ancak bu tip ¢aligmalarin molekiiler genetik c¢aligmalarla da desteklenmesi

gerekmektedir.
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