T. C.
ULUDAG UNIVERSITEST
SAGLIK BILIMLERi ENSTITUSU
TIBBI BIYOLOJi ANABILIM DALI

BENIGN VE MALIGN MEME HASTALARINA AiT MEME DOKULARINDA
FHIT GEN MUTASYONLARININ ARASTIRILMASI

Giilsah CECENER

(DOKTORA TEZI)

Bursa-2003



T.C.
ULUDAG UNIVERSITESI
SAGLIK BILIMLERI ENSTITUSU
TIBBi BiYOLOJi ANABILIM DALI

BENIGN VE MALIGN MEME HASTALARINA AiT MEME DOKULARINDA
FHIT GEN MUTASYONLARININ ARASTIRILMASI

Giilsah CECENER

(DOKTORA TEZI)

Damigman: Prof. Dr. Unatl EGELI

Bursa-2005



Saglik Bilimleri Enstittisii Midarligune,

Bu tez, jiirimiz tarafindan doktora tezi olarak kabul edilmistir.

Ad: ve Sovads imza )

Tez Dantsmami Prof. Dr. Unal EGELI

Uye Prof. Dr ismet Tasdelen
Uye Prof. Dr. Nazan Bilgel
Uye Prof. Dr. Melek Oztiirk
Uye Dog. Dr. Berrin Tunca

Bu tez, Enstitii Yonetim Kurulunun ........... 26052»005 .. tarih, 2005, / /é

sayili toplantisinda alinan ...... ji)' ... numarali karari ile kabul edilmistir.

L WA
AN

) ) \\ ‘ B .\.
Prof. Dr. Kasim OZLC

Enstiti Midari



iCINDEKILER

ua....uoo...-nsom

1. GIRIS....
2. GENEL BILGILER.........ooeereeerrererreererersearens
2.1. Meme Kanserinin Epidemiyolojisi.........ccoeesuenene
2.1.1. Goriilme Sikhigi...........
2.1.2. Mortalite...............
2.2. Meme Kanserinin Etyolojisi........cccoveereernacensecnss
2.2.1. Reprodiktif EIKEnIer.....cccuerieccerenreniecessesssaecsnnressoseersososasssssssnsssasssssosesens |
2.2.2. Endokrin Etkenler................... Y
2.2.2.1. Hormonal Kontrol.................
2.2.2.2. Ekzojen HOrmORIAr.........ccvceeeerseceesnnsesccsenscssonaessossossscsanse
2.2.3. Cevresel EIKENIET.....cucvueccerevesenceeresrrecsessnnsnecenssneseesseseras
2.2.3.1. Beslenme

L R T R Y Y YT ¥

D T Ty Yy Y XY T T O T T T T PR RN T Py T T R P Y T T obocQsocnoboovna.Qt...oo.oootat1

L Ty R N L Y

.c-‘oouo"otctooovoto.-oc-ooooo..occ|4

eensssssmssssasacse

D L Ty T Y T Y I XYY Y T YL P

L T N L R Y LI IR TP TR R P T TN

esnososcscenve secosvesen

ssccssancoscsee

.oo.o‘..c...¢..-.-.....ou'.......uc.u-.‘oo.no-..s

.10

-o..u..oo.oq.-a-oooo.l 1

.n.ooa.n-ooo"-...ovo.acc.nao»o-oo......oo.1 1

2.2.3.2. Vitaminl 11
2.3.2. Vi EFueeerrerirerenssssaeens teeeersennsens
2.2.3.3. SEleNYUIN....ccceereeerrrrerrreeresreceseeserssesacsssasassssasasaseseassssassossorssssacs L2
2.2.3.4. Alkol............ veseensroronesenn 12
2.2.3.5. Kafei 12
2.3.5. €1 vuuvvevereseesersesseareonsavesasessossssssnmroreasasnsessassssssesssssesnsnasssense

sesss0cssenressacce

esesssveseses

C4ns00000v000000000000ssRsrr0sscnconetss

PESs0ec000000000000000200000020000000002000000000000

»0-00.;00‘00.‘00060'0013

2.2.3.6. Iyoni Rad
.2.3.6. Iyonizan VASYONeereeerreessssrorsoanssssossssssnsossans
2.2.3 iziksel Aktivi
237.F ) ite.....
2.2.3.8. Si 1
2.3. M i lim 14
.3. Memenin Selim Lezyonlari........ccoeeeeeeccenecesserersvacesse
2.4. Genetik Etkenl 15
4. Gene BT e eeerrvorasnenrssosssasuassssssnnnnnne
2.4.1. ODKOZEDIET....ceecereivrecrrncrrseccrsnerssssasssscasssessssonsasssssossessassessssasssrasssecsss 1 )
2.4.2. Biiyiime Fakiotleri 17
4.2, Bitylime T ET L e uuvsveervrsssevreeinionnssssssssasssesssssrsossssssonnssnesnsnnsnrsssasernnsnnane
2.4.3. Biylime Faktorii R torleri i8
4.3, Biiytime CSEPIOTIET L. ueeirvririsereeimtnerrcccennnesierieeeassinseseseasisnns
2.4.4, TUMOT SUPTESSOT GENICT.....corvrerrecrrisirinrnncstscserecssssresnessesssrerssnsssaessn 20
2.4.5. DN i nleri’ni i)
4.5, A Tamir Genler1’nin rolfl.....cccoreeeeerevireeeenseennnes
2.4.6. Mikr 1lit Instabilitesi 35
4.0. osatellit LEILE S e eeeerreocrerarneresoreernsssssrrocsnsasesoronnessrossrsnensaresssn
2.4.7. Tel Aktivitesi 35
4.7. 1elomeraz VIS L cruierrenerrrssssrserorassevorsossencersssassnesrensasessrrarasssmnsrosnsers
2.4.8. Yeni Yaklasiml
4.8. Yeni £: 1031111 E: | SRR

“sssssssscssarense ...n.o.13

LR T LI Y TR TRY PP S ST TP

I T T TR Y R T PR Y P R P T T Y ¥

seensssrccsensrre 00100O0000034

u-on.»vvonco.uo.-ooooooo-vo36




sessccnusscssesas c-ttc‘ccc'38

EXS bto'-oocoo-ttoo-38

2.6. SSCP..........
2.7.HDA...........
2.8. GUMIS BOYAMIA. ..ccecrreereeersaresercerunesressienmsassssasssssessesanasssssnosssasassosssssesnsesss 39
2.9. DNA Dizi Analizi........cccerrecrrreeervesecene een39
3. GEREC VE YONTEMLER ..co....ceeoesseoeeeessseseeesssseesssssessssssesssssssmeeessssmssessmeesssmeeesen A1
3.1.3. Kimyasal Maddeler......... cereenrossonensnsssnresasdt]
314, COZEIIET......coveeeeeeernseccresecsniaassncasseassssseseesassosessassssesssssssssosssassaseseerarensd3
3.2.1. Omeklerin Toplanmasi...............
3.2.2. Hasta Grubunun Segimi..........ccereeeene.
3.2.3. DNA Izolasyonu......
3.2.3.1. Parafin dokudan DNA Izolasyonu...............
3.2.3.2. Taze Dokudan DNA Izolasyonu ..........ce.ccecceemnrverecsnsninercsnnne 5 1
3.2.3.3. Izole edilen DNA’nin kalitatif analizi .............evenne.. w51

3.2.4. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR)......ccccoccoomeevicrccsncercecerssnnnsuesessncens 32

cssesssosscccane

4000008000000 en0r00000csnnnerstsuuNRLIsEan

sesessesscscssns

D T T T R LT LY TRY Y L R T TY T YRy Ty

PYRYTTIPYY PORY

LY T R YTy YT 2 Y Y PPy T S LT

sesesevecasscsscnnvess

sesorecccessrese

sscvecssscnna

3.2.5. Agaroz Jelin Hazirlanigi ve EleKtroforezi........coevevenmveescecnseresecresnsenese 33
" 3.2.6. SSCP ve HDA Analizleri.................. ereresrerneens DS
3.2.7. Poliakrilamid Jellerin Hazirlanmasi ve PAGE Yiikleme..............c.c.......56

ssetesrsseensseconssesssssssnstee

3.2.8. GUMIS BOYamA......ccoeversemencinnnricsccsinsecsiosnsoreissosessisnsseessessssnesssssness
3.2.9. DNA Dizi Analizi 5
3.2.10. Istatistiksel degerlendi
.2.10. Istatistiksel degerlendirme........c..ccccuueue..
4.B{H¢GULAR....¢¢..--uooosooo.onoc.---muo».ov......-a. N T T Y T R Ry T e L T Y Y T2 -u-.vnoooq..~c59
5. IARTIsMA VE SONUC ...........».nn..............68
6.KAYNAKIJAR..- LT T T T P T L T L R L L LTI T ey o...uu....nunuu73
..
.

ssvseerssssucnss

se0susssessnssases 0000‘0.---'0000000-58

F T R Y R L T s L Ty 2 T T L T2




OZET

BENIGN VE MALIGN MEME HASTALARINA AT MEME DOKULARINDA
FHIT GEN MUTASYONLARININ ARASTIRILMASI

Bu ¢alismada, malign ve benign meme hastalarinda Fragile Histidine Triad (FHIT)
gen mutasyonlar: aragtirildi. 67 malign ve 16 benign dokuda kodlanan ekzonlarm (5-9)
“Single Strand Conformational Polymorphism (SSCP)” ve “Heteroduplex (HDA)” analizleri
ve bunlarin DNA dizi analizleri sonucunda 4 farkli dizi de@igimi belirlendi. Meme
dokularinda FHIT gen mutasyonlar: % 18.1 (15/83) oraninda belirlendi. ki benign ve dort
malign hastada (%7.23 oraninda) 88. kodonda GCC(Ala)y—>GCT(Ala) (7.ekzon) ve yedi
malign hastada (%8.43 oraninda) 9. intronda insA (5'ug+17niikleotid) iki sessiz mutasyon
belirlendi. Bir malign hastada (%1.2 oraninda) CAG(Gln)—>ACA(Thr) doniiglimiine neden
olan 90. kodondaki insA (7. ekzon) ve yine bir malign hastada (%1.2 oraminda) 197. kodonda
GTG(Val)->TGA(stop) doniigiimiine neden olan kodon 146 delT (9. ekzon) ¢ergeve kaymasi
mutasyonlar1 tammlandi. Bu gergeve kaymasi mutasyonlar iki malign hastada premature stop
kodon olugumuna neden olmaktadir ve meme kanserinde ilk kez belirlenen gergeve kaymas:
mutasyonlardar.

Sonug olarak, meveut ¢aligmada FHIT geninde gegitli mutasyonlar belirlendi. Bu
mutasyonlarin genellikle sessiz tip mutasyonlar oldugu gozlendi. Bu durumun FHIT genini
evrim boyunca korunmasinda etkili olabilecegi diigiintildi. Ayrica, bu gende belirlenen iki
yeni gergeve kaymasi tip mutasyonun meme kanseri gelisiminde Snemli olabilecegi kanisina
varildi. Ancak, belirlenen mutasyonlar ile prognoz arasinda bir iligki kurulamadi. Bunun
sonucunda, daha ileri gahgmalarla FHIT geninin yamnda meme kanserinde etkili olabilecegi
diistiniilen diger gen mutasyonlarinin ve gen ekspresyonlarinm birlikte degerlendirilmesi
Onerilmektedir.

Anahtar Kelimeler: Malign ve benign meme hastaliklar:, FHIT gen mutasyonlari,
SSCP, HDA, DNA dizi analizi



SUMMARY

INVESTIGATION OF FHIT GENE MUTATIONS IN BREAST TISSUES OF
MALIGN AND BENIGN BREAST PATIENTS

In the present study, it was investigated to mutations of Fragile Histidine Triad (FHIT)
gene in the malign and benign breast tissues. Single Strand Conformational Polymorphism
(SSCP) and Heterodublex (HDA) analysis of the coding exons (5-9) in the 67 malign and 16
benign tissues and their sequencing revealed four different sequence alterations. It has been
found that 18.1% (15/83) of the breast tissues detected mutations in the FHIT gene. Two
silent mutations identified at codon 88 [GCC(Ala) to GCT(Ala)] (exon 7) in two benign and
four malign patients (7.23%) and intron 9 insA (5'end+17 niicleotides) in seven malign
patients (8.43%). Two frameshift mutations identified at codon 90 (insA) (exon 7) which led
to the change of aminoacid from CAG(GIn) to ACA(Thr) in one malign patient and codon
146 (delT) (exon 9) which led to the change of codon 197 from GTG(Val) to TGA(stop) in
one malign patient (1.20%). These frameshift mutations resulted in premature stop codons
and they have been determined as a first time in breast cancer in the literature.

Consequently, in this study it was identified various mutations in the FHIT gene.
These mutations were generally non-sense types. In this case, these results appeare to be
effective of FHIT gene which has protected during evolution. We think that two new
frameshift mutations which were determined in this gene may play a major role in the
development of breast cancer. However, FHIT mutations identified were not significantly
associated with prognosis. In further studies, other gene mutations and oncogene expressions

may be analyzed associated with FHIT gene mutations.

Key words: Malign and benign breast diseases, FHIT gene mutations, SSCP, HDA,

Sequencing.
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1. GiRris

Meme kanseri biyolojik ve klinik agidan ¢ok heterojenik 6zellikler gésterir. Meme
kanserine bagl denetimsiz hiicre gogalmas: genellikle (mutasyon, gen amplifikasyonu,
delesyon, kromozomal diizenlenmeler gibi) genomik instabilite belirtileri ve belirli
epitelyal dzelliklerin ortadan kalkmasi gibi degisiklikler sergiler. Bu yiizden kanser
gelisimine neden olan molekiiler mekanizmalarin ve her hastada tiimériin 6zelliklerinin
bilinmesi ve buna en uygun tedavi yonteminin belirlenmesi 6nem tagir. Kanserin gelig-
mesing, ilerlemesine ve yayilmasina neden olan molekiiler degisiklikler anlagildikca daha
etkili tarama ve tedavi yontemleri de uygulanabilmektedir.

Meme kanseri aragtirmalarinin genel amaci; kanser hiicresinin davrams: hakkinda
yol gosteren, kanser gelisiminin erken agamasinda ortaya ¢ikan ve uygun tedavi geklinin
segilmesi igin yardimer olabilecek molekiiler degisiklikleri belirlemek, hatta bunlardan
saglikly, fakat riskli bireylerde tarama agisindan yararlanmaktir.

Meme kanserini de i¢ine alan sik goriilen pekgok kanser tipinde homozigot ve
heterozigot delesyonlar 3p14.2 kromozom bolgesinde belirlenmigtir. Bu bolgede FHIT adi
verilen bir tiimér supressor genin lokalize oldugu 1996 yilinda Sozzi ve ark. (1) tarafindan
gosterilmigtir. FHIT geni 1 mb’hk genomik DNA’dan meydana gelen, 1.1 kb’lik
transkﬁpti' 10 ekzon tarafindan kodlanan, evrim boyunca korunmusg, karsinojenlere hassas,
genelde delesyon ile inaktive olan bir gendir. Histidin triad gen ailesinin bir iiyesidir. Bu
genin tr{ini olan Fhit proteininin fonksiyonu tam olarak bilinmemekle birlikte, bu
proteinin hiicre sikliisii, replikasyon ve apoptoz olay ile iligkili olabilecegi
dustiniilmektedir.

FHIT geni, 6zellikle gevresel karsinojenlere maruziyetten olugan timoérlerde
inaktive olmaktadir. Bu tip tiimorlerin baginda akciger kanserleri gelmektedir. Ozellikle
kiigiik hiicreli akciger kanserleri bagta olmak iizere meme kanserleri, kolorektal kanserler,
gastrik kanserler, ovaryum kanserleri, bobrek tiimorleri, [osemiler vs gibi gok sayida
tiimérde bu genin inaktivasyonu bilinmektedir. Meme kanserleri ile ilgili olarak
gergeklestirilen FHIT genindeki inaktivasyon ¢aligmalar meme kanserlerinde bu genin
%30-35’ler civarinda inaktive oldufunu ortaya koymus bulunmaktadir. Bu oran, bir
hastalifin genetik olusum mekanizmas i¢in azimsanmayacak anlamh bir orandir. FHIT
tiimor supressor genindeki degigimler akciger, 6zefagus ve meme kanserlerinde kanser



geligiminin oldukg¢a erken sathasinda meydana gelmektedir (2-5). Yine meme kanserinde,
serviks ve endometrium kanserlerinde, bu degisimlerin ileri evre ile ve tiimériin agresif
davramg ile de iligkili oldugu gorilmektedir (6-8). FHIT genindeki degisimlerin kanserin
gerek erken, gerekse ileri doneminde meydana gelmesinden dolayy; FHIT gen
mutasyonlarinin gegitli kanser tiplerinde hem premalign hemde malign dokularda
molekiiler biyolojik teknikler ile belirlenmesi, kanserin geligiminde diagnostik ve
prognostik informasyon saglayabilmek agisindan 6nemli bir marker olabilir.

Bu ¢aliymada amacimiz, kadmlarda yaygin olarak gériilen benign ve malign meme
hastaliklaninda FHIT geninin ekzon 5-9 mutasyonlarini SSCP, HDA ve DNA dizi analizi
ile aragtirarak Tiirk toplumuna ait meme hastalarinda bu mutasyonlarin hangi ekzonlarda
yoZunlagtiZm ve tiplerini belirlemek, hastaligin prognozu ile bu mutasyonlar arasindaki
iligkinin varhi@im aragtirmak, bu mutasyonlarin bir prognostik biomarker olarak kullamihip
kullamlamayacagin belirlemektir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Meme Kanserinin Epidemiyolojisi

Meme kanseri diinyada kadinlar arasinda en stk goriilen malign tiimér olup
kadmnlarda goriilen tiim kanserlerin yaklagik %30'unu olugturmaktadir. Avrupa’da yilda
180 bin, Amerika Birlesik Devletlerinde de yilda 184 bin yeni olgu saptanmaktadir (9, 10).

Geligmis tilkelerde 1948-1995 yillan arasmnda kadinlarda kanser nedeniyle meydana
gelen oliimlerin % 80’1 meme kanserine bagh iken, 1985'den itibaren akciger kanseri,
kansere bagh 6liim nedenleri siralamasinda meme kanserini gegmigtir (11). 2000 yihinda
ise, siralamada meme kanseri difer kanserleri geride birakmugtir (Tablo-1) (12) .
Erkeklerde meme kanseri nadirdir. 1998 yilinda ABD’nde 1600 erkek meme kanserli hasta
saptanmus olup 400 kisi meme kanseri nedeniyle 6lmugtiir (9).

Tablo-1: Diiryada kanser morbidite ve mortalitesi*.

ERKEKLER KADINLAR
KANSER TORU MORBIDITE MORTALITE KANSER TORU MORBIDITE MORTALITE
Akciger 34.92 31.43 Meme 35.66 12.51
Mide 21.46 15.62 Serviks 16.12 7.99
Prostat 21.23 7.95 Kolon rektum 14 .44 7.58
Kolon rektum 19.11 9.78 Akciger 11.05 9.53
Karaciger 14.97 14.41 Mide 10.38 7.81

"2000 yih verileri, 1/100.000. [Bilgel N, 2005 (12)’den alind1.]



2.1.1. Goriilme Sikhg

Meme kanseri gorilme sikhgi 1973'den itibaren ABD'de yilda %1.8; diinyanmn
cesitli tilkelerinde de %1-2 oramnda artig géstermekte olup, diinyada her yil yaklagik bir
milyon yeni olguya tam konulmaktadir (9). Ulkemizde ise, Saghk Bakanhgmmn 1996 yih
verilerine gore; meme kanseri goriilme siklifi, 100.000°de 12.07°dir (Tablo-2). 1999 yili
verilerine gore ise; meme kanseri goriilme sikhgi, 100.000°de 7.32°dir
(www.saghk. gov.tr). 1999 yilinda Tirkiye’de teshis edilen meme kanseri vakasinin 2390
kisi oldugu bildirilmigtir. 2000 yilindaki verilere gore, yeni belirlenen erkek meme
kanseri sayist 123, kadin meme kanseri sayis1 3354 tiir (Devlet Istatistik Enstitiisii 2000
yili verileri).

Tablo-2: Tiirkiye’de kanser morbiditesi*.

ERKEKLER KADINLAR

KANSER TURUO MORBIDITE KANSER TURU MORBIDITE
Akciger 19.29 Meme 12.07
Mide 6.22 Mide 3.48
Larinks 4.54 Deri 2.64

Deri 3.67 Akciger 2.03
Prostat 3.02 Kahn bagirsak 2.03
Kalin bagirsak 2.69 Serviks 2
Rektum 2.22 Rektum 1.74

* 1996 yilt verileri, 1/100.000. [Bilgel N, 2005 (12)’den alind1]

Yiullik goriilme sikh@indaki artig, digiik riskli toplumlarda yiiksek riskli toplumlara
gore daha belirgindir ki bu nedenle de yillar i¢inde Bat: iilkelerinde yasayan kadimnlarla,
Dogu iitkelerinde yasayan kadmlar arasindaki meme kanseri sikligi farkimin kapanacag
beklenmektedir (9, 13). Goriilme sikh@indaki en bityik artig Kanada, ABD, Ispanya ve
Isveg'de (1960-1975 yillan arasinda %1.8) ortaya gikmugtir.

Amerikali bir kadinda yagam siiresi boyunca meme kanseri gelisme olasiigt %
12.5, meme kanserinden Skiim olasihgs ise %3.4 olarak hesaplanmigtir (9). Fakat, bu
degerler dofumdan 110 yagina kadar olan bir siire i¢in hesaplandifindan abartih



gorillebilir. Hastalik gelisme riski, yag ile dogrudan iligkili olup, yas arttik¢a hastahk
goriilme siklif giderek artar.

Meme kanseri 30 yagindan ¢énce nadir olup, bu yag: takip eden reproduktif yillarda
hizh bir trmamg gsterir; menopoz dénemindeki hafif bir azalmay: takiben de menopoz
sonrast yillarda yavag egimle stirekli devam eden bir artis ortaya ¢ikar (14). Bu nedenle 85
yasindaki her 9 kadindan birinde meme kanseri geligebilecegi beklenmektedir.

Meme kanseri sikhig1 diinya tizerinde tilkeden iilkeye farkhlik gostermektedir,
Hawai, Kaliforniya, Kanada yilda yiizbinde 80-90 goriilme sikhifs ile ilk siralarda yer
alirken, aym deger Japonya’da sadece yiizbinde 12-15 arasindadir (15). Avrupa
tilkelerinde ise goriilme siklift Kuzey tilkelerinden giineye ve Bati tilkelerinden doguya
dogru gittikge azalmaktadir (13). Dinya tilkeleri arasinda hastahk sikhifindaki bu fark
Ozellikle menopoz sonrasi kadinlarda gériilmekte olup (16), menopoz éncesi donemde iil-
keler aras: farklar ¢ok azdir. Menopoz sonras: yillarda mortalite, ABD 'de giderek artarken
Yugoslavya'da sabit hale gelmekte, Japonya'da ise giderek azalmaktadir (14). Bu durumun
nedeni ise bilinmemektedir. 1970'den bu yana Japonya, Singapur ve Cin'de ekonomide
Bat1 tarz: gelisim ve dogurganlhifin Bati'ya benzemesi nedeniyle meme kanseri goriilme
oranindaki fark giderek azalmaktadir (14).

Benzer gekilde, gorilme sikh@indaki biyiik farkhihklar aym iilkede yasayan farkl
etnik gruplar arasinda (ABD'deki Hawaililer, Cinliler ve Ispanyol kokenliler) ve beyaz -
siyah rk arasinda da (ABD'de yillik goriilme sikhi: beyaz irkta % 0.0105; siyah wrkta %
0.0087) izlenmektedir (16, 17).

Bagka iilkelere go¢ eden ailelerde yapilan ¢galigmalar go¢ eden kadinlarda meme
kanseri sikhiginm, birkag nesil sonra, gog ettikleri tilkenin goriilme sikligina ulagtigim
gostermigtir (18, 19). Bu durum, 6zellikle Amerika'nm ve Afrika'da dogup Israil'e gog
eden musevilerde izlenmigtir (20). Bu gozlem hastalifin ortaya ¢ikiginda ¢evresel
etkenlerin ve yagam tarzimin Onemini bir kez daha ortaya ¢ikarmaktadir.

Meme kanseri sikligi yaga bagh olarak da degismektedir. 1991-95 yillan arasinda
Amerika’h kadinlarda yapilan istatistiki degerlendirmede 30-34 yag arast 100 binde 25
olan oran 45-49 yas oram kadinlarda 100 binde 200 olarak saptanmugtir. 45-50 yas
sonrasinda sikhik artmaya devam etmekte, fakat daha yavag bir artig gostermektedir. 70 -
74 yag arasi kadinlarda oran 100 binde 463'e kadar cikmaktadir (9).

2.1.2. Mortalite

1950’lerden beri meme kanser insidans: giderek artmaktadir. Insidansdaki artisa
paralel olarak mortalite de artmaktadir. Kadinlarda kansere bagh 6liimlerin %18'1 meme



kanseri nedeniyle olugmakta ve meme kanserine bagh 6limler ilk sirayr almaktadir (Tablo-
1 ve 2). Gorilme sikliginda olduBu gibi, mortalite de yasa bagh olarak artmakta ve 80
yagindaki 100.000 kadindan 1551 meme kanserinden 6lmektedir. Kadinlarda kansere bagh
olim nedenleri ile yag gruplan arasindaki iligki aragtinldifinda ise 15 yag altinda

16seminin, 55-74 yaglar arasinda akciger kanserinin, 74 yag istiinde kolorektal kanserlerin,
40-44 yag arasinda ise meme kanserinin 1. stray: aldip gorislmektedir (21).

Diinyada meme kanserine bagh mortalite, iilkeden iilkeye de degismekte olup;
Ingiltere ve Galler'de en yiiksek, Japonya ve Tayland’da (Ingiltere ve Galler’deki
mortalitenin onda biri) ise en diisiik seviyededir (10).

Go¢ eden insanlarda zaman iginde olugan mortalite degisikligi meme kanseri
olusumunda ¢evresel etkenlerin ve yagam tarzinin 6nemli faktorler oldugu goriigting
desteklemektedir. ABD’de ve Hawai’de yasayan Japonlarda meme kanserine bagh
mortalitenin, Japonya’da yasayan Japonlara gére; ABD’de dogan Japonlardaki
mortalitenin de Japonya’da dogan ve ABD'de yasayan Japonlara gore daha yitksek oldugu
gosterilmigtir (22).

Meme kanseri gériilme sikhfinda oldugu gibi yilhik mortalite oranlarinda da 1973
yilindan itibaren bir artig goériilmekle birlikte, bu artig goriilme sikliginda oldugu kadar
belirgin degildir (23). Takip, Epidemiyoloji ve Sonug Programu (ABD) verilerine gore
1980°den 1989°a kadar meme kanseri sikhiginda bir artig (100.000°de 85°den 100.000°de
105°e) ve 5 yilbik genel sagkalim degerlerinde de bir artis saptanirken, mortalitede
herhangi bir degisiklik belirlenememigtir (10). Goriilme siklifindaki artisin yanminda,
mortalitede bir artig veya bir azalma (tedavilerin etkinlifindeki artisa karsin) olmamasi
seklinde ortaya ¢ikan bu geligkili durum heniiz agiklanamamaktadir,

2.2. Meme Kanserinin Etyolojisi

Meme kanserinin olugmasinda pekgok risk faktoriiniin s6z konusu oldugu
bilinmektedir. Genetik, gevresel, hormonal ve sosyobiyolojik etkenlerin meme kanseri
olusumunda rol aldig1 kabul edilmektedir. Ayrnca, bazi kimyasal maddeler, iyonizan
radyasyon ve viriisler meme kanserinin geligimine neden olurlar. Tiim bu ajanlann
mutasyonlara neden olabilecegi ve kromozomal mutasyonlarin da insanda meme
kanserinin ortaya ¢ikig ve geligimi ile yakindan iligkili oldugu gosterilmigtir (24).



2.2.1. Reprodiiktif Etkenler

Menars Yas:

Erken menargin meme kanseri geligiminde bir risk faktorii oldugu gosterilmigtir
(25, 26). Genel olarak menargin her bir yil gecikmesi ile meme kanseri riskinin %20
azaldi®1 kabul edilmektedir (27).

Menopoz Yags:

Meme kanseri riski ile menopoz yay: arasinda da bir iligki mevcuttur. 45 yagmmdan
6nce menopoza giren kadinlarda meme kanseri riski, 55 yagindan sonra bu déneme giren
kadinlarin yarist kadardir (28). Yani aktif menstruasyon donemi 40 yil veya daha fazla
siiren kadinlarda risk aym donemi 30 yil veya daha az olan kadinlann iki katidir (29).
Ortalama olarak menopozun her bir yillik gecikmesi meme kanseri riskini %3 arttinir.

i1k Hamilelik-ilk Dogum Yas:

Ttk olarak Mac Mahan (30) hamileligin ve ilk hamilelik yasmnin meme kanseri riski
ile iligkili olduguna dikkatleri ¢ekmis ve evlenmemis veya hi¢ dofum yapmanug
kadinlarda, kanser riskinin doZum yapmug kadmlara gore 1.4 kat daha fazla oldugunu
belirtmigtir.

Laktasyon

Laktasyonun meme kanseri olusumundaki etkisinin hangi bélgede oldugu heniiz
anlaglamamigtir. Bununla beraber uzun siiren laktasyonlarin toplam ovulatuar donem
sayisim azaltarak koruyucu bir etki yapmas: beklenmektedir. Cin’de yapilan bir ¢aligma
bu diisitinceyi dogrulamis ve toplam 5 yillik bir emzirme siiresinin meme kanseri riskini
%30 oramnda azalttif bildirilmigtir (31). Diger bir ¢aligmada ise 4-12 ay arasinda emziren
kadinlarda riskin %11; iki sene veya daha fazla emzirenlerde ise %25 oramnda azaldi
gosterilmigtir (32). 1998'e kadar yayinlanan 32 gahigmamn degerlendirilmesinde sadece 2
tanesinin prospektif oldugu gériilmiigtir ve 32 ¢aligmanin 16'sinda uzun siireli emzirme ile
diisitk meme kanseri riskinin olugtugu sonucu istatistiksel olarak anlamh bulunmugtur

(p<0.05).

2.2.2, Endokrin Etkenler
Meme kanseri hormonlanin kontroliinde olan meme dokusundan giktiSindan, meme
kanseri olusumunda hormonlarin roliiniin olabilecegi disiinilmektedir.



2.2.2.1. Hormonal Kontrol

Steroid hormon reseptérleri olarak bilinen HRE (Hormon Responsive Element)’ler
DNA dizilerine baglanarak ilgili genin transkripsiyonunu baglatirlar. HRE dizileri s6z
konusu genlerin promoter bolgesi iginde yer alir ve ayn1 zamanda transkripsiyonu uyarici
yonde (enhancer) etki ederler. Steroid etkiye duyarh genlerin transkripsiyonu hormonun
reseptoriine baglanmas: ile uyarildifindan bu hormonlar birer "indiiklenebilir enhancer"
olarak davramrlar. Steroid hormonlar transkripsiyonun regiilasyonu yaninda
transkripsiyon sonrasinda mRNA stabilitesinin ve mRINA nin proteine doéniigme hmzinin
diizenlenmesinde de rol oynarlar (33).

Ostrojen reseptrii (ER):

Memede endokrin etkenlerin 6nemi biyliktiir. Gerek 6strojen, gerekse progesteron
tiimdr olusumunu ve geligimini uyanr (34, 35). Ostrojen ve progesteron reseptorleri (ER
ve PR) duktal ve lobiiler hiicrelerde, kismen farklilagmug epitelde luminal bolgede yer
alirlar,

Prognostik agidan yol gosterici olmamakla birlikte dstrojen reseptorit tayini 25 yih
agkin siireden beri hormonal tedaviye cevap yetenegini degerlendirmek amaciyla
uygulanmaktadir. Ancak meme tiimorlerinin % 60 -70'1 ER pozitif oldugu halde bunlarin
ancak yansi ile tigte ikisi kadar1 hormonal girigimlere cevap verir. Buna kargilik ER-
negatif hastalanin da bir boliimii hormon tedavisinden yararlanirlar. Buoun nedeni
bilinmedi&i gibi normal ve malign hiicrelerdeki reseptérlerin yapisal ve iglevsel agidan
aym Ozellikleri tagiyip tagimadif: da heniiz bilinmemektedir.

Meme kanserinde ER ekspresyonu her agamasi 6strojen tarafindan kontrol edilen,
gok agamali, kompleks bir iglemdir. Ostrojen etkisiyle ER ekspresyonu ve dolayistyla
ostrojen baglama bolgelerinin sayis1 azalir. Ostrojen bu etkisini translasyon, transkripsiyon
ve transkripsiyon sonrast agamalarin hepsinde gosterir (Sekil-1).
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Sekil-1: ER’nin fonksiyonu {Demiray M 2005 (36)’den almd].

Ostrojen ligandma baBlandiginda niikleer ER transkripsiyonu baglatir. Bu ya hedef
gendeki promotorlarina baglanarak (klasik yol), ya da diger transkripsiyon faktorlerinin
aktif kompleks olugturmasiyla (klasik olmayan yol) olugur. Membran reseptorii ile
etkilesim sonucu biiytime faktérii bagimh kinazlar aktive olur (36).

Progesteron Reseptorii (PR) :

Endokrin tedaviye cevap agisindan énemli rol oynayan PR’niin ekspresyonu
Gstrojen-Ostrojen reseptori etkilegimi ile regiile edilir. Normal insan meme epitelinde
PR’niin ER’ne bagimh olup olmadigi ve luminal hiicrelerde bu iki reseptoriin birlikte
bulunup bulunmadiB: bilinmemektedir. Meme kanserinde PR saptanmamas: ER’niin
iglevindeki bir bozukluktan veya molekiiliin kendisinde gergeklesen bir kusurdan
kaynaklanabilir. PR ile hormonal tedaviye cevap arasindaki iligki ideal olmaktan uzaktir.
PR pozitif kanserlerin %70’1 hormonal tedaviye cevap verirken PR-negatif kanserlerin de
% 25-30 kadan hormonal tedaviden yararlanir (37). Reseptér diizeyi ile cevap farkhibkian
arasindaki uyumsuzluk 6lglim yontemlerinin yetersizliji, mutasyon tagtyan ER’niin gen
ekspresyonunu ligand baglamadan da uyarabilmesi, tamoksifen metabolizmasindaki farkh-
lik veya Ostrojen’e bagiml proteinlerin ER’nden bagimsiz bir yol tizerinden sentezlenmesi
gibi nedenlerden kaynaklanabilir.

Meme kanseri hiicrelerinin progesteron ile etkilesimi de oOstrojen etkilesimine
benzer sonuglar dogurur, transkripsiyon hizi diger, mRNA diizeyi ve PR sayis1 azahr.



Ostrojene bagh degisikliklerin aksine, mRNA’nm yan 6mriinde degisiklik olmaz, buna
karsilik PR’niin yani 6mrii kisalir. Ostrojen etkisinden bir bagka farklilik da etkinin sadece
transkripsiyon ve transkripsiyon sonras: agamalari kapsamasidar.

2.2.2.2. Ekzojen Hormonlar

Sentetik ve dogal dstrojenler hamileliin 6nlenmesi veya menopoz sonrast
degisikliklerin giderilebilmesi amaciyla yaygin olarak kullaniimaktadir.

Ostrojen tedavisi alan veya oral kontraseptif kullanan kadinlarin meme parankim
dokularindan alinan biopsilerde, bu ilaglan kullanmayan kadmlarin biopsilerine gore
belirgin degisiklik saptanmamasina kargmn; yaygin kullammlann nedeniyle ekzojen
hormonlarin karsinojenik etkilerinin olup olmadigimn aragtinlmas: ¢ok ©Snemlidir. Oral
kontraseptifler ile meme kanseri iligkisini aragtiran 50°den fazla epidemiyolojik ¢aligma
yapilmigtir.

Oral Kontraseptifler

Ostrojen ve progesteron ihtiva eden oral kontraseptifler (OK) ve meme kanseri riski
arasindaki iligkiyi aragtiran ¢ok sayida ¢alisma mevcuttur. Tim bu ¢alismalardan
cikarabilecek tek kesin sonug OK'lerin meme kanserine kargt koruyucu etkilerinin
olmadifidir. Elli dort epidemiyolojik galigmanin sonucu biiyiik bir grup halinde toplamp
analiz edildiginde meme kanserli 53.297 kadin ve 100.239 saglikh kontrol degerlendiril-
mistir. Buna gore OK kullaniminin siiresiyle risk artigt arasinda anlamh iligki
saptanmamugtir (38). Bu analizde her yag grubundan kadmn degerlendirilmis olmakia
birlikte postmenopoze veya 45 yag tistii kadinlardaki uzun siireli OK kullanimm
degerlendirildiginde de benzer sonuglar elde edilmigtir. Fakat premenopoze ve uzun siireli
OK kullanmg kadinlarda rolatif risk bir metaanalizde 1.5, bir digerinde 1.4 olarak
bulunmugtur (39, 40). Genellikle 35 yag ve altindaki kadinlarda daha belirgin risk artigt
gozlenmektedir,

45 yas altindaki geng kadinlarda uzun siireli OK kullamminin etkisini aragtiran yedi
¢aligmanin tiimiinde meme kanseri riskinde istatistiki olarak anlamh bir artig gOsterilmis ve
her OK kullanilan yil igin meme kanseri riskinin %3.1 arttifi hesaplannugtir (41). Buna
gore 10 yil boyunca OK kullanan geng bir kadinda hi¢ OK kullanmayan bir kadna gore
meme kanseri olugma riski %36 artmaktadur,
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2.2.3. Cevresel Etkenler

2.2.3.1. Beslenme

Beslenmenin ve 6zellikle yagdan zengin beslenmenin deney hayvanlarinda meme
tiimorleri olusturdugu uzun zamandan beri bilinmektedir (42).

Diinya iizerinde meme kanseri goriilme sikh@mn iilkeden tlkeye degigmesi ve gog
eden insanlarda artan meme kanseri siklifimin (gog ettikleri iilkedekine uyan bir sikhiga
erigmesi) sadece genetik etkenlerle agiklanamamas:, dikkatlerin gevresel etkenler ve
Ozellikle beslenme sekli Gizerine toplanmasina neden olmugtur. Bu nedenle meme kanseri
riski ile yagdan zengin beslenmenin, viicut agirh@inmn, vitamin ve eser elementlerin
iligkileri aragtirilogtir.

2.2.3.2. Vitaminler
A Vitamini

olduklarindan DNA hasanna yol agan reaktif oksijeﬁ radikallerine kargt hiicresel
savunmay arttirabilirler (43). A vitaminini ayrica hiicre farklilagmasinda regiilatér olarak
rol aldigindan hiicrelerin malign forma gegisini 6nleyebilir (44). Retinol in vitro kogullarda
insan meme kanseri hiicrelerinin biiyiimesini Onlemigtir. Retinol asetat ise baz: hayvan
calismalarinda meme kanseri insidansim diiglirmektedir. A vitamini ile meme kanseri riski
iligkisini aragtiran olgu kontrol ¢aligmalanndan ilkinde Graham, A vitamini alimmin
artmasi ile kanser riskinin azaldigim bildirmistir (45). Daha sonra dokuz galigmay1
degerlendiren metaanalizde de A vitamininin meme kanseri olusumu konusunda anlamh
bir koruyucu etkiye sahip oldugu gosterilmistir (46).

E Vitamini

Antioksidan 6zelliklere sahip E vitamini ile yapilan prospektif galigmalar, E
vitamininin meme kanseri olusumunda koruyucu bir etkiye sahip oldugunu
gosterememislerdir (47-49).

C Vitamini

A ve E vitaminleri gibi antioksidan 6zelliklere sahip C vitamini ile yapilan ilk olgu-
kontrol ¢aligmasinda koruyucu bir etkinin ortaya konmamasina kargm (45), ayn: grup
tarafindan yapilan daha sonraki bir galigmada C vitamininin meme kanseri olusumuna
karg: anlamh bir koruyucu etkiye sahip oldugu gosterilmigtir (50). Howe’da yaptif
metaanalizde ayni sonuca varmugtir (47). Yapilan iig¢ prospektif ¢aligmadan, ikisinin
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koruyucu etkiyi dogrulamas: yamnda sonuncusunun bu etkiyi gosterememesi nedeniyle, C
vitamininin koruyucu etkisi konusunda kesin bir yargiya varmak ancak yeni ¢aligmalar
sonras1 miimkiin olacaktir (48, 49, 51). Amerika’da yapilan bir ¢caligmada uzun siire C
vitamini alanlarin 14 yilhik takibi sonucunda risk azalmasi gézlenmemistir (52).

2.2.3.3. Selenyum

Selenyum hiicre proliferasyonunu inhibe eden ve antioksidan bir enzim olan
glutatyon peroksidazin 6nemli bir komponentidir. Hayvan ¢aligmalarinda, yitksek
miktarlarda verildiginde gesitli kanserlere kargi koruyucu etkisi oldugu gosterilmigtir (52).

2.2.3.4. Alkol

Alkol alimiyla meme kanseri riski iligkisi tartiymali olmakla birlikte, gerek olgu-
kontrol ¢aligmalan gerekse prospektif galigmalar alkol alimmn artmasi ile meme kanseri
riskinin arttifin: gostermektedir. Meme kanseri riski ve beslenme faktorlerinin iligkisi
aragtimldifinda en belirgin olarak ortaya konulmusg olan risk artiric: faktor alkoldiir.

Oniki olgu-kontrol calismasimn degerlendirildigi metaanalizde giinde 12 gram
alkol alan kadinlarda meme kanseri riski 1.4; glinde 24 gr alkol alanlarda ise 1.7 olarak
bulunmugtur (53).

Alkoliin meme kanseri riskini arttinici etkisinin mekanizmasim aragtiran Reichman
giinde 12 gr alkol alimimn premenopoze kadinlarda total 6strojen diizeyini arttirdifim
gostermigtir (54).

Premenopoze kadinlarda 2 6l¢ii alkollii ickinin yarattif1 plazma &stradiol
seviyesindeki yiikselme postmenopozelerde tek 6lgii alkol ile akut olarak ortaya
¢tkmaktadir. Bu bulgular alkoliin meme kanseri riskini artirma mekanizmasin
agtklamaktadir. Alkoliin bir diger olumsuz etkisi folik asit inaktivasyonu iizerinden
olmaktadir ki folat seviyesindeki diigme DNA replikasyonunda ve DNA tamir meka-
nizmasinda defekte neden olmaktadir.

2.2.3.5. Kafein
Kafeinin selim meme hastaliklarindaki etkisi gbzoniine alinarak meme kanserinde
bir risk faktori olabilecegi diistiniilmigtiic. Olgu kontrol ¢aligmalarinda boyle bir etki
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gozlenmemigtir. Prospektif caligmalarda da risk artig saptanmamustir (54, 55). Bu
nedenle kahve veya gay i¢ilmesi ile meme kanseri riski artigt ortaya konulamamugtir,

2.2.3.6. iyonizan Radyasyon

Iyonizan radyasyonun dokular tizerindeki etkileri erken ve ge¢ olmak tizere iki
tirlidiir. Geg etkiler somatik geg etkiler (iinlanan kigide olugan) ve genetik geg etkiler
(1mnlanan kigiden sonraki nesilleri etkileyen) seklindedir. Matiirasyonunu tamamlamanmusg
meme dokusu radyasyona ¢ok duyarh olup, radyasyona maruz kalma sonras: geligim
bozukluklan ve meme kanseri olugabilir.

Hildreth, ¢ocuklugunda timus genislemesi nedeniyle radyoterapi uygulanmug 1201
kadinda meme kanseri olugma riskini, bu kadinlarin radyasyon almamg kizkardegleri (n:
2469) ile kargilagtirarak aragtirmugtir (56). Timus geniglemesi nedeniyle radyasyon alan
grupta meme kanseri riskinin diger gruba gore 3.6 kat artt11 ve 28 yillik bir latent donemin
varlig: bildirilmigtir.

Hirogima ve Nagazaki'de 2. Diinya Savagt'nda atilan atom bombasi tiim viicut
iginlamasina maruz kalan kazazedelerde yapilan degerlendirmede, tiim viicudu 0.9 santi
Gray alan kadinlarda meme kanseri riskinin kontrol gruplarina gore 2-4 kat arttig
bildirilmigtir (57). Ozellikle bombalama esnasinda 10 yagin altinda olan kizlarda riskin en

yiiksek oldugu saptanmugtir.

2.2.3.7. Fiziksel Aktivite

Agir fiziksel aktivitenin menarg geciktirecegi, diizenli olarak bale yapan, yiizen
veya kosan kizlarin menarglarinin geg baglamas: ile gdzlenmigtir. Bale yapan kizlann
incelendigi bir caligmada bale yapanlann ortalama menars yagt 15.4; kontrol grubunun
menars yas1 ise 12.5 bulunmugtur (58).

Adolesan ve erigkin dénemde yapilan egzersizlerin meme kanseri riski iizerine
etkisini aragtiran yakin tarihli bir caligmada da egzersizin 40 yagin altindaki kadmlarda
meme kanseri riskini azaltti1 gosterilmis ve haftada 4 saat veya daha fazla egzersiz yapan
kadinlarda kanser riskinin hi¢ egzersiz yapmayanlara gére %60 daha az oldugu
bildirilmigtir (59).
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2,2.3.8. Sigara

Cesitli calismalarda 6strojen metabolizmasim degigtirmesi ve menopoz yagim
erkene almasi nedeniyle sigaramn meme kanserine kargt koruyucu bir etkisi olabilecegi
ileri siiriilmiigtiir (60, 61). Ik galismalar riski azaltici hafif bir etkisinden bahsetmiglerse
de, daha sonraki genis olgu - kontrol ve prospektif ¢aligmalar meme kanseri riski ile sigara
icimi arasinda higbir iligki gosterememiglerdir (62, 63).

2.3. Memenin Selim Lezyonlar:

Fibrokistik hastahk, kronik kistik hastalik, kronik kistik mastit, Schimmelbusch
hastalig1, Reclus hastalifi isimleriyle de bilinen semptomatik fibrokistik degisiklikler
reprodiiktif ddnemde bulunan kadmlar i¢in oldukg¢a rahatsiz edici bir durumdur.

Fibrokistik hastalifa sahip olan kadmlarda meme kanseri riskinin 1.86 ile 2.13
arasinda degistigi ileri stiriilmugtiir (64). Bununla beraber histopatolojik tan: esas
alindigida fibrokistik hastalik siklig1 gesitli calismalarda %13 ile %71 arasinda
bildirilmigtir (65-67).

Meme dokusundaki hangi selim degisikliklerin histolojik olarak prekanseroz
olabilecegini aragtiran en 6nemli galisma Dupont ve Page tarafindan yapilmugtir (68). Bu
¢aligmada 3303 hasta onbinden fazla biopsi yapilarak ortalama 17 yil takip edilmis ve
gesitli histolojik alt tipler ile meme kanseri arasindaki iligki aragtinlmmgtir,. Meme
biopsisinde proliferatif degigikliklere (sklerozis; adenozis, papilloma) sahip olan ve grubun
%351 'ini olugturan kadinlarda meme kanseri riskinin proliferatif degisikligi bulunmayan
kadmlardan 1.9 kat fazla oldugu hesaplanmigtir. Atipik hiperplazi saptanan kadinlarda ise
meme kanseri olugma riski 4.4 kat fazladir. Atipik hiperplazi ile birlikte ailevi meme
kanseri hikayesi olanlarda, aile hikayesi olmayanlara gore kanser olugma riski ise 9 kat
fazladir (Tablo-3). Proliferatif degisiklikle birlikte kalsifikasyonlarin bulunmasi riski
arttinrken, selim kistlerin varligs riski degigtirmemektedir. Bununla beraber riskin en
yiiksek oldugu grupta (atipik hiperplazi + aile hikayesi) dahi, 25 yil siire boyunca olgularin
ancak %40'inda meme kanseri olugmakta ve bunlaninda 1/3'iinden az1 hastalik nedeniyle
kaybedilmektedir (68). Bu nedenle, aragtincilar sadece aile hikayesi olanlarda biyopsi
Onermekte ve ancak biyopsilerinde proliferatif degisiklikler bulunanfarn sik: bir takip
programma alinmasim belirtmektedirler (68, 69).

14



Tablo-3: Memenin selim lezyonlan ve meme kanseri riski iligkisi.,

Histoloji Aile hikayesi Hasta say1s1 Relatif risk
Tiim Hastalar - 3303 1.5

Yok 2934 14

Var 369 2.5
Proliferatif degisiklik yok - 1378 0.89
Proliferatif degisiklik var - 1925 1.9
Atipik hiperplazi - 232 4.4

Yok 193 3.5

Var 39 8.9

I Darendeliler E ve ark. (69)’dan modifiye edildi.]

2.4. Genetik Etkenler

Son yillarda gergekiestirilen molekiiler genetik ve gen analizi ¢caligmalan kanserin
genlerin hastali1 oldugunu gostermistir. Ister sporadik kanserler isterse ailesel kanserler
olsun bu kural degigsmemektedir. Ancak sporadik kanserlerin meydana gelmesi igin
sonradan olugacak iki mutasyon gerekli iken ailesel kanserlerin olugumu i¢in tek mutasyon
yeterlidir. Ciinkii bu tiir kanserlerde ilk germline mutasyonu yumurta yada sperm hiicre-
sinde meydana gelmigtir. Daha sonra aym gen bolgesinde ikinci bir mutasyonun meydana
gelmesi ile birlikte (LOH : Loss of heterozigosity = Heterozigozitenin kaybr) kanserlesme
olay1 a¢iga ¢ikmaktadir. Giiniimiize kadar kanser olusumunun genetik mekanizmasim
aciklamaya yonelik olarak gerceklestirilen molekiler genetik ¢caligmalar tim kanserlerin
olusumunda G¢ gen simifinin etkili oldugunu, bu genlerde meydana gelen mutasyonlarn
kanserlesmenin esasim olugturdugunu gostermektedir. Bu genler sirastyla proto-onkogen-
lerin mutasyona ugramastyla agifa ¢ikan aktif kanser genleri onkogenler, timér supressor
genler ve DNA tamir genleridir. Meme kanserlerinin olugumunda da bu ii¢ gen simnifindaki
mutasyonlar etkili olmaktadr.

2.4.1. Onkogenler

Hemen tiim kanser tiirlerinde oldugu gibi meme kanserinde de birgok onkogende
degisiklikler bildirilmigtir. Ancak bunlann sadece bir boliimii bugiin igin klinik ya da
tiimér geligimi agisindan 6nem tagimaktadir.

Niikleer onkogenler ya dogrudan steroidleri etkileyerek, ya da MAP-kinaz,
JAK/STAT kinaz veya PLC-PKC sinyal yollar iizerinden gogalmay: uyarirlar. Mitojen
uyansina hedef olan birgok hiicrede bu sinyal yollarinin sonunda ¢-myc, c-fos, ¢- jun ve ¢c-
myb gibi protoonkogenlerin tiriinleri yer alir.
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c~-myc, c-fos ve c-jun protoonkogenlerinin proliferasyon ile iligkisi yaninda 6strojen
ve progesteron etkisiyle de uyarildiklan: gosterilmigtir (70). C-myc proteini Max ad:
verilen protein ile dimer kurarak gen ekspresyonunu etkilerken, c-fos ile c~jun proteinleri
de birbiriyle heterodimer olugturarak AP-1 transkripsiyon faktorii ile etkilegirler.

C-myc :

C-myec geni transkripsiyon faktorii olarak gérev yapan bir ¢ekirdek proteini kodlar.
Bu fosfoprotein hiicrenin gogalmasin, farkhlagmasini ve apaptozisin bazi agamalanm
kontrol eder (71). Farelerde yapilan ¢alismalarda c-myc degisikliklerinin meme kanseri
gelisiminde erken agsamada gergeklestigi gosterilmekle birlikte (72) insan tiimérlerinden
elde edilen bulgular bu kadar kesin degildir.

Meme kanserinde en sik goriilen degisiklerden biri c-myc genindeki
amplifikasyondur. Ancak c-myc proteininin yan émriiniin gok kisa olmasi, hastalarin
yaklagik ti¢te birinde gézlenen bu degigikligin izlenmesini gliglestirir. Buna ragmen gok
sayida galigmada c-myc amplifikasyonunun kétii prognoz ile iligkili oldugu gésterilmigtir
(73, 74).

Ras:

Ras geninde aktivasyon fare meme tiimorlerinde oldukga sik goriilen bir
degisikliktir. Buna kargihk insan meme timorlerinde ras geninin rolii belirsizdir. Meme
tiimérlerinde ras mutasyonu ender goriiliir (75) ancak H-ras geninde allel kaybimin meme
kanserinde agressiv seyir ile iligkili oldugu bildirilmigtir (76).

Src:

Endojen src proteini ile fosforillenmis EGFR arasindaki iligki bu etkilesimin meme
epitelinin malign transformasyonunda Snemli rol oynadiim diigtindirmektedir (77).
Meme timorleri ile yapilan bir ¢aligmada incelenen tiim tiimor érneklerinde protein tirozin
kinaz aktivitesi yiiksek bulunmusg ve bu aktivitenin biiyiik 6l¢iide src proteininden
kaynaklandif anlagilmugtir (78). Meme tiimorlerinde sitozolde saptanan tirozin kinaz
aktivitesinin malignite ile orantili olmasi ve src proteinine karg: gelistirilen antikorlarin bu
aktiviteyi engellemesi src’nin meme kanserinde 6nemli roliine isaret eder (79).

Siklinler :

Siklinler meme kanseri olusumunda 6nemlidir. Bunlar arasinda siklin D1 daha da
onemli bir role sahiptir. Bu protein kromozom 11q13’de lokalize olan PRAD1 geni
tarafindan kodlanir (80). Siklin D1, CDK 4 ile birlestikten sonra retinoblastoma proteini
Rb yi fosforifleyerek hiicre siklusunun Gl fazinda ilerlemesini saglar (81). Siklin D1
genini tagimayan transgenik farelerde gebelik sirasinda normal over hormon diizeylerine
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ragmen meme epitel hiicrelerinde gogalma olmamast bu genin meme dokusu agisindan
Onemine igaret etmektedir (82). Mitojen sinyallerin etkisiyle CDK 4 ve CDK 6 y1
aktiflestiren D grubu siklinler (Siklin D1, D2 ve D3) hiicre siklusunda merkezi géreviler
tistlenmigtir. Bunlarin ekspresyonunda ortaya ¢ikan bozukluklar hiicrenin mitojenik
sinyallere bagimliligim ortadan kaldirarak onkogenik transformasyonda rol oynarlar (83).

Siklin D1’in agin ekpresyonu kanserde gézlenen erken degisikliklerden biridir.
Kanserde Siklin D1 degisiklikleri olgularin %15-20’sinde gen amplifikasyonu, % 50 den
fazlasinda ise mRINA ve protein agirt ekspresyonu (over expression) seklinde goriliir (84-
87). Bu gozlemler Sikline bagh degigikliklerin molekiiler agidan farkh diizeylerde ortaya
cikabildigini g6stermektedir.

Gen ekspresyonunda bu yolla gergeklesen bozuklugun meme kanseri patogenezinde
Snemli rol oynadig: kabul edilir (88). Meme kaaserinde Siklin D1 agiri ekspresyonu sik
gozlenir (87, 89). Selim lezyonlarda % 18 oramnda goriilmesine karsilik, Siklin D1’in
amplifikasyonu meme kanserinde oldukgca sik (% 76-83 oranlarinda) gorilisr (90).

2.4.2, Bilyiime Falktorleri

Hiicrede kansere yol agan degisimlerin bitytime faktorii sentezinde arti§ ya da
biiytimeyi inhibe edici faktorlerin sayisinda azalmaya bagh oldugu ileri siiriilmiistiir. Bir
bagka gorig de hiicrede birytime faktorii uyarisina cevap veren mekanizmalarda ortaya
¢ikan degisikliklerdir. Bu hipotezlerin dogrulugunu aragtirmak icin neoplastik hiicrede
¢ogalmay: uyaran sinyal yollaninin bilinmesi gerekir. Epitel hiicrelerinin kilttirde
-gogaltilmasindaki giiglitkkler bu konuda bilgi edinilmesini geciktirmigtir. Bugiin ise meme
epitel hiicreleri in vitro olarak ¢ogaltilabilmekle birlikte daha gok bazal epitelyal stem
hiicresi niteligi tagtyan bu hiicrelerin sergiledikleri 6zelliklerin insandakilerin aym olup
olmadigi tam olarak bilinmemektedir.

Epidermal biiyiime faktorii (EGF) :

Epidermal biiyiime faktorii meme epitelinin geligmesi, meme hiicresinin ¢ogalmasi
ve farkhlagmast agisindan 6nem tagtyan bir molekiildiir. Faktér membran {izerinde yer
alan reseptoriine baglanarak etkisini gosterir.

TGF:
Transforme edici bityiime faktorleri (TGF) iki grupta toplamr. Molekil agirhiklan 6
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- 44 kd arasinda degisen ve genelde hiicre gogalmasim uyaran molekiillerden olusan TGF-
o ailesi tirozin kinaz aktivitesine sahip reseptérler ile etkilegir . TGF-a ve bu grupta yer
alan diger molekiillerin (EGF, VGF, amfiregulin) ¢ogu tek zincirli, ig disilfit bad: iceren
benzer bir yapiya sahiptir. TGF-B ailesi ise birbirine ¢ok benzeyen ii¢ gen ailesini kapsar.
Bu ailenin tiriinlerinin TGF-B reseptorleri ile etkilesimi sonucunda meme kanseri agisindan
Gnem tagtyan birgok hiicresel iglevi etkileyebilen ti¢ degisik molekiil ortaya ¢ikar.

TGF-B ailesi gerek yapisal, gerekse islevsel agidan EGF ve FGF ailelerinden
farkhidir. TGF-$ ailesinin ekspresyonu hem o6strojen hem de progesteron etkisiyle
baskilamr (91). Meme hiicresinin malign transformasyonu sirasinda TGF-B sentezinin de
arttify goriiliir. Bu artig immun supresyon’un yamnda angiogenezi hizlandirir ve hastalifa
Ozgii fibroz desmoplastik stromamn gelisimine olanak saglar. TGF-o sinyal yolu normal
meme hiicrelerinde ¢ogalmay: baskilayic: rol oynadigh halde kanserlesme sirasinda tiimor-
konak iligkisinin degigik bicimde siirmesine imkan verir (92).

Diger biiyiime faktorleri:

Meme kanseri ile iligkili en az dort bityiime faktorii ailesi daha vardir: IGF-I ve
IGF-II, PDGF ve FGF ler. Bu gruplann hepsinin tirozin kinaz 6zelli§ine sahip birer

reseptorii bulunur,

2.4.3. Biiyiime Faktorii Reseptorleri

Meme kanseri agisindan 6nem tagtyan reseptorlerin bityiik cogunlugunu HER ya da
EGFR ailesi olarak bilinen reseptorler olusturur. Biyiime fakt6rii reseptorlerinin hepsi
hiicre diginda yer alan amino ucu, membran igi bélge ve sitoplasmik bolge olmak tGizere
temelde benzer yapiya sahiptir. Hiicre digindaki boliim; ikisi ligand baglayan, ikisi ise yon
tayin eden dort kisimdan olugur. Membran igi bélge ise eskiden sanildi®1 gibi aradaki
baglanttyr saglayan pasif bir uzant: degil, reseptorlerin birbiriyle temasmdan ve
dimerlesmeden sorumludur.

Biytime faktori reseptorlerinde aktivite artig Gi¢ gekilde gergeklesebilir:

1. Reseptorlerin yapisinda ve sayisinda bir degisiklik olmadig: halde ligand sayisinda ce-
sitli mekanizmalarla ortaya ¢ikan artis nedeniyle reseptor aktivitesi artar,
2. Reseptdr molekiilii normal yapisint korudugu halde transkripsiyon artist ve/veya gen
amplifikasyonu sonucunda fazla sayida eksprese olur,
3. Reseptér molekiili iizerinde gergeklesen mutasyonlar nedeniyle molekiil strekli aktif
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durumunu korur.

Meme kanseri ile iligkili biiytime faktorii reseptorlerinin hemen hepsi tirozin kinaz
aktivitesine sahiptir. Bu reseptorler arasinda HER ailesinin tiyeleri (HER 2-4), EGFR(Her-
1), FGFR 1-2, IGF-1R, PDGFR, vs yer almaktadir.

HER Ailesi:

HER gen ailesinde dort degisik protein yer alir. DiZer biiytime faktorii
reseptorlerinde oldugu gibi HER ailesindeki molekiiller de ligand tarafindan
uyarildiklarinda dimerler olugturarak bagka molekiilleri fosforile eder ve boylece belirli
sinyal yollarimin harekete gegmesini saglarlar (48). Bu sinyal yollar: hiicrede eksprese olan
reseptorlerin tipi ile sayisi yaminda ligandinda tiiriine ve sayisina baghdir. Tiim HER,
molekiilleri birbirleriyle kompleks kurabildiklerinden olugmas: miimkiin olan kompleks
sayist on tanedir. HER-1 (EGFR) ile HER-4 homodimerler olusturabildikleri halde genelde
heterodimer olusumu daha ¢ok gériiliir. Heterodimer olusumu yoluyla aktiflegme ozellikle
sinyal yolunun herekete gecmesi i¢in ii¢ bilegenin (kompleks kuran iki reseptér ve
bunlardan birini uyaran ligand) gerekli olmas: agisindan 6nem tagir. Reseptorlerden
armdirlmg hiicre sistemlerinde HER-2 veya HER-3’{in tek bagina ekspresyonu ¢ok
yiiksek ligand konsantrasyonlarinda dahi proliferasyon sinyallerine yol agmaz (90). Bu
durum HER-2 nin de kendi bagina degil, aym sinyal sistemi iginde gorev yapan iki molekiil
ile birlikte aktiflestigini ortaya koymaktadir.

HER reseptérleri ile etkilegen ligandlar benzer yapidadir. Bu ytizden gogu birden
fazla reseptore baglanabilirler. HER-2’pin yer aldig: komplekslerin aktivitesi genellikle
diger HER komplekslerine kiyasla daha yitksektir (50, 52). Ustelik bunlarin hepsi kendi
reseptorlerine baglandiklarinda HER-2 ile dimerler kurarak HER-2 yi aktiflestirebilir.

Kanserlerin gogunda HER-2 ye eslik eden ikinci reseptor HER-I dir. HER-
amplifikasyonu veya ekspresyon artig1 6strojen reseptori ile ters orantiidir. HER-]
ekspresyonu daha ¢ok invaziv duktal karsinomda gdzlenir ve 6zellikle nod negatif
hastalarda kétii prognoz ile iligkilidir (93).

HER-2 (c-erb B2) :

HER-2 insan solid tiimorlerinde ortak 6zellik olarak gézlenen ve sonuglart bilinen
" molekiiler anormalliklerin prototipidir.” Bu gendeki degisikliklerin bilinen kotli prognostik
ozellikler ile iligkisi ve bu molekiiler degisiklige karst hedefe yonelik tedavi geligtirilme
olanad genin yeni bir tedavi hedefi olarak 6nemini vurgulamaktadir.

Insan meme kanserinde klinik 6nemi kesin olarak bilinen HER-2 baglangicta sigan
noroblastomlarinda neu adiyla tanmmlanmgtir. Genin hiicresel homologu ise sigan ve insan
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cDNA kiitiiphanelerinin kiyaslanmasi ile bulunmug (54) ve c-erb B2 veya HER-2 olarak
adlandirlmugtir (94). HER-2 geni EGFR ile bilyiik benzerlik tagtyan ve tirozin kinaz
aktivitesine sabip bir transmembran protein kodlar (95). Meme kanserli hastalarm {icte
birinde HER-2 amplifikasyonu veya asin1 ekspresyonu goriildiigi bildirilmis (56, 96),
bunun ardindan over kanserinde aym ozellikler saptanmugtir (97). HER-2 agin1 ekpresyonu
goriilen hastalarda erken niiks goriilmesi ve genel sagkalimin kisa olmas: yiiziinden bu
gende ekspresyon artigi k6t prognoz belirtisi olarak yorumlanir,

Epidermal bilyiime faktdrii reseptérii (EGFR) ¢

Epidermal biiyiime faktori reseptérii 170 kD molekil agihifinda, tirozin kinaz
aktivitesine sahip bir glikoprotein reseptérdir. EGFR ile tavuk eritroblastozis viriisiiniin
onkogeni olan v-erb B arasindaki benzerlik EGFR nin bu onkogenin hiicresel homologu
olduBuna igaret eder. Epidermal buytime faktorii reseptoriine baglandif zaman reseptor
hiicre igine almir ve fosforilasyon aktivitesi artar. EGFR agint ekspresyonunun
fibroblastlarda epidermal biiyiime faktoriinden bagimsiz transformasyon olugturabilmesi
reseptoriin transformasyonda 6nemli rol oynadifina igaret eder.

2.4.4. Tiimor Supressir Genler

Tiimor baskilayicr genler ilk olarak kanserli bir hiicreyi normal hiicreye
dontstiirebilecek genler olarak tammlanmigtir. Bu tammlamaya gore timér baskilayic
genler, ya kromozomal delesyonlarla kaybedilmig ya da daha kuigiik 6lgekli mutasyonlarla
(kugtk delesyonlar, kiigiik insertionlar veya nokta mutasyonlar) aktivitesini kaybetmis
genlerdir (98). Bir tiimor baskilayict genin inaktive olmast genin bir alelindeki (genin iki
kopyasindan biri) bir mutasyonla baglar. Tamamen inaktive olmasi igin diger alelin de
kaybolmas: gerekir (ikinci alelde mutasyon veya daha siklikla kromozom kaybi). Eger
kanser kalitimsal degilse, iki alleldeki iki mutasyon somatik olarak (somatik hiicrelerde ve
genellikle dogumdan sonra) olusur.

Ailesel olmayan kanserler, tiim kanserlerin bityiik bir ¢ogunlugunu olugturur
(>85%). Tum kanserlerin % 5-15’inin ise kalitimla yeni kugaklara gectigi disiinilmektedir
ve bu kanserler “ailesel kanser” olarak tanimlanmaktadir (99-101). Ailesel kanserlerde, bir
tiimor baskilayici genin inaktivasyonunun ilk basamagy, ailenin eski nesil bireylerinden
birinin tireme hiicrelerinde (sperm veya yumurta) meydana gelir. Bu mutasyon iireme
hiicresi vasitast ile sonraki nesillerin % 50’sine geger (eZer mutasyon yeni olugmugsa,
kanser kalitsal olur fakat klinik olarak ailesel olmaz). Kalitsal kanserlerde tiimér
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baskilayic1 gen inaktivasyonu dogmadan 6nce bagladig igin tek bir vurug (ikinci allelin
inaktivasyonu) tiimér baskilayici genin iglevini yok etmek igin yeterlidir. Aym hiicrede iki
allelin birden inaktive olmas: ihtimalinin bir allel den az olmasi kanser ailelerinde
bireylerin kanser riskinin fazla olmasim agiklar. Ama kanser olusumu i¢in birden gok
gende mutasyon olmasi gerektigi unutulmamahdir. Bir bagka deyisle, kalitimsal olarak
herhangi bir genin bir allelinin inaktive olmast kanser olugumu i¢in sadece kiigiik bir
adimdir ve bagka mutasyonlar da olmas: gerekmektedir (tiimér baskilayic: genin ikinci
allelinin de inaktive olmast, bagka tiimér baskilayici genlerin inaktivasyonu ve proto-
onkogenlerin aktivasyonu) (99-101).

Ilk tiimor baskilayic: genin (Rb1, Retinoblastoma) ortaya konmasindan bu giine
kadar yirmiye yakin tiimor baskilayici gen bulunmugtur. Tablo 4’de bilinen tiimér
baskilayic1 genler 6zetlenmistir (102). Tabloda’da goriildiigi gibi tiimor baskilayic: gen
mutasyonlar hem kalitsal hem de kalitsal olmayan kanserlerde goriilebilmektedir.
Onkogenler ise genellikle yalmzca kalitsal oimayan kanserlerde rol almaktadir (kalitsal
mutasyonu kansere yol agtig1 bilinen tek gen ret onkogenidir). Birgok tiimor baskilayic
gen, ailesel kanser bireylerinin genomik DNA’larimn aragtiriimastyla bulunmustur.
Bunlann birkag tanesinin (BRCA1, MLH1, MSH?2) su ana kadar sadece kalitsal
mutasyonlar sergiledigi goriilmiigtiir. Bu genlerin bityiik bir gogunlugu (p53, Rbl, APC,
BRCA2) iki tip kanserde de etkendir.

Meme kanserlerinin yaklagtk %5-10’u ailesel kokenlidir ve bu kanserlerin
olusumuna germ-line timor supressdr gen mutasyonlann yol agmaktadir. Bilindigi gibi

timor supressdr genler proto-onkogenlerin ve onkogenlerin aksine hiicre bilyiimesini ve
boliinmesini negatif yonde etkileyen genlerdir. Difer kanserlerde oldufu gibi meme
kanserlerinde de bu genlerde meydana gelen mutasyon ve delesyon olaylan meme
kanserinin olusumunu saglamaktadir. Bugiine kadar meme kanserleri ile gergeklestirilen
molekiiler genetik ve gen analizi ¢galigmalarn bu kanserlerin gelisiminde bagta BRCA1 ve
BRCAZ2 genleri olmak tizere p53, FHIT, PTEN, nm23, p16 (MTS1), Rbl, DCC, CHK2,
ATM, FOXP1 gibi timor supressor gen mutasyonlarinin rolii oldufunu gostermigtir (103-

108).
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Table~-4: Tiimor Baskilayic: Genler

Tiimér baskilayict genler Kromozomal  Neoplasm
lokus

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

p33 17p12-13.3 Beyin tiimdrleri, meme, kolon ve akciger karsinomasi,
osteosarkom

WT1 11p13 Wilm’s tiim6rii

DCC 18g21 Kolon karsinomasi

NF-1 17q11.2 Nérofibromatozis tip I, néroblastoma, glioma

NF-2 22q12 Nérofibromatozis tip II

APC ve MCC 5q21-22 Kolon karsinomas:

MEN-1 11q13 Paratiroid, pankreas, tiikriik bezi ve adrenal korteks
timérleri

MEN-2 10gl11 Papiller tiroid karsinoma

BRCA1 17921 Meme ve ovaryum kanseri

BRCA2 13q12-13 Meme ve ovaryum kanseri

FHIT 3pi4.2 Akciger, kolon, meme, pankreas kanseri

RCC 3pl4.2 Babrek tiimorleri

P73 1p36 Beyin tiimérleri

PTEN 10g23 Glioblastoma, endometrium, prostat, melanoma, renal
kanserler

VHL 3p25-26 Von Hippel Lindau Sendromu
[Kurzrock M, (102)’den modifiye edildi.] '

BRCA 1 ve BRCA 2 Genleri:

Meme kanserli hastalarin % 5- 10 unun anne veya kizkardeglerinde, % 10-20
kadannin da birinci ya da ikinci derece akrabalarinda meme kanseri goriiliir (109). Soz
konusu bireylerin sayis1 ve akrabalik derecesi risk agisindan 6nem tagir. Kansere
yakalanan aile bireyi ne kadar gengse diger aile tiyeleri i¢in risk o kadar yiiksektir. Cok
sayida kadin aile Giyesi bulunan ailelerde hasta kadin sayisimn saglikli kadinlarin sayisina
oram risk agisindan daha gok 6nem tagirken az kadin bulunan ailelerde kalitsal
predispozisyonu saptamak gii¢ olabilir. Bu gruptaki meme kanserleri otozomal dominant
kalitim 6zelligi gosterir.

Otozomal dominant kalitima igaret eden belirtiler sunlardir:

1. Kansere yatkinh@in vertikal gecig géstermesi,
2. Kanser riski anne ya da babadan egit olasilikla gecebilir. Kusurlu geni tagtyan erkeklerin
ancak bir boliimiinde meme kanseri geligtifi halde gendeki kusur sonraki kusaga babadan
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da gegebilir.

3. Her kugakta kusurlu geni tagima riski % 50°dir. Ebeveynlerden birinde predispozisyon
varsa her ¢ocuk i¢in aymi kusuru tagima riski % 50°dir.

4. Kalitsal 6zellik gosteren kanserler genellikle daha erken yagta ortaya gikar.

BRCA genlerinin yapisi oldukga karmagiktir. 24 eksonu bulunan 10 bin bp’lik
BRCALI1 geni, 1863 amino asitten olugan bir proteini kodlar. BRCA2 geni ise 11.385
bp’lik, 27 eksondan olugan ve 3418 amino asitten meydana gelen bir proteini kodlar. Her
iki genin de 11. ekzonu (BRCAI geninde 3.4 kb, BRCA 2 geninde ise 5 kb) olduk¢a
buyiktiir.

BRCA geninde mutasyon bulunan kadmlarda 50 yagina kadar kanser gelisme riski
% 50, hayat boyunca kansere yakalanma riski de % 80-85 dir (110). Mutasyon
tagtyicilarda aym zamanda over kanseri riski de % 40 dolayinda gézlenir. BRCA1
mutasyonu tagtyan erkeklerde prostat kanseri riski 3 kat, BRCA 2 mutasyonu tagiyanlarda
ise 3 - 7 kat daha yuksektir (111). Mutasyonlar ayrica her iki cinste de kolon (BRCA1) ve
pankreas (BRCAZ2) kanseri riskinde 3 - 4 kat artiga neden olur (112).

BRCA1 ve BRCA2 genleri birgok dokuda ve hiicre tiiriinde ekspresse olur. Bu
durum meme ve over kanserinde nedenin dokuya 6zgii ekspresyon olmadigint
gostermektedir. BRCAL1 ile transfekte edilen hiicrelerde iki grup gende degisiklikler ortaya
¢ikar. Bunlar hiicre siklusunu kontrol eden ve DNA hasanna kars1 hiicreyi koruyan
genlerdir. Bu nedenle BRCA proteininin homolog rekombinasyon ve transkripsiyonun
regiilasyonunda da gorev alan, DNA hasar gordiigiinde aktiflesen ve DNA onariminda rol
oynayan bir protein oldugu digiiniilmektedir. BRCALI proteini bulunmayan fare hiicreleri-
nin oksidatif hiicre hasarini (113), BRCA2 proteininden yoksun hiicrelerin ise radyasyona
bagh hiicre hasarim (114) onarmakta yetersiz kaldiklan gosterilmigtir. Iki protein de
homolog kromozom rekombinasyonu ve ¢ift sarmal kiriklarimin onarimindan sorumlu
RAD 51 proteini ile etkilegirler (115, 116). BRCAZ2’nin asetiltransferaz aktivitesine sahip
olmas: da DNA onarm ile transkripsiyondaki roliinii desteklemektedir (117). Bu bulgular
BRCA genlerinde mutasyon bulunan kigilerde kanser gorillmesinin onarim
bozukluklarindan kaynaklandigim digiindiirmektedir. Ancak, mutasyon tagtyicilar
genellikle heterozigot olduklarindan kanser olugumu genin normal kopyasimn da somatik
bir mutasyonla iglevini kaybetmesinden sonra ortaya ¢ikabilmektedir. BRCA2 geninde
kusur bulunan hiicre soylaninin ¢ift sarmal kiniklan olugturan kemoterapotik ajanlara karst
ozellikle duyarl olduklan gosterilmigtir (114). Bu bulgular, yalniz BRCA2 nin timor
olugturma mekanizmas: agisindan degil, bu gende mutasyon tagiyan hastalarda tedavi
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seciminde genotipe yonelik yeni yaklagimlara olanak saglamasi agisindan da 6nem tagir.

Eldeki bulgular bu iki genin p53 gibi "genom bekgiligi" (gene keeper) gorevini
iistlendiklerini gostermektedir (118). P53 mutasyonlarimn BRCAl’e bagh kanserlerde
oldukga sik, BRCA2’ye bagh kanserlerde ise sik gorildiigi dikkat gekmektedir (119).
BRCA mutasyonu tagtyan bireylerde saptanan p53 mutasyonlan sporadik kanserlerde
gorilenden farklidir. Bu bulgular BRCA genlerinin bir tiir "mutator” fenotip olusturdu-
gunu disiindiirmektedir.

DNA da iyonizan radyasyon sonucu hasar olugtugunda ATM proteini ile bir tirozin
kinaz molekiilii olan ATR, BRCAL1 in belirli bolgelerini fosforile ederler. ATM aym
zamanda Ctlp yi de fosforilleyerek BRCA1 den ayriimasim ve GADDA4S in
aktiflestirmesini saglar (120, 121). ATR’nin aktivitesi ise bundan bagimsizdir ve UV
wginlar ya da hidroksiiire etkisiyle de ortaya ¢tkar. Bu gozlem ATR ile ATM etkisiyle
gorilen BRCA aktivasyonunun farkl: tiirden DNA hasarlanna karg1 ortaya ¢iktig
hipotezini desteklemektedir (122). BRCA sinyal yolunun en 6nemli hedefleri arasinda
DNA hasarina bagh olarak aktiflegen GADD4S5 geni yer alir. BRCAI aktiflestifinde
GADDA4S gen ailesinde yer alan c-jun N-terminal kinaz/stres ile aktiflegen protein kinaz
(TNKISAPK) sinyal yolunu aktifl estirerek apoptozisi baglatir (123). GADDA4S akti-
vasyonu ile JINK/SAPK a bagl apoptozisin p53°ten bagimsiz olarak gergeklestiZi
gosterilmigtir (124).

S fazinda proteinin niikleer bolgede ¢ift sarmal kiriklarimn onanmindan sorumiu
RADS]1 proteini ile birlikte bulundugu gézlenir (115). Rad 51 ile BRCA2 arasinda
dogrudan etkilegim saptandig: halde Rad51-BRCAL1 etkilegiminin daha dolayh oldugu ve
BRCA?2 tarafindan baglatildif diiginiilmektedir (125). BRCAY’in retinoblastom proteinini
defosforile ederek aktiflestirdigi ve bdylece EF2 ye baglanmasim saglayarak S fazina girigi
engelledigi ve bu iglemin cdk2 aktivitesinin inhibisyonu ile yakindan iligkili oldugu da ileri
siirtilmiistir (126). BRCA1’e 6zgii bir gorev de transkripsiyonun regiilasyonudur.
BRCALI p53 ile in vivo ve in vitro kogullarda etkilesir (127). BRCA1 p21 WAF1/CIP1
proteinini, box promoterlerini ve transkripsiyonunu uyanr (128). Timorlerden elde edilen
ve transaktivasyon yetenegine sahip olmayan mutant BRCA1 proteini ise p53°e bagh
transkripsiyonu baglatamaz. P53 ile etkilesim bolgesini koruyan, ama bagka kisimlan eksik
BRCALI proteininin p53’e bagiml transkripsiyonu baskiladig: gosterilmigtir (123). Bu
yiizden BRCAL1 in transkripsiyonel regiilasyonu ve kromozom bitiinligiinii koruyan bir
genomik stabilite denetleyicisi oldugu kabul edilir.

BRCA genlerinin biokimyasal iglevine yonelik aragtirmalar da iki genin de
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transkripsiyonu uyardigim ve hedeflerden birinin de G1/S fazinda hiicre ¢ogalmasini etkili
bir gekilde durduran p2 1-sikline bafimh kinaz inhibitérii oldugunu gostermektedir (128,
129). Iki genin transkripsiyonu da Gl fazinin geg asamasinda baglar ve S fazi boyunca
strer. Bu gozlem BRCA proteininin DNA sentezinde de rol oynadigim desteklemektedir
(130, 131). BRCA1 ve BRCA2 nin genomik stabilitenin korunmasi agisindan énem
tagiyan rekombinasyonun denetiminde de rol oynadigina iligkin bulgular bildirilmigtir
(115, 132).

Yeni bulgular BRCA1’in transkripsiyonun kontroliinde de gérev aldifina isaret
etmektedir. Proteinin C ucu RNA polimeraz II nin hRPB2 ve hRPB10’a altbirimleri, RNA
helikaz A ile N ucu ise p53, c-myc, STAT 1, ERa, siklik AMP ye bagh transkipsiyon
faktorii-1 (ATFI) ve KRAB-bolgesi proteini ZBRK ile etkilegir (120-122, 133-135).
BRCALI gen ekspresyonunda énemli gorev iistlenen SW1/SNF kromatin kompleksi ile de
etkilesir (136). Bu kompleks DNA nin organizasyonunu denetler ve transkripsiyonu
diizenler. BRCA bir yandan bu yolla RNA polimeraz holoenzimin aktivatérii olarak p21
ve GADD4S5 gibi genlerin ekspresyonunu degistirirken difer yandan da (Rb, CtIP/CtBP ve
histon deasetilazlar gibi) transkripsiyon reseptorlerine baglanarak duruma gore transkrip-
siyonun pozitif veya negatif modilatérii gibi davramr. BRCA tarafindan aktivitesi
baskilanan genler arasinda Bax, TIMP-1 ve TIMP-2 ve Topo Ila gibi genler bulunur.
BRCA 1 in PCNA, RhoA, IGF-ye baglanan protein 4 ve Katenin ekspresyonunu arttirdig
da gosterilmigtir (124, 126).

Bugiine kadar; BRCA1 geninde 650’den, BRCAZ2 geninde ise 500’ den fazla sayida
mutasyon tammlanmugtir. Bu mutasyonlarn biiyiik béliimii iglevsiz proteinlerin
olusumuna neden olan "frameshift" mutasyonlaridir. Bu mutasyonlarin cogu transkrip-
siyonun ve dolayistyla ortaya ¢ikan proteinin erken sonlanmasiyla sonuglamr. Normal
kosullarda 800 kigide bir kisinin BRCA geninde mutasyon tasidigi kabul edilir. Baz:
durumlarda aym mutasyon bir toplumda birbirinden bagimsiz goriinen gok sayida ailede
ortaya gikar. So6z konusu mutasyon; taranan toplumun kiigiik ve izole olmasi, ortak bir
topluluktan kaynaklanmast gibi nedenlerden dolayr siklikla goriilmektedir. Iste bu tip
mutasyonlar, "founder" mutasyonlar olarak tanmmlanmaktadir. Kokleri Orta ve Dogu
Avrupa’dan gelen Ashkenazi musevilerinde goriilen BRCA1 (185delAG ve 5382insC) ve
BRCA2 (6174delT) mutasyonlari, ya da Izlanda (BRCA2: 995de15) ve Hollanda'da
(BRCALI: 2804delAA) gozlenen mutasyonlar bu tiir "founder" mutasyonlara Srnektir.

Bir topluma 6zgii "founder” mutasyonlarn bilinmesi o toplumda meme kanseri
riskinin degerlendirilmesi ve ailelerinde meme kanseri bulunan bireylere genetik danigma
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verilmesi agisindan 6nem tagir. Mutasyon tagtyan bireyler arasinda kag kigide kanser
gortilecegi penetrans olarak degerlendirilir. BRCA genlerine bagh meme kanseri
penetranst % 36 -85 arasinda degigir. 20 yagina kadar penetrans sifir kabul edilir.
Mutasyon tagtyan erkeklerde bazi kanser tiirlerinin gériilme riski artarsa da bunlar genelde
50 yagindan 6nce meydana gelmez.

BRCA genlerinin meme kanseri riskini bu kadar arttirdigt g6z6niine alindidinda bu
genlerin kalitsal olmayan meme kanseri ile iligkisi oldugu da diigiiniilebilir. Ancak,
sporadik meme kanserinde bu mutasyonlarin bulunmadig: veya son derece az gorildiigi
bildirilmigtir (137, 138).

BRCA genlerindeki mutasyonlarin varligi meme kanseri riskini arttirmaktadir.
BRCA genlerinin DNA onarimu ve genom biitiinliigii agisindan énem tagtyan gérevleri go-
zoniine alindifinda akla gelen sorulardan biri de bu genlerdeki kusurlara bagh olarak neden
sadece meme kanserinin ortaya giktifidir. Bu konudaki degisik agiklamalardan birine
gore, bu olayda Ostrojenlerin hem hormonal, hem de kanserojen etkileri s6z konusudur
(137). Diger bir goriis ise, BRCA proteininin mutasyon nedeniyle iglevini kaybederek
piiberte ve gebelik sirasindaki agirt hormon uyarilarma kargt koruyucu gérevini yerine
getirememesidir. Bu durum, genlerin iglevinin bozulmas: hiperplastik bir durum
olugmasina neden olur ve p53 gibi daha bagka genlerde de genetik kusurlarin birikmesini
kolaylastirarak kanserin ortaya gikmasina olanak verir (139). Bu donemden sonra ger-
¢eklesen somatik BRCA1 mutasyonlar ise aym etkiyi gostermez ve bu nedenle sporadik
timor gelisimi agisindan 6nem tagimaz (140). Benzer sekilde BRCA2 mutasyonlanmnin
erkek meme kanseri ve bir 6lgiide prostat kanseri gelisimi agisindan 6nem tagimasmin da
BRCA2 proteininin erkeklerde etkili olan bagka endokrin faktorler ile etkilegimini
yansitti ileri stirtilmiigtiir.

BRCA1 mutasyonu bulunan tiimérlerde ER ve PR negatif olgulara rastlanma sikh:
kalitsal olmayan kanserlerdekine kiyasla daha yiiksektir (141, 142). Buna kargiik BRCA2
mutasyonu bulunan tiimérlerin ¢ogunda iki reseptor de pozitif bulunur (143). Daha
agressif histopatolojik ozellikler gsteren BRCA1 tiimérlerinde steroid reseptor yoklugu
normal goriintirken genelde disiik derecede, farklilagma gosteren BRCA2 tiimérlerinde re-
septorlerin pozitif bulunmas: sasrticidir,

BRCAL ile iligkili kanserler daha ¢ok invaziv duktal, yitksek grade’li (ileri evreli),
daha yiiksek mitotik aktivite, aneuploidi, daha fazla niikkleer polimorfizm ve yiiksek oranda
lenfosit infiltrasyonu gosteren tiimorlerdir (123, 144). BRCA1’den kaynaklanan
tiimoérlerde daha gok medullar tip goriiliirken BRCA2 mutasyonu tagtyan tiimérlerde ise
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tubiiler yap: daha az goriiliir (145). Bu bulgular BRCA genlerine bagli kanserlerin spo-
radik tiimoérlerden daha farkl sinyal yollanm kullandiklarim diigindiirmektedir (146).

BRCA mutasyonu bulunan tiimérlerde sagkalim analizinin sonuglan hakkinda
geligkili bulgular bildirilmigtir. 1996 ile 1999 arasinda yapilan 31 ¢aligmamn altisinda
uzun sagkalm, besinde kisa sagkalim bildirilmig, geri kalanlarda ise fark bulunamamigtir
(147). Ancak, bu tiir galigmalann hepsinde yetersiz yonler bulunmaktadir. Zira
mutasyonlarin saptanmasi i¢in hastamin sag olmasi ve kanindan DNA elde edilebilmesi
gerekir. Bu yetersizligi gidermek i¢in 6ngoriilen yollar ya sagkalim analizine probandmn
katilmamasi, ya da hastalara ait saklanan tiimor materyalinde BRCA mutasyonlarinin
aragtinlmasidir. Ancak, bu ikinci yol da sadece tiim genin taranmasina gerek bulunmayan,
"founder" mutasyonlan bilinen toplumlar i¢in gegerlidir. Bu yaklagimlar denendiginde
mutasyon tagtyicilar ile genel populasyon arasinda sagkalim agisindan bir fark
bulunamamustir (148-150).

Gelecekte kanserden korunmak amaciyla riskli bireylere genetik test uygulanacak ise bu
testlerin beklenen koruyucu etkiyi saglayip saglamadif: da siirekli olarak izlenmelidir.
Ayrica, her birey igin riskin ve kazanilacak yasam siiresinin ayri ayn belirlenmesi,
uygulanan tarama ve korunma ydnteminin gegerlilifinin degerlendirilmesi, hastaligin
oOzelliklerinin ve prognozun ve hastamn yagam kalitesi ile psikolojik faktérlerin hesaba
katilmasi gerekir. Biitiin bu faktorler ve meveut olanaklar bireye gore degerlendirilip her
olgu igin ayn ayn karar verilmesi ve gerek karar, gerekse izleme agamasmda psikolojik
destek saglanmas: gereklidir.

Retinoblastoma (Rb) geni :

Rb geni tiimér supressor genlerin klasik drnegidir. Kromozom 13q14 tizerinde yer
alan gen 105 kD luk bir protein kodlar. Rb proteini fosforile olmadigi durumda bir
transkripsiyon faktorii olan E2F ile kompleks kurarak hiicre siklusunu Gl fazinda durdurur.

Meme kanserinde hem kromozom 13q bolgesinde, hem de Rb geninde degisiklikler

bildirilmigtir (151, 152). Bu degisiklikler genellikle ileri, andploid, izl gogalan
tiimérlerde gbzlendifinden Rb genindeki degigikliklerin baglangigta degil, tiimor
gelismesine paralel olarak genomda artan instabilite ile iligkili oldugu distiniilmektedir.
Bir ¢aligmada Rb degisikliklerinin aksilla tutulumu bulunmayan kig¢iik (< 2cm) timérlerde
gozlendigi bildirilirken daha genis bir hasta grubunda Rb geninde allel kaybinin aksilla
metastaz ile birlikte seyrettigi saptanmus, ancak her iki durumda da sagkalim ile Rb allel
kayb1 arasinda iligki bulunamamugtir (153, 154).

Ostradioliin Rb gen ekspresyonunu baskiladigm: gosteren ¢alismalarda, dstrojenin
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kritik timor supressor genlerin ekspresyonunu azaltarak bir tiir tiimér promoter etkisi
yaptig ileri strilmigtiir (155).

Buna kargihk Rb geninde mutasyon tagtyan meme kanseri hiicrelerine retroviral gen
transferi yoluyla normal Rb geni verildiginde hiicrelerin farelerde tiimor olugturma ve
kiiltiir ortaminda tutunmadan ¢ogalma yeteneklerinin ortadan kalkti$ gosterilmigtir (156).
Bugiin meme kanserlerinin % 20’sinin Rb genindeki degigiklikler ile iligkili olabilecegi
kabul edilmektedir (153).

P53 geni:

P53 geni ile meme kanseri arasindaki iligki Li-Fraumeni sendromlu hastalarda
gozlenen p53 mutasyonlan ile ortaya gikmistir. Bagta ekson 7 de gbzlenen mutasyonlarn,
daha sonra biitiin gen {izerinde bulundugu saptanmugtir (157). Kromozom 17 p de allel
kayb1 ve p53 mutasyonlari yaygin olarak bildirilmekle birlikte bu mutasyonlarin varhg ve
tiir: klinik agidan daha fazla bilgi vermektedir.

P53 mutasyonlan ile &strojen reseptorii yoklugu (158, 159), indiferansiye tiimorler,
yiiksek proliferasyon iz (160), EGFR varlig (161, 162) ve genel sagkalim ile arasinda
iliski yamnda nod pozitif ve nod negatif olgular arasinda mutasyonlarn farklilik gésterdigi
bildirilmigtir (163). Bu nedenle p53 tedavi segiminde de yol gosterici olabilir. P53
mutasyonu tagtyan nod pozitif olgularda adjuvan tamoksifen tedavisinin yararh olmadig
gosterilmigtir. Radyoterapi ve kemoterapiye cevap da p53’iin gosterdigi islev degisiklifine
ve buna bagh olarak DNA onarmmindaki roliinii ne élgiide gergeklestirebildigine bagh
olarak degigebilmektedir (164).

P53 ile meme kanseri arasindaki en énemli baglant: p53 genindeki degisikliklerden
kaynaklanan Li-Fraumeni sendromlu hastalarda erken yasta gézlenen meme kanseri
olgulandir. P53 geninde mutasyon tagiyan meme kanseri hiicre soylarina saglam p53
verildigi zaman hiicrelerin tiimor olusturma yeteneginin ortadan kalkmasi bu iligkiyi
dogrulamaktadir. P53 gen mutasyonlarinin meme kanseri ile iligkisi degigik toplumlarda
arastirilmig beyaz ve siyah irklar arasinda mutasyon tiri ve sikhigr agisindan fark
saptanmadi: halde mutasyon tagtyan siyahlarda sagkalimm 4-5 kat daha kisa oldugu
bildirilmigtir (165). P53 mutasyonlan ile kemoterapétiklere direng arasmda ilk bulgu
olarak proteinin DNA baglama bélgesinde gergeklegsen mutasyonlarin Doksorubisin’e
direng sagladif gosterilmigtir (163, 166).

PTEN geni:

PTEN geni 1023 bolgesinde lokalize olan, 403 aminoasitlik protein kodlayan bir
tiimor supresor genidir. Bu genin tiriiniiniin fosfataz aktivitesine sahip oldugu, tirazin
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kinaz aktivitesine karsi ¢aligtig: bilinmektedir. PTEN genindeki homozigot delesyonlarn
%6 oraninda meme, %60 oraninda bobrek ve prostat, %70 oramnda glial tiimérlerin
olusumunu sagladigs bilinmektedir (167).

FOX P1 geni:

2000 yihinda klonlanms olan (3p12.3-14.1) bolgesinde lokalize olan bir gendir. Bu
genin Uriiniiniin bir transkripsiyon fakt6riinii kodladig:, bu proteinin solid tiimérlerde
niikleer ekspresyonu azalttif1 belirlenmigtir. Bu genin meme, akciger, bag-boyun, bobrek
ve kolon kanserlerinde siklikla mutasyona ugradif gosterilmigtir (168).

FHIT Geni:

Malign hastaliklarda kromozomal anomalilerin 3. kromozomun kisa kolunda
lokalize oldugu goriilmiistiir. Bu nedenle bu bolge iizerinde yapilan galigmalarda, bu
bolgenin 3p14 kromozom bolgesine karsihk geldigi ve karsinojenlere hassas bir bir frajil
bolge (FRA3B) oldugu gosterilmigtir (169). Bu bolgede molekiiler diizeyde yapilan
gahigmalar sonucunda, 1996 yihinda Sozz ve arkadaglari (1)tarafindan 3p14.2 kromozom
bolgesinde FHIT geni klonlanmigtur (Sekil-2) (170).

Delesyoniar
Papilloma viriis entegrasyon bolgesi
1(3;8) translokasyonu

Sekil-2: FHIT geni 3p14.2 kromozom bdlgesinde lokalizedir.
[Yuri P ve ark.(170) dan alind1.]

Bu gen 2 Mb’lik genomik DNA’dan meydana gelir. 1,1 kb’lik transkripti 10 ekzon
tarafindan kodlanir (Sekil-3). 5-9. ekzonlar FHIT proteinini kodlar. FHIT mRNA’st
16.8kD’luk proteini gekillendiren 146 aa’lik zinciri kodlamaktadir. FHIT geni’ndeki
degisimler, genellikle 4-6. ekzonlarda goriilmektedir.
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Sekil-3: 1-2 Mb’hk FHIT geni 10 ekzondan olusmaktadar.

Insan genomunda en stk ekspresyonu goriilen frajil bdlge FRA3B dir. Frajil
bolgeler, insan genomunda yer alan delesyon, translokasyon, gen amplikasyonu ve yeniden
duizenlenmeleri igeren bolgelerdir. Bu yiizden FHIT geni’nin FRA3B’de belirlenmesi, en
¢ok indiiklenen yaygn frajil bolgeyi icermesinden dolay anlamhdir (171, 172). FHIT
geni’nin FRA3B frajil bolgesindeki varlifi gesitli gevresel karsinojenler tarafindan
indiiklenebilen bir gen olabilecegi ve bu genin frajilite ile iligkili olabilecegini
gostermektedir (173-175). Bu genin frajilite ile iligkili olabilecegine ilaveten, bu iliskinin
kanserde genetik yatkinhk ile de birlikteligi tartigdmaktadir (176, 177). Aphidicolin gibi
DNA sentez inhibitorleri ile FRA3B frajil bolgesinin indiiklenebilirligi konusundaki
gozlemler, populasyondaki frajilitenin farkh bireylerde farkh davrams sergileyerek
heterojenite gsterdigini ve bunun kansere genetik yatkinhk ve frajilite fikri arasinda
korelasyonu incelemek igin Snemli oldugunu vurgulamaktadir. Bu amagla yapilan
caligmalarda, FRA3B’ninde yer aldif1 frajil bolgelerin meme, akciger ve kolorektal
kanserlerinin de i¢inde bulundugu birgok kanser tipinde genetik yatkinlikla iligkili oldugu
gosterilmistir (176-180).

FHIT geni’nin proteini dimer geklindedir. Bu yiizden iki diniikleotid trifosfat
substratim baglayabilir ve boylelikle yiiksek fosforilize alana sahip olur (181). Bu enzim-
substrat kompleksi tumér supressér molekiil olabilir. Fakat effektorler veya birbirini
etkileyen proteinler hala bilinmemektedir (181).

FHIT geni diadenosine hidrolaz’t kodlar ve bu protein hiicrelerin biiylime yollaninin
kontroliinde rol oynar. Hiicre hatlarinda, tiimérigenez testlerinde ve nakavt farelerde
yapilan ¢alismalarda Fhit proteininin hiicre goalmasi ve apoptosis ile iligkili oldugu, bu
nedenle tumor supressor aktivitesi olabilecegi tartigilmugtir.

Meme kanserinin de iginde bulundugu cesitli kanser tiplerinde (meme, akciger, bag-
boyun, serviks, gastrointestinal, 6zafagus tiimorlerinde) FHIT geni’nde meydana gelen
degisiklikler oldukca yitksek orandadir (%20-80). Degisikliklerin gogunlugu delesyonlar,
DNA hipermetilasyonlan, anormal transkript, RNA ve protein diizeyinde indirgenme
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seklindedir (182). Bu bulgular insanlarda goriilen kanserlerde, FHIT geninin siklikla
degigime ugrayan bir gen oldugunu ifade etmektedir (8, 107, 173-175, 183-191).

FHIT gen lokusu bazi tiimérlerde kompleks alterasyonlar gosterir. Bu
alterasyonlar; iki allelin herbirinde bagimsiz ve protein sentezinin durmasina neden olan
farkh delesyonlar veya birbirini kismen kaplayan ayn delesyonlar ile homozigot delesyon
bolgeleri meydana getirir. Akciger kanserlerinde FHIT geni yaklagik %70 oraninda
inaktivedir (185, 186). Prekanseroz lezyonlarda FHIT gen ekspresyonu %85 azalmaktadir.
FHIT geni fonksiyonunun kaybi, akciger karsinogenezinde erken dénemde meydana gelir
(186). FHIT gen ekspresyonundaki degigimler, EGFR’nin regiilasyonunun bozulmasindan
ve p53 mutasyonlarindan 6nce meydana gelmektedir (186). FHIT geni inaktivasyonu
sigara kullanan hastalarda (%75), sigara kullanmayan hastalara (%39) oranla yaklagik iki
kat fazla olmaktadir(186, 187). Meme hastalaninda FHIT geni inaktivasyonu %20-75
oramndadir (107, 192-194). Campiglio ve ark (193) ve Gatalica Z ve ark. (194); meme
kanserinde FHIT geni’nin kaybinin akciger kanserine benzemeksizin, meme
karsinogenezinde hastalifin baglangi¢ evrelerinden ¢ok, ilerleyisi ile iligkili oldugunu
agiklammglardir.

Cogu kanser tipinde, FHIT geni’nin inaktivasyonunun mekanizmasi heniiz
aydmlatilamanmgtir (107, 186-193). Omegin; bobrek tiimdrlerinin gogunda FHIT proteini
kaybolur. Fakat DNA veya mRNA’daki delesyonlar ¢ok az galigmada agiklannmgtir (183-
189). Cahgmalardaki farkliliklar gendeki degisimlerin goguntugunun biyiik intronlarda
yer almasindan ve bu degisimleri kolayca belirlemenin miimkiin olmamasindan
kaynaklanmaktadir (169).

FHIT geni proteininin ekspresyonunun kaybi, FHIT geni promoterinde meydana
gelen metilasyonlar ile de iligkilidir. Metilasyon meme kanserinde %50’ nin iizerinde ve
kiictik hiicre dig1 akciger kanserli hastalarda ise % 40 civarindadir (194).

FHIT geni, brongial prekanser$z lezyonlann biiyiik kisminda inaktivedir. Bu tip
inaktivasyon kolon, serviks ve 6zafagus prekanseroz lezyonlarinda da tammlanmistir (8,
173, 196-198). Bu lezyonlarm olusumu, normal epitelial hiicrelerde karsinojenlere
maruziyetten hemen sonra meydana gelmektedir. Bu yiizden, FHIT geni inaktivasyonunun
erken donemde olustugu one siiriilmektedir (Sekil-4). Son yillarda yapilan ¢alhigmalardaki
veriler bu teoriyi desteklemektedir (173-175). Hem sigara hemde asbestos gibi
karsinojenlere maruziyet ve Cernobil nitkleer patlama sonrast gama ignlarina maruz kalan
temizlik iggilerinde goriilen akcier kanserlerinde FHIT gen inaktivasyonunda artig
belirlenmigtir (173-175).
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Sigara ve difer karsinojenlere maruziyet
_ l FHIT deki heterozigotinin kayb

Normal Epitel

Prekansertz
lezyon

p16, p53 veya diier lokuslardaki
alterasyonlar sonucu
Malign timér geligimi

Sekil-4: Karsinojenler ile indiiklenmis timérierde FHIT in inaktivasyonu
[Yuri P ve ark.(170)’den alind1.]

Birgok karsinojen DNA’da hasar meydana getirir ve allelik delesyonlar yolu ile
inaktivasyona neden olur. Hiicrelerde ilk olusan hasarin onanlabilmesi i¢in onanm ile
ilgili olan BRCA1, BRCA2 ve hMSH2 genlerinin yaminda (meme kanseri ile iligkili
olarak) FHIT geninin fonksiyonunun da ¢énemli olabilecegi ileri stirtilmiistiir (192, 199,
200). Kolorektal kanserli hastalarda FHIT in ve hMSH2’nin kay arasinda anlamls bir
iligki belirlenmigtir. Benzer iligki, meme kanserinde DNA onaniminda rolleri olan BRCA1
ve BRCA2 genlerindeki mutasyonlar ile FHIT geni arasmda iligkiyi kurmak konusunda
yardimct olmugtur. DNA onanm mekanizmasmda kusurlarn olugsmasinda FHIT geni
mutator etki gosterebilir. Bununla birlikte, bu konuda gahisan aragtincilar bu iliskinin daba
iyi agiklanmaya ihtiyact oldugunu vurgulamaktadiriar (192, 199, 200).

1997°de, Siproshvilli ve ark. (201), FHIT geni negatif tiimor hiicre hatlarinda
FHIT in yeniden ekspresyonunu, in vivo hiicrelerde timoér olusumunu baskilayarak
incelemiglerdir. Bu ¢alismada, bu hiicrelerde FHIT geninin iiriinleri degerlendirilmigtir.
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FHIT icermeyen kontrol hiicreler immiin sistemi baskilanmus farelere enjekte edilmis ve 3
hafta sonra, bu farelerde bityiik tiimorler geligmigtir. FHIT geni ekprese olan hiicrelerin
enjeksiyonu sonucunda ise timér gelisimi gézlenmemigtir (201). Daha sonraki yillarda
yapilan ¢aligmalarda, FHIT yeniden ekspresyonunun etkisini akcier kanser hiicre
hatlarinda galigmuglardir (202-204). Hiicrelerde FHIT geni’nin adenoviral
transdiiksiyonunun hiicre bityiimesini inhibe ettifi ve apoptozu arttirdif gosterilmigtir
(202, 203). Werner ve arkadaglan ise renal-hiicre karsinomal hticre hatlarinda yaptiklan
galigmada, ekzojen FHIT gen indiiksiyonunun ancak hiicre hatlanimin yanisinda supresyonu
sagladigim bildirmiglerdir (205). Dolaysiyla; kanser hiicre hatlaninda, hiicrelerin tamam
FHIT geni tarafindan baskilanmamaktadir. Ishii ve arkadaglan 6zefagusa ait kanser hiicre
hatlarinin %40°mda FHIT geni’nin tiimor supresyonunu sagladigim géstermiglerdir (206).
Hem adenoviral hemde “adenoassociated” viral vektorler kullandlarak FHIT negatif
pankreas kanser hiicre hatlarinda yapilan bir diger ¢aligma da ise, FHIT geninin yeniden
ekspresyonunun tiimor gelisiminin inhibisyonu’na ve apoptoza neden oldugu gosterilmistir
(207).

FHIT geninin iiriiniiniin fonksiyonunu tammlamak i¢in, genin regiilasyonunu
degistirerek hayvan modelleri gelistirilmigtir. Fong LY ve ark (208)’min geligtirdigi
modelde, Fhit proteini eksprese olmayan fareler tiretilmigtir. Kanser geligiminde FHIT
geninin roliinii tammiamak icin bu farelere ve normal farelere bir gastrik karsinojen olan
“N-nitrosamethyl-benzylamine” (NMBA) verilmis ve muameleden 10 hafta sonra Fhit(-)
olan farelerin tiimiinde, yabani tip farelerin ise %25’inde gastrik tiimor geligimi
gozlenmigtir. Zanesi N ve ark.(209)’mn gelistirdigi modelde ise yabani tip farelerde %8,
FHIT geni mutant farelerde %53 oraninda gastrik tiimor geligimi g6zlenmigtir.

FHIT geninin tiimor hiicre hatlan ve nakavt farelerde tiimor supressor fonksiyonu
agiklandiktan sonra, kanserde gen tedavi igin bu bulgular tizerinde ¢alistimaya baglanmgtir
(210). Fhit knockout farelere FHIT geni vektorler yardimuyla ekzojen olarak verildiginde,
timor geligiminin %50 oraninda azaldif: goriilmiigtir (211).

FHIT geni ile ilgili gen terapi galigmalan, malign hastaliklarda FHIT geninin
inaktivasyonu ve tiimor supressor fonksiyonu rekombinant vektorler kullamlarak
yapilmustir. Fakat en ciddi problem, hicbir gen tedavi stratejisi normal hiicreleri
etkilemeksizin sadece hedef hiicrelere giderek etkisini gostermesi miimkiin olmamaktadir.
Adenoviral FHIT vektorlerinin ¢ogu dokuda ekspresyon diizeyleri uygun olmakla birlikte,
giiclii immiin yanita neden olmaktadir. “Adenoassociated” FHIT vektorleri immiin yantt ile
ilgili problem yaratmamasma ragmen, bu viriis gastrointestinal sistem gibi simrh dokuda
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kullamlabilmektedir (211). FHIT geninin terapétik ajanlar yolu ile endoskopik kullanmmi
Ozefagus kanserli hastalarda problem olusturmamasina ragmen, bu ajanlarin uygun
dokulara verilme stratejileri geligtirilemediginden, akciger ve pankreas kanserli hastalara
verilmesinde ciddi problemler ile kargilagiimaktadir. Bu tip zorluklanin agilmasim takiben
gelecekte FHIT geni’nde terapi, kanser tedavisi ve kanserin énlenmesinde 6nemli ilerleme

saglayacaktir.

2.4.5. DNA Tamir Genleri’nin roli

DNA tamir genleri ilk olarak kolon kanserli hasta ve yakmlarinda mutasyonlars
belirlenen, kanserlesmeden sorumlu en son ve en yeni gen simfint olugturmaktadir. Son
yillarda bu konuda gergeklestirilen molekiiler genetik galigmalarda akciger, bag-boyun,
meme kanserleri ve glioblastomlarda da bu genlerin mutasyonlan belirlenmeye
basglanmugtir. Bu konuda en yeni bulgu 2000 yilinda meme kanserlerinde hMLLH1 geninde
germline mutasyonlarinn belirlenmis olmasidir (212).

DNA tamir genleri kanserlesmenin biyolojik mekanizmasinda ¢ok énemli yer
tutmaktadir. Ciinkii bu genlerde meydana gelen mutasyonlar kendileri ile simirh kalmayip
proto-onkogen ve tiimér supressor genlerdeki mutasyon sikliim arttirmaktadir. Bunun
sonucu genomda mutator bir fenotip meydana gelmekte ve zincirleme mutasyonlarla kiside
kansere karg1 genetik bir egilim dogmaktadir. Son yillarda gergeklestirilen molekiiler
genetik caligmalarda meme kanserinin olusumunda en 6nemli rolii oynayan BRCA1 ve
BRCAZ2 tiimér supressor genlerinin ayni zamanda DNA'min tamirinde de rol oynadi
gosterilmistir. Bu iki genden BRCA1’in BAP1 ad1 verilen DNA tamir geni ile iligkili
oldugu saptanmgtir. BAP1 gen’i 3p21.3 bélgesinde lokalize 2000 yilinda klonlanan bir
gendir ve bu genin {iriinii olan ubiquitin “carboxyl-terminal hydrolase” (UCH) BRCA1
proteinin “RING finger” bolgesine baglanmakta ve boylece tamir olayr gergeklesmektedir.
Aym gekilde BRCA2 genininde RAD 51 adi verilen DNA onanminda rol oynayan bir
genle etkilesim gosterdigi ve bu yolla DNA tamirinin gergeklestigi belirlenmigtir. BRCA
geni bulunmayan nakavt fare embriyolarindan elde edilen hiicrelerin DNA tamirini ger¢ek-
lestiremedikleri gibi 6zellikle BRCA2 geninden yoksun hiicrelerin radyasyona ve DNA
molekiiliinde ¢ift sarmal kiriklan olugturan kemoterapétik ajanlara kargt agin duyarh
olduklan gosterilmistir (213).
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2.4.6. Mikrosatellit Instabilitesi

Tek, iki veya Ui¢ nitkleotidden olusan yapilann genom iizerinde geligigiizel
tekrarlanmasindan olugan diziler ¢ok rastlanan ve son derece polimorfik degisik bir genetik
ozellik olugturur. Mikrosatellit ad: verilen bu dizilerin dagilimumn incelenmesinden gen
haritalamasi ve baglanti analizinde yararlanitlir. Bu dizilerin tekrar sayisinda degisiklikler
ile ortaya ¢ikan mikrosatellit instabilitesi ilk kez kolon tiimorlerinde gézlenmigtir (214).
HNPCC iizerinde yapilan ¢aligmalar mikrosatellit instabilitesinin DNA onarim genlerinde
ortaya ¢tkan kalitsal veya somatik mutasyonlardan kaynaklandigim g6stermigtir. Meme
kanserinde de gozlenen mikrosatellit instabilitesi bir ya da daha gok sayida lokusu
kapsayan ve HNPCC’dekine benzeyen ikili tekrarlar ile iiglis ve dortli niikleotidlerden
olusur (215, 216) ve genellikle kanserlesmenin erken asamasinda gergeklestigi kabul edilir
217).

2.4.7. Telomeraz Aktivitesi

Kromozomlarin ucunda bu bélgenin replikasyonunu ve dolayistyla genomun
devamliligin: saglayan ve bu bolgenin DNA iizerinde onarilmas: gereken bir kink
olmadigim belirleyen diziler (TTAGGG tekrarlan) bulunur. Telomer ad: verilen bu diziler
hiicre béliinmesi sirasinda giderek kisalir ve kritik bir uzunluga geldiginde hiicre gogalmasi
durur (218). Normal hiicrelerin gogunda telomeraz aktivitesi goriilmez. Bu nedenle her
hiicre boliinmesinde uglar giderek kisalir ve sonunda hiicre gogalamaz. Herhangi bir
sekilde bu denetimden kurtulan hiicrelerde kromozom uglarinda birlesmelerle seyreden bir
kriz durumu ortaya ¢ikar ve hiicre apoptozise gider. Hiicre krizde iken baz hiicrelerde
telomeraz ekspresyonu gézlenebilir, bu sayede yeniden gogalmayr siirdiirebilen hiicre
telomer kompleksi, TRF’ler ve bazi onarim proteinlerinin isbirligi ile olimsiizlik

Son yillarda telomerlerin yapisi ve iglevi hakkinda yeni bilgiler agia ¢ikmmgtir.
Telomerlerlerin 3' -ucunda guanin igeren uzantilar yer alir. Telomere baglanan TRF 1 ve
TREF 2 gibi proteinler bu bolgeyi niikleazlann etkisinden, rekombinasyondan ve uglarin
yeniden birlegsmesinden korur. Telomerlerin stabilitesi telomeraz ad: verilen enzimin
aktivitesindeki artis ile gergeklesir (219). Insanda bu enzim telomeraz ters transkriptaz
katalitik altbirimi (WTERT) ile, bunun kalip olarak kullandif: telomeraz RNA bileseninden
(hTR) olusan kompleks bir proteindir. Bu protein kromozomun ucuna ilgili dizileri
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ekleyerek stabilitesini korur (220). Telomeraz enzimi sadece germ hiicreleri ve somatik
kok hiicreleri gibi gogalan hiicrelerde eksprese edilir.

Insanda telomeraz aktivitesinin saptanmasina olanak veren bir yaklagim (TRAP
assay) geligtirildikten sonra kanser olgulaninda telomeraz aktivitesinin aragtiriimasi
mimkiin olmugtur. Bu dogrultuda yapilan ¢aligmalarda meme kanserlerinin %95’ inde
telomeraz aktivitesinin varlig saptanmustir (221-223). Aspirasyon biopsi érneklerinde
telomeraz aktivitesinin incelenmesinin dogru tam yiizdesini 6nemli 6lgiide arttirdiBy,
kanserli dokularda telomeraz aktivitesi % 92 oramnda pozitif bulunurken selim lezyonlarm
% 94 tinde aktivitenin negatif oldugu bildirilmigtir (224). Bir bagka aragtirmada da ifne
aspirasyon biopsisinde telomeraz aktivitesi saptanan 6rneklerin hepsinde cerrahi sonunda
karsinom tamst konuldugu bildirilmektedir (225). Caligmalar tiimériin histopatolojik 6zel-
likleri ile telomeraz aktivitesi arasinda dogrudan iligki bulundugunu géstermektedir (223).
Telomeraz aktivitesi ile tiimor boyutu, lenf tutulumu ve evre arasinda da anlamls iligki
bildirilmigtir (226). Lenfatik ve vaskiiler yayihm ile yiiksek telomeraz aktivitesi arasindaki
baginti, bu parametrenin prognostik énemine igaret etmekte (227), yiiksek telomeraz
aktivitesi ile kisa hastaliksiz sagkahm arasinda anlamh iligki bulunmasi bu gézlemi
dogrulamaktadir (228).

Bu nedenle meme kanseri tedavisinde bir bagka hedef de telomerazdir. Telomeraz
aktivitesini engellemek amaciyla ("antisense" oligoniikleotidler, ters transkriptaz
inhibitorleri, gibi) birgok inhibitor denenmektedir. Bunlar arasinda en gok kullanilan ters
transkriptaz inhibit6rii AZT nin (3'-azido-3'-deoksitimidin) meme kanseri hiicrelerinde
enzim aktivitesini ve hiicre goZalmasim durdurdugu gosterilmigtir (229, 230). Retinoik
asit ile tamoksifenin de telomeraz aktivitesini engelledigi bilinmektedir (231, 232).

Meme kanserli hastalarin serumunda tiimérden kaynaklanan telomeraz RNA’sinm
saptanmasi bu parametrenin tam ve izleme yoniinden de degerlendirilebilecegini
dusiindiirmektedir (233).

2.4.8. Yeni Yakiagimiar

DNA mikroarray teknolojisi, Insan Genom projesinden elde edilen veriler ile
birlikte degerlendirildiinde, eksprese olan tiim genlerin aktivitesini ve birbiri ile iligkisini
aynt anda gézlemek miimkiin olmaktadir. Bu sayede belirli molekiiler dzellikler gosteren
timérlerin ortak karakteristikleri ile evre ve grade, tedaviye cevap ve prognoz gibi klinik
faktorler arasindaki belirli profiller ortaya ¢ikacaktir. Bu konuda yapilan yeni bir
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¢aliymada meme kanserinde 8102 farkh genin tedaviden 6nce ve sonra ekspresyonu
incelenmis, tiimorlerde bugiin mevcut teknolojiler ile belirlenemeyen altgruplar
tammlanmugtir (234). Morfolojik agidan benzerlik gosteren tiimérlerin gen ekspresyon
profili agisindan gosterdikleri farklihiklar klinikte bityilkk 6nem tastyacaktir. Ciinkii timor
tipinin ve 6zelliklerinin dogru olarak belirlenmesi uygun tedavinin segilmesi ve miimkiin
olan en yiiksek terapotik etkinligin en diisiik toksisite ile saglanmasina olanak verecektir.

Genomlarnin dizisinin belirlenmesi ve gen ekspresyonuna iligkin yeni bilgiler
proteinlerin genig anlamda analizine de olanak vermektedir. Genlerin iglevine ait 6nemli
bilgiler saglayan bu yaklagima proteomiks ad: verilir. Genom analizi igin proteomiks son
derece 6nemlidir. Zira genoma 6zgii veri tabanindan genin iglevine ait bilgi edinmek her
zaman miimkiin olmamaktadir. Ozellikle bilinen bagka genler ile belirgin benzerlik
tagimayan kiigiik genler igin protein yapist genomdan yola ¢ikarak kolay bir gekilde
belirlenememekte, DNA dizisine bakarak proteinde sentez sonrasi gergeklesen modifi-
kasyonlar, isoformlar belirlenememektedir. Bu 6zellikler ancak proteomik yéntemlerle
saptanabilir.

Meme kanserinde proteomiks ¢aligmalan ii¢ alanda yogunlagmugtir. Proteinlerin
mikrokarakterizasyonu ve translasyon sonras: gergeklesen degisikliklerin tammlanmasi,
hastalikta ilgili protein diizeylerinin nasil degistigini saptamak i¢in bunlarin
kiyaslanmasina olanak veren "diferansiye! display” ve protein-protein etkilegiminin
incelenmesi. Proteomiks'in kanser alamindaki ilk uygulamalan biiyiik olasilikla erken tam
alaninda gergeklesecektir. Baghica amaglardan biri patolojik degisimin daha baglangig aga-
masinda kanserli hiicrede farklt ekspresyon gésteren protein profillerini belirleyen basit bir
diagnostik test geligtirilmesidir. Ancak, bunun igin uygulanan yontemlerin duyarhginin
gelistirilmesi gereklidir.

2.5. PZR (Polimeraz zincir reaksiyonu)
PZR reaksiyonunda iig temel basamak vardir ve gogaltilmis triingn miktary, teorik
olarak, bu ii¢ adimin tekrarlanma (dongi) sayisina baghdir.
1. Ik adimda, gogaltilacak DNA denatiire edilerek tek zincirli hale getirilir (90-95°C
de, yaklagik 5 dakika siireyle).
2. Sicaklik 50 ila 70°C arasinda bir degere digtiriiliir ve primerlerin tek zincirli hale
getirilmig DNA'ya baglanmas: saglanir. Bu primerler yapay oligoniikleotitlerdir (15-30
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niikleotit uzunlugunda) ve gogaltilacak DNA kismumn uglarindaki tamamlayici dizilere 6z-
giil olarak baglamr. Bu primerler, kalip DNA'nin sentezi i¢in, baslangi¢ noktast olarak
gorev yaparlar. Bizim caligmamizda kullandifimz primerler ve baglanma (annealing)
sicakliklar1 Tablo-4’de verilmigtir. Sekil-5’te ise primerlerin FHIT gen dizisi lizerinde
diizenlendikleri bolgeler gosterilmigtir.

3. DNA polimeraz tarafindan DNA sentezi 70 ila 75°C arasindaki sicakliklarda
gergeklesir. Polimeraz enzimi, niikleotitleri 3' OH ucuna ekleyerek 5'— 3' yéniinde
primerlerin uzamasim saglar ve hedef DNA'nn iki zincirli kopyasin olusturur.

Bu ii¢ basamaktan olugan bir reaksiyon seti ¢ift zincirli diriiniin tek zincirli hale
getirilmesi (denaturation), primerlerin baglanmas: (annealing) ve polimeraz enzimi ile
zincirin uzamasi {(extension) bir dongii olarak ifade edilir. PZR bir zincir reaksiyonudur,
¢linkii, yeni DNA zincirlerinin sayis1 her déngiide iki katina ¢ikar ve yeni zincirler bir
sonraki dongiide kalip goérevi goriirler. Bir dongii 4-5 dakika siirer ve pek ¢ok kez tekrar
edilir. Yirmibeg-otuz déngii sonunda, DNA miktarinda yaklagik 1.000.000 kez artma olur.
Islem, “thermocycler” (ist dongiiciisii) denilen makinelerde, 6nceden dongii sayisi ve si-
cakliklan belirlenen programlarla, otomatik olarak gergeklestirilir. Bu yontem ile;
klonlama, dizi analizi, klinik tani ve genetik taramalar gibi diger iglemlerde kullanmak
tizere bol miktarlarda hedef DNA fragmentleri elde edilir.

2.6. SSCP

Bir baz degisiminin neden oldugu mutasyonlar bu yontemle taranabilir. Tek zincirli
DNA pargacig: baz1 kosullarda niikleotit dizisine bagl olarak belirli bir konformasyon alir.
Farkh konformasyondaki pargaciklar elektroforezde farkh hareket eder. Bir baz degisimi
DNA'mn konformasyonunu, dolaysiyle elektroforezdeki hareketini degistirir. Yontem
hizh ve basittir. DNA diz analizi yapmadan 6nce potansiyel baz degisikligi saptanabilir
(235).

2.7. HDA

HDA, jel matriksinde heterodubleks DNA molekiillerinin homodubleks yapidaki
DNA molekiillerinden daha farkh go¢ etmesine dayanmaktadir. Yontem DNA 6rneklerinin
yiiksek sicakhkta denatiire edildikten hemen sonra renatiire edilmesi ile
gergeklestirilmektedir. Renatiirasyon esnasmda mutant DNA ipligi ile yabani DNA
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ipliklerinin hibridize olmasi ile mutasyon noktasinda yanls eglesme yapmug bir baz gifti
bulunur, bu da heterodubleks DNA’lann olusmas: anlamima gelir. HDA’nin, 300 baz ¢iftlik
veya daha kiigiik bir DNA fragmaninda %90-95 oraninda giivenilirlii mevcuttur (236).

2.8, Giimiis Boyama

Ik kez 1991 yilinda Ainsworth ve ark. (237) tarafindan kullanilmis olan bu yontem
giimiigiin formaldehit ve sodyum karbonat varlginda indirgenerek kahverengi renk
vermesi prensibine dayanmaktadir. Bu yontem ile 1 mm?*de 1-10 pg DNA’min varlig1 dahi
giimiig boyama ile bantlar geklinde gosterilebilmektedir (238, 239). Giimiis boyama
yontemi radyoaktif olmayan, ekonomik, duyarl ve diigiik miktardaki DNA’lan bile
belirlemeye yarayan bir yéntem oldugu i¢in tercih edilmistir. Boyama reaksiyonu yedi
basamaktan olugan bir protokolle gergeklestirilir (237).

2.9. DNA Dizi Analizi

1970'lerde daha etkin ve dogrudan niikleotit dizi analizine yonelik yontemler
gelistirilmeye baglanmmgtir. Allan Maxam ve Walter Gilbert'in (240) kimyasal yontemi
DNA'nin belirli bazlardan kirilmasina dayanmaktadir. Fred Sanger ve ark.’min (241)
gelistirdigi ikinci yontemde ise belirli bir bazda sonlanan bir DNA zinciri sentezi
gergeklestirilmektedir. Her iki yontemde de dizisi saptanacak DNA'ya dort ayn reaksiyon
uygulanmaktadir (her baz igin bir tane). Bu dort reaksiyonun irnleri, bir niikleotid
uzunhigu kadar farkl, bir dizi DNA pargaciklandir. Dért reaksiyonun tirfinleri bir jelde
dort ayn kuyucukta yanyana elektroforez ile aynigtiilmaktadir. Jel hattindaki her bir bant
belirli bir baza karsiik gelmektedir ve jeldeki bantlardan DNA pargacigimn dizisi
okunabilmektedir.

Enzimatik DNA sentezine dayanan Sanger'in DNA dizi analizi yonteminde, dizisi
saptanacak olan DNA zinciri yeni sentezlenecek DNA zinciri igin kalip olarak kullanthr
(241). Sentez reaksiyonu DNA polimeraz I ile kataliz edilir. Yontemde, kimyasal
degisiklige ugratilmig (modifiye) dideoksiniikleotit trifosfatlar kullamlarak bir dizi DNA
pargaciklan elde edilir. Dideoksiniikleotit trifosfatlarda 3' -OH grubu bulunmaz. Bu
durumda, molekiil yeni sentezlenen DNA'ya katilir ancak 3' -OH grubu tapimadif igin
kendisine niikleotid ilave edilemez ve zincir sentezi sonlanarak bir DNA parcgacigi elde
edilir. Deneyde, dort reaksiyon karigimi hazirlamir, Her bir reaksiyon kangim kalip DNA
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zinciri, bir primer, radyoaktif niikleozit trifosfatlarin dordii (ATP, CTP, GTP, TTP) ve az
miktarda dideoksiriboniikleozit trifosfatlardan sadece birini igerir. Zincir sonlanmast igin
dort reaksiyon tiipiinde farkh bir dideoksiniikleozit trifosfat bulunur. Reaksiyonlann her -
birinde ¢ok az miktarda modifiye niikleozit kullamldig i¢in yeni zincir sentezi rastgele
sonlanarak, bir dizi DNA pargacif meydana gelir. Sentez sonrasi, dort reaksiyondan elde
edilen radyoaktif DNA pargaciklan elektroforez jelinde yan yana dort ayn kuyucukta
yuritiiliir. DNA bantlan otoradyografi ile goriintiilenir.
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3. GEREC VE YONTEMLER

3.1. GERECLER

3.1.1. Aletler

Santrifiijler (Hettich EBA 200, sogutmah Hermle Z233 MK-2)

Yatay elektroforez tanklar1 (Serva Blue Marin 100, Serva Blue Marin 200, EC
Maxi ve EC Midi)

Yatay elektroforez igin gii¢ kaynag (EC 250-90)

Dikey elektroforez sistemleri ve giig kaynag (EC 4000P , EC1000-90)
Isiticih blok (Techne DB-2A)

Calkalamal: su banyosu (Niive ST402)

PZR cihazlari (PE Gene AMP® PCR system 9700, Techne Flexigene, Techne
Genius)

Gorintiileme sistemi (Vilber Lourmat/Fransa)

Orbital Calkalayict (Niive SL350)

10- Vorteks (Velp marka)

11-Deiyonize su cihazi

12-Jel kurutma sistemi (EC 356 Gel drying system)
13- Spektrofotometre (Jenavay 6105)

14- pH metre (Nel pH890)

15-

Kaba ve hassas terazi (Sartorius/Germany BL150, Gec Avery)

16- Isttict, manyetik kangtiric: (Tkamag®RH Jankle&Kunkel)
17- Ceker ocak

18-

HwWwN -

Mikro pipetler ve tiipler (Eppendorf’)

3.1.2. Kitler
1. Dokudan DNA Izolasyon kiti (Puregene™ DNA Isolation Kit D-7000A)
2. DNA dizi analiz kiti (USB P/N 70170 USA).

3.1.3. Kimyasal Maddeler

EDTA (Etilentetradiaminasetikasit Sigma; E-5134)
Ure (Appli Chem; A1049-1000)

Trizma® Base (Sigma; T-6066)

APS (Amonyumpersiilfat; Sigma A-7460)
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Gliserol (Sigma; G-5516)

Gumis nitrat (Merck; K291072101-148)

Borik asit (Merck; K27404860-016)

Sodyum siilfat (Sigma; L-4390)
Akrilamid/bis-akrilamid (Sigma; A-2917)

10. Agaroz (Sigma; A-5093)

11. Tris (Boehringer Mannheim; 708976)

12. Ksilen siyanol (Sigma; X-4126)

13. Brom fenol mavisi (Sigma; B-8026)

14, Sukroz (Sigma; S-7903)

15. TEMED (N,N,N’,N - Tetrametilendiamin; Sigma; T-7024)
16. Taq DNA polimeraz (Sigma D-6677)

17. MDE TM jel soliisyonu (BMA; 50620)

18. Kromotografi Kagidi 3MM (Whatman; 3030,917)
19. Formaldehit ( Riedel-de Haen®; 15512)

20. Absolute etanol (Riedel-de Haen® ; 34870 )

21. Formamid (Sigma; F-9037)

22. Sodyum karbonat (Riedel-de Haen® ; 13418)

23. Sodyum hidroksit (Sigma; S-8045)

24. Etidyum bromid (GibcoBRL® ; 1585-011)

25. Magnezyum kloriir (Sigma; M-1028)

26. Deoksiniikleozittrifosfatlar INTP (Sigma; D-7295)
27. 10XPCR tamponu (Sigma; P-2192)

28. Marker (Gene Ruler™ 100 bp DNA Ladder, MBI Fermantas #SM0242)

© ® N oW

29. Sigma cote (Sigma; SL-2)

30. Bind silane (Promega; Cas#2530-850)

31. Oligoniikleotid primerler (IDT; Integrated DNA Technologies, Inc)

32. Radyoaktif madde [a-35S]JDATPS (Institute of isotopes Co,Ltd; SBS-203).
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3.1.4. Cozeltiler

10X TBE ¢ozeltisi: 108 gr Trisma® Base, 55 gr Borik asit, 9.3 gr EDTA deiyonize
su ile 1000 ml’ye tamamland: ve pH 8’e ayarland.

Yiikleme ¢ozeltisi: 0.0625 gr Brom Fenol Mavisi, 10 gr Siikroz, 1.5 ml 10X TBE
steril distile su ile 25 ml’ye tamamlands.

Durdurma ¢ozeltisi: 0.005 gr Brom Fenol Mavisi, 0.005 gr Ksilen siyanol, 0.004 gr
Sodyum hidroksit steril distile su ile 10 ml’ye tamamland:.

TE ¢ozeltisi: 1.07 gr Tris (10 mM), 0.368 gr EDTA (1 mM) steril distile su ile 1000
ml’ye tamamland: ve pH 8’e ayarland:.

SSCP ve HDA yiiklemeleri igin jel soliisyonu: 17.3 ml deiyonize su, 14 mi MDE
Tm jel, 2.8 ml Gliserol, 2.25 ml 10XTBE, 200ul %10°luk (w/v) APS ve 20ul TEMED ten
olugmaktadir.

Dizi analizi igin poliakrilamid jel soliisyonu: 45 ml deiyonize su, 6 ml 10XTBE,
9ml Akrilamid/Bisakrilamid soliisyonu, 25.2 gr Ure, 600ul %10’luk APS ve 30ul
TEMED ten olusmaktadir.

3.2. YONTEMLER

3.2.1. Orneklerin Toplanmas:

Calismamz 2000-2004 yillan arasinda, Uludag Universitesi Tip Fakiiltesi Ttbbi
Biyoloji Anabilim Dali’na ait Kanser Genetigi Laboratuvaninda gergeklestirildi. U. U. Tip
Fakiiltesi Etik Kurulu 2002-26/2 no’lu karan ile galigmamizi uygun buldu. Calismamiz
Genel Cerrahi Anabilim Dali Meme Unitesine bagvuran malign ve benign meme
hastalarina ait, Patoloji Anabilim Dali’nda parafinlenerek saklanan dokular ve operasyon
sirasinda gikarilan taze dokular tizerinde gergeklegtirildi.

3.2.2. Hasta Grubunun Secimi

Hastalann segiminde, Meme Unitesinin hastalarina ait argivinden faydalamild:.
Baglangicta 50 malign ve 35 benign hasta belirlendi. Belirlenen vakalanin Patoloji
raporlarindan Patoloji numaralar belirlenerek, Patoloji Anabilim Dali’ndan istendi. 50
malign vakammn 46’smin, 35 benign vakanm ise 26°sinin parafinlenmig bloklarina
ulagilabildi. 26 benign parafin blok’un, 16 tanesinin DNA izolasyonu yapilabildi.
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Ayrica, 2001-2003 yillars arasinda Meme Unitesine bagvuran ve opere edilen
malign hastalardan 21’inin taze meme dokular: caligmamiza dahil edildi.

Calismamiz 46 malign parafin blok, 21 taze malign meme dokusu ve 16 benign
parafin blok olmak iizere toplam 83 meme dokusu lizerinde gergeklegtirildi.

Calisma grubumuz, 67’si malign ve 16”s1 benign olmak tizere 83 kadmn hastadan
olugtu. Malign hastalarin yaslar1 34 ile 85 arasinda degismekte olup, yas ortalamas1 52.4
idi (Tablo-5). Benign hastalarin yaglar ise 15 ile 59 arasinda degigmekte olup, yasg
ortalamasi 37.7 idi (Tablo-6). Malign hastalarin 36’s1 postmenaposal, 31’1 ise
premenaposal dénemde olup, 22 hastamn meme kanseri aile hikayesi mevcuttu. 32
hastamn timor lokalizasyonu sag, 31 hastanmn sol, 4 hastamn ise bilateraldir. 3 hastamn
tamor tipi Tagh yiizik hiicreli iken, 6°st Invazif-infiltratif lobuler, digerleri ise Invazif-
infiltratif duktal tiptedir. Timér dokularinin TNM simflandiriimasi Tablo-5’de verildi.
Tablo-7’dan evreleri degerlendirilerek vakalarn evre I ile IV arasinda dokulardan
olustugu goriildi. Benign meme hastalarmin 10’u premenaposal, 6’st postmenaposal
donemde idi. Benign hastalarm 10’unun meme kanserli aile hikayesi mevcut idi. Benign
kitlelerin lokalizasyonu; 8’inde sag, 7’sinde sol, 1’inde ise bilateraldir. 5 hastanin
fibroadenomu, 2 hastani fibrokistik degisiklikleri, 1 hastamn fibrolipomatz dokusu
mevcut iken, difer hastalann atipili duktal veya intraduktal hiperplazileri mevcut idi
(Tablo-6).



Tablo-5: Malign meme hastalarna ait genel bilgiler.
No | Yag | MD OK | Menarj | Dogum | ik Emzirme | Aile hikayesi 1 Aile hikayesi 2 Tmdr TNM L.
Pre/Post | (Ay) say1st Dogum | Stiresi (Meme kanseri) (Diger kanserler) Orijini Smiflandirmas
Yogt (Ort.Ay) CA)

1 54 | Post, - 12 4 15 12.8 - Babas1 colon, ablast akciffer, ananesi mide | Invasif duktal T NmmMe Sag
2 |8 [Pt |- |14 |3 28 12 - - Infiltratif duktal | TiNoMo S |
3 37 Post. - 3 1 31 24 - Babag akcifier Invasif duktal TaNaMo Sol
4 38 Pre, - 3 4 19 19.5 - - Infiltratif duktal TaNypaMy Sol
5 46 Pre. 24 13 1 24 4 - Amcast mide Invasif dukial Ty.NoMy Sag |
6 71 Post. « 15 S 20 12 - - Invasif duktal TyNoMo Sag
7 46 | Post. 36 13 2 19 11 - Babas dzefagus Infiltratif duktal ToNeMy Sag
g |43 | Pre - 4 1 30 - - - Infiltraif duktal T,NgpaMy Sat |
9 65 | Post. - 14 2 18 12 - - Invasif duktal TsNoMg Sol
10 | 42 | Pre. 12 14 2 19 12 - - Invasif duktal TsNoMy Sol
11 |1 49 | Pre. - 13 2 21 4.3 - - Infiltratif dukial TsNeMo Sol
12 | 56 | Post. - 12 3 23 8.3 - - Infiltratif duktal TsNoMo Sag
13 | 51 | Pre. - 16 2 18 4.8 - Amcas akeiger Invasif duktal ToNeMo Sol
14 | 42 | Pre = 12 3 32 - - - Infilttratif duktal T2NoMo Sol
15 [ 36| Pre. R 2 21 13 - - Tnfiftratif duktal | ToNyMy Sa |
16 | 44 | Pre. 3|12 2 17 22.5 - Kardegi [osemi Tnfiltratif duktal | TiNusMo Sol

7 {64 | Post. |- 14 2 Py 6 N Kendi si kolon Tagh tizok hlieroh | To>NyMy Sol

8 |38 Pre. 24 14 3 17 23 - - Infiltratif ToNMs Sag

9 |39 Pre. - 14 3 15 16 - - Infiltratif dukial ToNypoMp Sag |
20 140 | Post - 14 4 23 73 - - Infiltratif duktal TieNiwsM; Bil
21 |1 43 Pre. - 12 2 21 7.5 - - Infiltratif duktal T NoMx Bil
22 |11 Post. - 16 4 23 18 - - Invasif tubfilolobiller | ToN,Mo Sag |
23 | 34 | Pre. - 2 2 % 175 . N Tnvasif duktal TNiaMy Sol
24 | 41 Post. “ 13 2 15 18 - Dedesi akc,, halasi cilt, amecast larinks Infiltratif duktal TNiwaMo Saf
25 | 63 Post. 8 17 10 20 8 Kizy, 2 hala kizy,ameakizy | - Tagls yozik hicreli | T,N; Mo Sag
26 | 69 Post. - 13 3 22 12.5 - - Infiltratif duktal T1cNieMy Sag
27 | 52 Post. - 12 2 18 11.5 - - Infiltratif duktal TieNoMy S%
28 |63 |Post |- |13 4 19 15 Abla , Infiltratif duktal | Ti:NoMo Sef |
29 | 60 | Post - 13 4 23 18 - Babasi sarkom Invasif duldal TyNaMyx Sol
30 | 43 | Pre. - 13 2 24 13 - - Invasif lobiler T>NoMy Sol
31 |54 | Post |- |13 3 2 7 . Afubeyi akaiger Tvesif duldial TioNpsMy Saf |
32 | 39 | Pre. - 14 2 24 2.5 - - Infiltratif duktal T2NoMs Sag |
33 | 36 | Pre - 12 4 25 83 - - Infiltratif duktal TaaNppMx Sol
34 | 76 | Post. - 13 - - - - - Infiltratif duktal T,N,Mg Sol
35 |1 40 | Pre. - 14 2 30 15 - - Infiltratif duktal T1NaM, Sag
36 | 47 Post. 24 13 1 25 6 - Annesi cilt Infiltratif duktal T1cNeMs Sol
37 1 52 | Post - 14 3 19 13.3 - - Infiltratif duktal TsNoMp Sag |
38 [ 43 | Pre. N 5 20 8 - . Infiltratif duktal | TyNimsMo Sa |
39 | 46 | Pre. - 13 4 19 2.8 - - Infiltratif duktal T NoMo Sol
40 | 52 Post, - 13 2 25 15 Teyze - Invasif duktal TuNoMy Sol

MD:Menaposal Durum, Pro.:Premenaposal, Post.:Postmenaposal, OK:Oral kontraseptif kullamrm, L;Lokalizasyon, Bil:Bilateral,
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Tablo-5’in devamnm

No | Yag | MD OK | Menatj | Dogum | Ik Emzirme | Aile hikayesi 1 Aile hikayesi 2 Tiimér TNM L.
Pre/Post | (Ay) sayst Dogum | Stresi (Meme kanseri) (Diger kanserler) Orijini Smtflandirmas:
Yagt (Ort.Ay) (€C4)
41 | 39 | Pre, - 11 2 23 6.5 Anng - Infiltratif duktal TyNoMo Bil
42 |73 | Post |- 13 I 39 6 Abla . Tnvasif duktal TaaNioMy Sa
43 | 39 | Post. - 13 3 22 12.5 Agebeyinin kiz, dayi iz | Apabeyi ve dayisin ofiu akciger, | Infiltratif duktal T1NeMy Sol
Babasinin amca kizt mide
44 | 69 Post. - 13 6 18 9 Anne - Infiltratif duktal TaNieaMo Bil
45 | 46 Pre. 12 14 1 32 1.5 Kuzeni ve teyze cocuklart | - Infiltratif duktal T4N; My Sol
46 | 64 | Post. - 13 - - - Hala - Insuty duktal TiNoMo Sol
47 | 69 Post. - 13 1 26 6 Teyze kizs - Tnvasif duktal T2NeMo Sag |
48 | 41 Pre. 6 13 2 21 4 Teyze, hala kizt - Infiltratif dukial TiNsMp Sag |
49 | 58 Post. - 11 3 23 7.7 Abla - Infiltratif duktal T1:NoMo Sol
50 | 41 Pre. - 14 3 25 11 Kardes, toyze - Invasif lobiiler TaNoMo S&
51 145 | Pre, 12 12 2 23 2.5 Hala kin - Infiltratif duktal Ty NoMg Saj |
52 | 69 Post. - 6 3 19 9 2 kzkardesi - Infiltratif tubtilolobdler T NiMo SaL
53 172 Post, - 12 5 19 18 Kz - Infiltratif duktal TaNoMg Sol
54 | 41| Pre. 120 | 14 3 16 12 Toyze Amgcast akeiger Invasif duktal TsNoMo Sag |
55 | 54 Post, 24 14 3 25 20 - Babas: akcifier Infiltratif duktal TaNwMo Sol
56 | 56 | Post. |- 14 2 20 11 Anne c Tnfiltratif duktal T:NpaMo Saf |
57 | 67 Post. - 11 6 17 87 - - Invasif kribriform TaNeMy Sag
38 | 50 | Pre - 15 - - - B - Infiltratif tubtilolobiiler T1NoMo Sol
59 | 44 Pre. - 12 1 29 24 - Babas larinks Infiltratif duktal TsNoMo Sol
60 | 73 Post, - 14 2 27 27 - - Tagh yiizitk hitereli TaNmsMy Sol
61 | 65 | Post. - 12 2 25 3 - Apaboyi prostat Infilteatif duktal Ty:NoMo Sol
62 {34 | Pre - 13 2 20 8 - Dedesi akciger Invasif duktal Ty NisMo Sol
63 | 48 Pre. - 14 8 15 16 Anne - Mikstinfiltratif duktal, lobtiler | T.N;Ms Sol
64 | 48 Post. - 13 2 18 5 - - Invasif duktal TaNyaMo S
65 | 41 Pre, - 16 2 19 14 Hala. - Infiltratif duktal TieNeMo Sol
66 | 50 Pro - 15 - - - Anne - Infiltratif duktal T4NaM, Sag |
67 | 63 Post - 13 - - - Kuzen - Infiltratif duktal T1aNeMp Sol
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TNM Sinflandirmas:

Meme karsinomal: hastalanmizin TNM Sinflandirmasi  agafidaki  kriterler
kullanilarak yapildi (242).

T Primer Timér

TX  Primer timér tayin edilemedi.

TO  Primer timor saptanamams

Tis  Karsinoma in-situ

T1s(DCIS) Duktal karsinom in-sutu

T1s (LCIS) Lobuler karsinom in-situ

T1s (Paget) Timér kitlesiz meme baginin Paget hastalif

Tl Timoriin en biyilk ¢apt 2.0 cm veya daha kiigiik

T1Mic 0.1 cm veya daha kiigiik ¢aph mikroinvazyon

Tla  Timér 0.1 cm’den buyik 0.5 cm’den kiigiik ¢aph

Tlb  Timér 0.5 cm’den bityiik 1 cm’den kiigiik ¢aph

Tic 1.0-2.0cm

T2 En biyiik ¢apt 2.0-5.0 cm

T3 En biiyiik capr 5.0 cm den biyiik

T4 Tumor herhangi capta fakat deri veya g6gis duvan tutulumu mevecut

T4a  Tiumér gogis duvanna yayilms, pektoralis kasim tutmamig

T4b Meme derisinde 6dem veya iilserasyon, yada aym meme derisinde satellit
deri nodiilleri varhg:

T4c  4a ve 4b mevcut

T4d Inflamatuar karsinom

Bolgesel lenf nodiilleri:

N Regional lenf nodlarn

NX Regional lenf nodlan bilinmiyor

NO Regional lenf nodu metastazi yok

N1 Aym tarafta hareketli aksiller lenf nod(lart) metastaz: vardir.

N2 Aym tarafta birbirine veya bagka dokulara fikse aksiller nod(lar)metastazi

N3 Aym tarafia internal meme lenfnod(lar)) metastaz

M Uzak metastaz

MX  Uzak metastaz bilinmiyor

MO  Uzak metastaz yok

M1  Uzak metastaz var
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Tablo-7: Meme Kanserinde Evreleme

Evre 0 Tis NoO MO
Evre 1 T1 NO Mo
Evre IIA TO N1 MO
T1 N1 MO
T2 NO MO
Evre IIB T2 N1 MO
T3 NoO MO
Evre HIA TO N2 MO
T1 N2 MO
T2 N2 MO
T3 NI1-N2 MO
Evre IIIB T4 Herhangi N MO
Evre IV Herhangi T N3 M1

Tolunay S, 2005 ( 243)’ dan modifiye edildi.
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3.2.3. DNA Izolasyonu

3.2.3.1. Parafin dokudan DNA izolasyonu

Dokudan parafinin uzaklagtinlmas:

Parafin blokdaki dokunun galisma i¢in uygun bolgesi Patolog tarafindan
isaretlenerek verildi. 5-10 mg doku igeren kisim, kesilerek gikanld: ve 1,5 mI’lik
mikrotiipe aktanidi.

1- Mikrotiipe 600pl ksilol ilave edildi ve 5dk vortekslendi. 5dk sonunda tiipteki

sivi kisim atildi.Bu iglem 3 kez tekrarland:.

2- Mikrotiipe 600pl alkol ilave edildi ve 5dk vortekslendi. 5dk sonunda tiipteki
stvi kisim atildi.Bu iglem de 3 kez tekrarlandi (Son basamakta tiipteki sivi
kisrmn miimkiin oldugunca alinmasina dikkat edildi).

3- Alkolden uzaklastilmig dokunun bulundugu tiipiin agzna parafilm sarilip,
tzerlerine birkag delik agilarak kurumaya brrakilds.

Dokudan DNA izolasyonu (Puregene™ DNA Isolation Kit D-7000A)
1- Dokunun iizerine, 3001 Hiicre Lizis soliisyonu ilave edilerek hiicrelerin
pargalanmasi saglandi ve 30-50 kez mikropipet ucu kullanilarak homojenize edildi.
2- 65°C’de 15-60 dak. lysate ile inkiibe edildi.
3- Maksimum triin elde edilmek istendiginde, 1.5ul Proteinase K soliisyonu
(20mg/mi)ilave edildi. 25 kez ters yiiz edilerek kanstirild: ve 56°C’de (3 saat-1
gece) doku tamamen homojen oluncaya kadar inkiibe edildi.
4- RNaz ile muamele:
- 1,5u1 RNaz A soliisyonu (4mg/ml) ilave edildi. DNA’y1 kontamine etmeden RNaz
enzimi yardimiyla RNA’lann pargalanmasi sagland.
- 25 kez ters yiiz edilerek kanstirildi ve 37°C’de 15-60 dk inkiibe edildi.
- 5dk buzda bekletildi.
5- Protein’in Coktiirtilmesi:
- Soguk 6rnek oda sicakligina alindi.
- 100ul Protein ¢goktiirme soliisyonu ilave edildi.
- Yiiksek hizda 20 sn vortekslendi.
- 13.000-16.000 g.’de 3dk santrifij edildi. Coken proteinler uzayan pellet geklinde idi.
Eger protein pelleti gbzle gorilemiyorsa, 5dk buzda inkiibe edildi, 2. ve 3. basamak
tekrarlandi.
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6- DNA’nin Coktiiritlmesi:
- 1.5ml. ’lik 300ul %100 isopropanol igeren mikrofiij tiipiine, DNA siipernatant: alind1. 1pl
Glikojen soliisyonu (Gentra) (20mg/ml) isopropanole ilave edildi.
- 50 kez ters-diiz edilerek karistinldi.
7- 13.000-16.000 g’de 5dk santrifij edildi.
8- Ustteki siipernatant kismu dikkatlice dokildi. Kurutma kagdi {izerine ters
gevrilerek kurumasi beklendi.
9- 300ul %70’lik etanol ilave edildi ve pelletin yikanmas: i¢in tiip ters yiiz edildi.
10-13.000-16.000 g’de Idk santrifiij edilerek, DNA’nin tipiin dibine yapigmasi
sagland1.
11- Etanol dikkatlice dokiildi. Kurutma kagidi Gizerine ters gevrilerek kurumas: igin,
15dk beklendi.
12- 50ul DNA sulandirma soliisyonu eklendi ve oda sicaklifinda 1 gece bekletildi.
13-Hazirlanan DNA aym gin iginde kullamlacak ise +4°C’ye saklandi. Uzun siire
kullanilmayacak ise, —20°C ya da -80°C’ye almda.

3.2.3.2. Taze Dokudan DNA izolasyonu (Fenol-Kloroform ybntemi)

Cerrahi miidahale ile gikanlan taze dokudan, ependorf tilpiine alnan 1-3 mm’ doku
parcasina; standart proteinase K inkiibasyonunu igeren fenol-kloroform ekstraksiyon
yontemi uygulanarak, DNA izole edildi (244).

3.2.3.3. fzole edilen DNA’nin kalitatif analizi

DNA orneklerinin konsantrasyonu spektrofotometre’de (Jenavay 6105) 260 ve 280
nm dalga boyunda optik yogunluklan okunarak hesaplandi [DNA (ug/ml) = 260 nm’deki
OD x Sulandirim oram x Katsay1 (50)]. DNA’min saflif 260 nm ile 280 nm dalga
boylarindaki optik yogunluk degerlerinin oramyla belirlendi. Saf DNA’nin OD(260/280)
degeri 1.8’dir. Deger 1.8%in lizerinde ise RNA, altinda ise protein kontaminasyonu vardir.
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324.PZR

PZR, DNA molekiilleri toplulugunda, 6zgtil hedef DNA dizilerinin dogrudan
gogaltilmasma dayanan bir yontemdir. PZR ile belirli bir bolgeyi goZaltabilmek igin, tek
zincirli hale getirilmis DNA'ya baglanacak olan iki oligoniikleotit primer [ileri (F) ve geri
(R) primer], gogaltilacak tek zincirli DNA molekiiliindeki tamamlayic1 dizilerle hibridize
olur (Tablo-8 ve $ekil-5). Istya dayamikh bir DNA polimeraz (Thermus aquaticus isimli
termal bir bakteriden izole edilmis yilkksek sicakliklara direncli bir polimeraz enzimi olan
Taq polimeraz enzimi), ¢ahigilan DNA’daki hedef bolgenin sentezini saglar.

Tablo-8: FHIT Geni 5.-9. ekzonlarina ait primerler

Ekzon No Primer Baglanma PZR
{Annealing)

Giriin
Sicakhigi(°C)  boyutu (bg*)

Ekzon5S F: 5" TAAGG TGGTATATGA ACTGAGT 3’ 59 200
R: 5" AAGGATACGTCCTGGTACCACA 3’

Ekzon6"F: 5" TACCCAAAGCCAGCAGCATG 3’ 59 286
R: 5 TCACATCTGCCTCCTGGTAAG 3’

Ekzon7*F: 5" GCAGGAGATACCATCTATC 3’ 59 207
R: 5" GGGTCTCTCTGACCTCGAAGATAAC 3’

Ekzon8'F: 5" CATGAGAGCATCACTGTCAAG 3’ 57 169
R: 5" TAAGATCAGAGAGAACAGACCC 3’

Ekzon9F: 5" TACTGGCCTCT AATTTGCAAAT 3’ 59 236
R: 5 TAATGACGAAATGCAGTCTITTAC 3’

* Gemma ve ark. (245) tarafindan diizenlenen primerler kullaniddi.
*be:baz ¢ifti

Iigili gen bolgeleri Tablo-8’de verilen primer dizileri kullamlarak polimeraz zincir
reaksiyonu ile gogaltildi. Gemma ve ark.’nmin (245) diizenledii 5. ve 9. ekzonlara ait
primerler spesifik olmayan bant verdifinden, tarafimizdan tekrar diizenlendi. Reaksiyon
25 uP’lik hacimde gerc¢eklegtirildi.
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Reaksiyon ortami;

AHZO. ...ttt et ean st sb e 12.75ul
10xPCR buffer (10 mM TrisHCL;pH 8,3;500mM KCl1,%0,01 jelatin)....2.5ul

MECL2S5 M)ttt st sestsasctaseanane 1.9ul
ANTP (JOMM).....oiiiieriiicieicrecee e te e etent e st sevesessesssssss s nrevenes 1.25ul
FPrimer (Spmol)......cccccoerioivinieiceinrnnene v eere et eaateatesa s sateaanas 1.25ul
RPrimer (5pmol)......ccoooiiiiieicieeeieee ettt et e eseeaeee 1.25ul
Taq poimeraz(AU/p).........covererrieererec e aneieresaenes 0.1ul
DNA (50-T00DE)...—..eerveeeeeereeeeeeeeseereeeeeeeess s sesseeesesees o ssessemsemmenessssssmmne 4pl
Toplam hacim.........c.coriieeiiiie it 25ul

FHIT geninin PZR doéngiisi:

Baglangig 94°C....5dk
94°C.....40 sn
57-59°C....30 sn 40 dongii
68°C....90 sn
68°C.....8 dk
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FHIT Geni (5.-9. Ekzoniary)
5. EKZON (331-450)
aaatagggec ttgtggattt gagttaaggt ggcaccqgtga agtgcagagg
tttattgtce acgtggaage ttctgettga aaattgetaa
ggaaacactg gtagggagag tggagtattt tagaaagact ttcccagaat
gaggaacaat ttcaatggca tectctttge aactaagaat

1
61
121
i81
241
301
361
421
481
541

agtagctgac
gagtgaaggg
ctctaatcaa
gcancttgtg
ctgtagtaat
tttataacta
TTGCGCCAACA
TTCTCAATAG
aaataaaagt
tctgtccaaa

gaaaaactgt

aacantcaat
ggaatttget
tecattgtet
TCTCATCAAG
GAAACCTCTG

ttett

ta

ac ttc ttaattgaat

tttecttttag ACTTCAACTE TCGAGGACATG TCGITCAGAT
CCCICTGTAC TGTTTCTCAA AACAGAACTG TCCITCGCTC
GCTACCAGGAC gtatectttc

cttctgagece
aaggtaaata

taaccagcea
aagaatccat

601
661

atgttactcea
tgcagaactt

tatttattcet
ctgaggagag

gaatccagtt
ttgcttagea

6. ERZON (415-560)

1
61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781
841
901

tacctagaga
gaagcggaca
cctegeataa
tgcaagaaat
aagetctett
agtctttgag
ggtaagaaca
TTGTGTGCCC
ATTTGTTTCA
CTCTCACCTT
tcatateeeyg
tttgtatttt
attggcececa
aagcaggtgg
ctggaactgy
tanactaagc

aaccaagtag atattccagt
cagctttaga ataggggtca
ttatctecace atacacttga
tecttectgeat accacagett
tcaactctct ggagttcagt
agttcaggce ctggtccgag

aatgaatata
cteectecca
ggtggcacca
accgtggett

tgetttttea
agagagaatqg
gtetgtetgt
cteccttcaaa

ggatggtaaa
aggattcaat

ctacccamag coagoageat gggccttaac

GCTGCGECCA GTGGAGCGCT
GACCACCCAG AGAGTCGCGGA
TEPCCATGCAG gtgagtgtac
gecattggget tgctectect
aggtagcagc caaaaaaaga
agatggaccg tggggatagt
gagtaatgga taagtgattt
gactggaaaa atcattttca
cctgctctaa ttccagggtg

7. EKZON (278-307)

1 aattaaaacc

61 taatttatat
121 tctaatcccqg
181 tgaaattgca
241_tectattctea
301 TGTGAAGotY
361 taaaaaatca

atagcctaga gcaaagagca
catttttata cataacttcg
cacatttgaa gccaatggte
tctaaattat taatgggtga
cctctgttgg ttttttecta
agtgcttatt atgtgcatac
caacgagtca tatgcagcac

421_cagagagace ctcagtgtta gagcecgtaaa

481 tgtttcccat

tggtttacaa

8.ERZON (2892-357)

1
6l
121
181
241
301

taactacaac
atttcgecacc
gcteggeaga
ccagcaggaa
atacatgggg
CATGTTCITC

361_ggtotgttot

421
481
541

1
61
121
181
241

caagactgac aaccatgaat
aactctcata tataccccaa
tttcaggtat agttaccgaa
ccategtgga gtaattggge
agataatcac atttttttte
CCAGGAAGGC TGCAGACTTT
ctctgatctt attgtttgat

cctaatgaat
tggaaagtog
ttaattataa

caagtattac cctagatatg
caatagaggc caaggagtca
tgattttett tttcaaatgg

9. EKZON (351-451)

accaatgggg
ctggggattc
ccceecteag
gattcttgta
actggoctet

aattctgect tgatggtceca
taatttgaca tgagatatgg
cctcagtaga tgattacaag
taaagcctat ttgcaagttg
aatttgeaaa ttttgttcag

301
361
421
481
541
601

*Bayiik harfler ile yazili olan niikleotidler ekzonlarin, alt1 ¢izili olan ntikleotidler primerlerin lokalizasyonunu

gagatcccaa
ATGACAAGGA
CAGCTCTECG
cecctecegtg
ttcaccagea
ggceccttgag

gostermektedir.
Sekil-5: FHIT Geninin 5.-9. ekzonlarma ait nermal dizi.

gggceccatga aagagectet
GEACTTTCCT GCCTCITEGA
GGICTACTTIT CAGTGACACA
ggcetcagga aagaggetge
tecttgggtg gtggetgeaa
tactgtattc ccagcecteee

TCCATGACCT
CAGTGCTGGA
agatttcteca
gatatcttac

ttettttttt nggagaggga
aatacaagat tggcctccag
cttecggagac accaggtaag
gtaatatget tgatcaatgt

acctagtgee tttggetget
atctagaata gatcttgect
acacgaatgt ccctttettt
gtgtaattat ccatgtatgyg
tatctgtttc ttcattectt
cctgtgggta tgaactgett
agaccttget acagATGTCC
GCGTCCTGAT GAAGTGGCCG
ARAACATTTC CATGGGACCT
gaaatgattt ttcttccctt

caggagggoa gatgtgattyg

gatttctaat
gtctaaggtyg
aatggacatt
ttccatggta

tgaaaagtag
cacttactet
cccatgagaa
tatttctgaa
cttctagGhAT
aaattaataa
attgetgttt
tectgacatt

aattccacag
gttgttctet
ggtggatatc

geagggcaac cctactgtec
atgtctgagg cttgtttace
cagacattcc aaattgctta
actaattttt gagcactgca

caaggagttg gctigetgga
caggcggaaa tggagaactg
tactataaat taacacacaa
taa ataccatcta
GGECCCCGAAG CTGGACAGAC
gaggcgatta tgagaactaa

cattatgtta tottogaggt

ataaactctg ccaaacaata

agactctgaa acactctagc
cttgcttagt gcactctett
aacttcctcet gaaaaataac

ttecatgagag catcactgte aagtctaaaa

tttcttgtac
CACAGGAATG
cacggggnac
gtctgaaatyg
agaatggcca
aaaaccagca

gtcacttgee
gcaaggacac
atggcaaatg
tagcaactga
tcteccecag
teecttttttt
GATCAGAGGA
Ggtasagact

attttcagCa CGTTCACETC
ACAGCATCTA TGAGGAGgtLg

tgtcggtagg
gaattctatt
tegtgggaac
gaaaccaagt

accaggeccece
agacctatat
atctgattat
aacaattaaa
ccceccgaaa
ttctecaaag
GGAAATGGCA
geatttegto

atgacatcaa
tageccagact
ccatgactaa
gtcettgtga

acctetgaca
catatcatca
tttaaatgtg
agatacacct
tttgttcaaq
CTCCAGADAC
GCAGAAGCCG
attacccaga

actctcagaa
aggacaaaga
agtctcttec
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3.2.5. Agaroz Jelin Hazirlanis: ve Elektroforezi

% 2’lik Agaroz (w/v) jel ¢ézeltisi hazirlamak igin 2 gr agaroz, 100 ml 0.5XTBE
tamponu iginde kaynatildiktan sonra 55°C’ye kadar sogutuldu. DNA jeldeki hareketini
izleyebilmek igin, jellere son konsantrasyonu 0.5 pg/ml olacak gekilde Etidyum bromiir
ilave edildi. Agaroz ¢ozeltisi donmadan 6nce tizerine 1mm kalinh@inda 40 digli iki tarak
yerlegtirilen 20x10 cm boyutlanindaki jel tabagma dokuldii. Jel donduktan sonra i¢inde
0.5XTBE tamponu bulunan yatay elektroforez tankina yerlestirildi. Ornekler yiikleme
tamponu ile kangtirilarak jeldeki ceplere yiiklendi. Elektroforez iglemi 120V (35mA)’da
25-30 dak. siirdiirtldi.

Sonuglar Goriintilleme sistemi (Vilber Lourmat)’nde UV 151k altinda fotograf
cekilmek suretiyle izlendi (Sekil 6-10). PZR iiriinii elde edilemeyen yada kaliteli olmayan
ornekler icin PZR iglemi tekrar edildi.

3.2.6. SSCP ve HDA Analizleri

SSCP:

Caligmamizda, mutasyon saptama yontemlerinden biri olan, SSCP analizi kullamld:
(235).

Cogaltilan ¢ift zincirli DNA denatiire edilerek, tek zincirli hale getirildi ve
elektroforez jeline yiiklendi. Normal gene ait DNA da benzer sekilde gogaltild, denatiire
edildi ve jele yiiklendi. Elektroforez sonrast, baz dizisi farkli olan DNA normal DNA'ya
gore bant kaymasi (shift) gosterdi. Yontemden iyi sonug ahnmasi i¢in, kullamlan DNA
pargacigimin 200 bg'yi gegmemesi gerekmektedir.

Bu iglem i¢in, PZR tiriinlerinden 8’ ul ahnarak, 2’ser pl yiikleme tamponu ilave
edildi. SSCP analizi 95°C’de 5 dak., buz iginde 5 dak. ve +4°C’de 5 dak. bekletilerek
gerceklestirildi.

HDA:

HDA analizi i¢in kaliteli PZR iiriinlerine; 96°C’de 6 dak., 50°C’de 10 dak., 37°C’de
15 dak. ve 20°C’de 30dk’lik termal profil uygulandi. 4 pl ksilen siyanol igeren stop
soliisyonu eklenerek reaksiyon durduruldu.
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3.2.7. Poliakrilamid Jellerin Hazirlanmasi ve PAGE Yiikleme

Poliakrilamid jel elektroforezine ait camlar % 98’lik alkol ile temizlendi ve
kuyruklu cama jelin yapigmasim saglamak i¢in “Bind silane” (Promega; Cas#2530-850)
siiriildis. Diger cama ise 700 ul Sigma cote (Sigma; SL-2) stiriildii. Her iki tarafa “Spacer”
yerlestirilerek camlar kapatildi ve polimerizasyon sirasinda jelin akmasim engellemek igin
camlarin kenarlar kalin ambalaj band ile kapatildi.

Hazirlanan Poliakrilamid jel kangimm camlann arasina dokiilda ve tarak ters olarak
takildi. Polimerizasyonun gercgeklesebilmesi i¢in camlar yatay olarak, minimum 4 saat
veya bir gece bekletildi.

Tarak ¢ikanlarak ters takildr ve her kuyuya 4 ul stop soliisyonu ilave edilerek 6n
yiiriitme yapildi. Ilk ve son kuyuya kontrol 6rek olmak iizere 3.5 ul 36-38 drnek yiiklendi.
600V (12mA)’da 10-12 saat yiiriitiildii.

3.2.8. Giimiis Boyama

1- Fiksasyon: Fiksasyon %10’luk glasiyel asetik asit ile gergeklestirildi ve boylece
DNA’mn jel matriksine difiizyonu engellendi ve tampon gibi istenmeyen kimyasallar
jelden uzaklagtiniids,

2- Jelin Yikanmasi: Fiksasyon sonrasinda asidin ve ¢oziinebilir jel artiklarmin
uzaklagtinilmasi igin deiyonize su ile yikandi. Ayrica, giimiigiin klor ile birlegerek koyu
renkli gokeltiler olusturmasim engellemek igin giimiis boyama reaksiyonlarimn hepsinde
kullamlan ¢ézeltiler deiyonize su ile hazirlandi.

3- Giimiis Boyama: Kontrastin ve hassasiyetin artmast i¢in 1000 ml %0.3’lik
glimils nitrat ¢ozeltisine 2 ml formaldehit eklenerek 30-40 dakika kadar siire ile
calkalanarak boyama gergeklestirildi.

4- Hizh Yikama: Giimiisiin kahverengi ¢okeltiler olusturmasim engellemek igin 15-
20 saniyelik kisa bir yikama ile glimiig boya jelden uzaklagtinldi.

5- Gorintilleme: Bu basamakta %3.4’likk sodyum karbonat ¢6zeltisi kullamldi. Bu
developer gozeltisi jelde ani bir pH degisimi meydana getirerek bantlarin goriniir hale
gelmesini saglamaktadir. Ancak, bu muamele sirasinda serbest giimiig iyon
konsantrasyonunun dagiriilmesi gerekmektedir, ¢iinkii bu ¢éziinmeyen giimiis tuzlarimn
¢okelmesi sar1 kahverengi zemin olugumuna neden olur ki buda mutasyonlann
belirlenmesini giiglestirir. Bu nedenle serbest glimiis iyonlan ile birleserek gokelecek
giimiis tuzlarmin olugumunun engellenmesi ign 1000ml’lik sodyum karbonat ¢ozeltisine
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1ml sodyumtiyosiilfat eklendi, ayrica kontrasth@ arttrmak amaci ile 0.5ml formaldehid
ilave edildi.

6- Reaksiyonun Durdurulmasi: Boyama reaksiyonunun durdurulmas: pH degisimi
ile gergeklesmektedir. Bunun i¢in en bagta fiksatif olarak kullanilan asetik asit ¢ozeltisi
kullamid.

7- Son Yikama: Jeli asitten arindirmak icin deiyonize su ile yikandi ve
Gortintiileme sistemi (Vilber Lourmat)’nde fotografi ¢ekildi.

Kontrol 6rneklerin gosterdigi normal bant 6zellifinden, farklihk gosteren bantlar
mutant olarak degerlendirildi. Farkh bant 6zellifi g6steren 6rneklerin, PZR ve SSCP-HDA
analizleri tekrarlandiktan sonra halen farkli goriintii mevcut ise bu 6rneklere mutasyonun
lokalizasyonunu, tipini ve anlamlilifim belirlemek amaciyla DNA dizi analizi yapild:.

3.2.9. DNA Dizi Analizi
Caligmada enzimatik DNA sentezine dayanan Sanger'in (241) DNA dizi analizi

yontemi kullamldi, Caligma farkl bant 6zelligi gosteren vakalann, ilgili gen bolgeleri igin
USB (US70170) sekans kiti ve 35SdATP radyoizotopu ile o ekzona 6zgii primerler
kullamlarak sekans reaksiyonu gergeklestirildi.

1. 500 ul’lik isaretleme tiipiine; 7 ul PZR trinii, 0.6 ul Ekzoniikleaz I ve 0.5 pl S.

Alkalen fosfotaz ilave edilerek 37°C’de 15 dak., 80°C’de 15 dak. ve 100°C’de 2 dak.

bekletildi.

2. Bekleme siiresinde reaksiyon karigion (2 pl Sekuanaz tamponu, 1 pl dTT, 2 pl (1/5

oraninda setreltme yapilan) labelling mixi, 1 pl sekans enzimi, 0.5 ul **S, 1 pl dH,0]

hazirlandt.

3. Ayrica, 4 yeni 500 ul’lik mikrofiyj tiiptine A,C,G, T didioksiniikleozid trifosfatlardan

herbiri ayn tiipe olmak iizere, 2.5 pl ilave edildi ve +4°C’de bekletildi.

4. Isaretleme tispiine, inkiibasyon siiresi sonunda 2 ul uygun primer ilave edilerek

100°C’de 3 dak., buzlu suda 3 dak., buzda 5-15 dak bekletildi ve oda sicakligina alind:

(2-5dak.).

5. Reaksiyon kangimu (7.5 pl) isaretleme tipine katidld: ve kangim 5 dak. oda isisinda

bekletildi.

6. +4°C’de bekletilen ddNTP’ler oda sicaklifna alindi (2-5 dak). Kanigimdan her tiipe

(A,C,G,T tiplerine) 3.5’ar pl ilave edildi ve 37°C’de 5-10 dak. bekletildi.

7. Tuplere 4’er pl durdurma soliisyonu ilave edilerek reaksiyon durduruldu.
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8. -20°C’de yiikleme yapilincaya kadar bekletildi.

Reaksiyon sonrast drneklerden 3.5’ar pl, iire ile hazirlanan akrilamid- bisakrilamid
jele yiikleme yapilarak 1XTBE tampon ile 1500 V’da 1,5 saat yiiriitiildii. Whatman
kagidina aktarilarak kurutulan jeller Hypersensitive film kasedi ile Kodak rontgen filmine
3 giin siireyle maruz birakildi. Siire sonunda otomatik banyo cihazinda banyo edilerek
degerlendirildi. Ailesinde kanser hikayesi bulunmayan saglikli kontrol bireylere de aym
islemler yapildi ve aym jelde hastalarla birlikte yiiriitiilerek dizileri kargilagtinldi. Hasta ve
kontrol birey arasinda farklilik gosteren bazlar belirlendi. Mutasyonu tespit edilen
Orneklere sekans iglemi 2. kez tekrar edilerek degerlendirildi.

Ayrica; hastalara ait 6rneklerin sekans analiz sonuglar, FHIT geninin normal dizisi
(OMIM:601153; Gen Bank: NM 002012.1) ile de kargilagtinlarak mutasyonlar konfirme
edildi ($ekil-5). Belirlenen mutasyonlarin amino asit dizisine yansimalar1 degerlendirildi
(Sekil-13).

3.2.10. istatistiksel Degerlendirme

Benign ve malign meme hastalarinda belirlenen FHIT gen mutasyonlan ile ileri
evre, aile hikayesi, menaposal durum ve oral kontraseptif kullanimi arasmndaki iligki Ki-
kare ve “Fisher Exact” Testi ile istatistiksel olarak degerlendirildi. Anlamhlik dizeyi
p<0.05 olarak kabul edildi.
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4. BULGULAR

Caligmamizda 67 malign ve 16 benign olmak iizere toplam 83 meme hastasina ait
doku incelendi. Caligma grubumuza ait dokularin DNA’lan izole edildikten sonra
PZR’nda FHIT geninin kodlanan 5.-9. ekzonlarmn amplifikasyonlar: yapildi (Sekil 6-10).
PZR iiriinleri kaliteli olmayan DNA o6rneklerinin amplifikasyonlan tekrar edildi. Kaliteli
PZR iriinlerine, 6ncelikle DNA’nin tek ipligindeki mutasyonlan belirleyen SSCP analizi
uygulandi. SSCP analizi hem homozigot hem de heterozigot tip mutantlan
belirlemektedir. HDA ise, sadece heterozigot tip mutantlan belirlemesine ragmen,
kontrollii galigmak amactyla materyallerimize HDA’da uyguland: (Sekil-11, Sekil-12).
SSCP ve HDA sonuglarina gore farkh bant 6zelligi gosteren vakalara DNA dizi analizi
uygulandi. 83 vakanin 15’inde (%18.1oramnda) degisik tipte mutasyonlar belirlendi.
Mutasyon belirlenen 15 vakamn 13’1 (%19.4) malign, 2’si (%12.5) benign vaka idi
(Tablo-9). 15 (% 18.1) vakada 4 farkh tipte mutasyon belirlendi (Sekil 13-17).
Mutasyonlann lokalizasyonlaninin 7. ve 9. ekzonlarda yogunlagtigr gérildii. 7. ekzonda 7
vakada (%46.7), 9. ekzonda 8 vakada (% 53.3) toplam 4 farkli mutasyon gézlendi. 7.
ekzondaki 2 mutasyondan biri, 88 kodondaki C—T baz degisimi geklinde olup, aminoasit
degisimine neden olmadig icin [Ala(GCC)—Ala(GCT)] nonsense tipte bir mutasyondur.
7. ekzondaki diger mutasyon ise 90. kodondaki Adenin insersiyonudur.
GIn(CAG)—>Thr(ACA) aminoasidine doniigiimiine neden olan bu mutasyon gergeve
kaymas: tiptedir. Bu degisim, niikleotidlerdeki kayma sonucu, 20 kodon sonra stop
kodonun gelmesine neden olmaktadir (Sekil-13A). 9.ekzondaki mutasyonlardan birinin
yerlesimi 146. kodonda olup, diger mutasyon ise ekzonun 5" ucundan 17 niikleotid 6nce
yer almaktadir. 146. kodondaki mutasyon Timin delesyonu olup, aminoasit degisimine
neden olmamasina ragmen [Phe(TTT)—Phe(TTC)] niikleotidlerde kayma meydana
getirdigi igin 50 kodon sonra stop kodonu gelmektedir. 9.ekzondaki diger mutasyon ise 9.
ekzonun baglangicindan 17 niikleotid once yapiya giren Adenin insersiyonu olup, intron
bolgesinde yeraldig: icin anlamlili: bilinmemektedir (Sekil-13B).

Ayrica, bu galigmada belirlenen FHIT mutasyonlar ile benign ve malign meme
hastalarinin ileri evre, aile hikayesi, menaposal durum, oral kontraseptif kullanimi gibi
Ozellikleri arasindaki iligki istatistiki olarak degerlendirildi ve anlamlilik belirlenemedi
(p>0.05) (Tablo-10).
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200bp — ¥

*M:Marker (1031, 900, 800, 700, 600, 500, 400, 300, 200, 100, 80 bp)
Sekil-6: FHIT geninin 5. ekzonuna ait PZR iiriinleri.

oo

S S )

*M:Marker (1031, 900, 800, 700, 600, 500, 400, 300, 200, 100, 80 bp)
Sekil-7: FHIT geninin 6. ekzonuna ait PZR iiriinleri.
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e

*M:Marker (1031, 900, 800, 700, 600, 500, 400, 300, 200, 100, 80 bp)
Sekil-8: FHIT geninin 7. ekzonuna ait PZR iiriinleri.

*M:Marker (1031, 900, 800, 700, 600, 500, 400, 300, 200, 100, 80 bp)
Sekil-9: FHIT geninin 8. ekzonuna ait PZR iiriinleri.
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*M:Marker (1031, 900, 800, 700, 600, 500, 400, 300, 200, 100, 80 bp)
Sekil-10: FHIT geninin 9. ekzonuna ait PZR iiriinleri.
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Sekil-11: FHIT geninin 7. ekzonuna ait SSCP analiz sonuglarma gore, normal ve farkh

bant dzelligi gosteren 6rnekler (Ok 30M no’lu vakanm farkh bandmi isaret etmektedir) .

Sekil-12: FHIT geninin 9. ekzonuna ait HDA sonuclarina gore, normal ve farkh bant

ozelligi gosteren 6rnekler (Ok 54M no’la vakanm farkh bandinm isaret etmektedir).



Tablo- 9: Malign ve benign hastalarda belirlenen mutasyonlar.

Hasta Ekzon Kodon Baz degigimi Aminoasit Mutasyon ~ Mutasyon Pubmed
No Detigimi Etkdsi Sonucu

M intron 9 5 ag+17nikl, ins A - K - -
™ 7 88 C—-T Ala—Ala ] - -
12M intron 9 5'ng+17nukl. ins A - K - -
30M 7 90 ins A Gin—Thr Ck Stop -
34M 7 88 C—-T Ala—Ala s - -
36M 7 88 C—-T Ala—Ala S - -
43M intron 9 5ug+17n0kl, ins A - K - -
449M intron 9 5ug+17nikl. ins A - K - -
54M 9 146 del T Phe—Phe Ck Stop -
56M  intron 9 5" ug+1 700k, ins A - K - -
58M intron 9 5'ug+1 7okl ins A - K - -
63M intron 9 5up+17nbkl, mns A - K - -
64M 7 88 C—-T Ala—Ala S - -
6B 7 88 C-T Ala—Ala S - -
10B 7 . 88 C-T Ala—Ala S - -

8:8essiz, Ck:Cergeve kaymasi, K:Kodlanmayan, M:Malign, B:Benign.

Tablo-10: Benign ve malign meme hastalarmda FHIT gen mutasyonlarm:mn ileri evre,
aile hikayesi, menaposal durum, oral kontraseptif kallanim: ile iliskisi.

p
llerievre  Aile hikayesi Menaposal durum Oral kontraseptif
(Evre III-IV) kullanim
FHIT mutasyon varhfi  Benign Hasta >0.05 >0.05 >0.05 >0.05
Malign Hasta  >0.05 >0.05 >0.05 >0.05




A)

ERZON 7
Normal Dizi GAT GGC CCC GAA GCC GGA CAG ACT GTG AAG

i
Mutant Dizi GAT GGC CCC GAA GCT GGA CAG ACT GTG AAG
84 85 86 87 88 89 90 91 92 93

ERZON 7
Normal Dizi GAT GGC CCC GAA GCC GGA CAG ACT GTG AAG

!
insA
Mutant Dizi GAT GGC CCC GAA GCC GGA ACA GAC TGT GAA GCA CGT TCA CGT CCA
84 B85 86 87 88 89 90 91 92 93 94 95 96 97 98

TGT TCT TCC CAG GARA GGC TGG AGA CTT TCA CAG GAA TGA
99 100 101 102 103 104 105 106 107 108 109 110 111
sSTOP

B)
EKZON ©-10

Normal Dizi
CTC CAG ABA CAT GAC AAG GAG GAC TTT CCT GCC TCT TGG AGA TCA GAG GAG GAA ATG
117 118 119 120 121 122 123 124 125 126 127 128 129 130 131 132 133 134 135

GCA GCA GAA GCC GCA GCT CIG CGG GTC TAC TTT CAG TGA CAC AG
136 137 138 139 140 141 142 143 144 145 146 147 148 149 150

i
delT

TTC AGT GAC ACA GAT GIT TTT CAG ATC
146 147 148 149 150 151 152 153 154

CTG AAT TCC AGC AAA AGA GCT ATT GCC AAC CAG TTT GAA GAC CGC CCC CCC GCC TCT
155 156 157 158 159 160 161 162 163 164 165 166 167 168 169 170 171 172 173

CCC CAA GAG GAA CTG AAT CAG CAT GAA AAT GCA GTT TCT TCA TCT CAC CAT CCT GTA
174 175 176 177 178 179 180 181 182 183 184 185 186 187 188 189 190 191 192

TTC TTIC AAC CAG TGA
193 194 195 196 187
STOP
47 KODON ONCE STOP KODON OLUSTU.

EKZON ¢ (5'ugt+l7 insaA)
Ileri primer
tactggeetotaatttgeaaattttgttcag tetcececag cccceegaaa tttgttcaag

H
insaA
gagatcccaa gggcecccatga aagagcctet teec ttttttt ttetcecaaag CTCCAGAAAC

ATGACAAGGA GGACTTTCCT GCCTCITGGA GATCAGAGGA GGAAATGGCA GCAGAAGCCG

CAGCTCTGCE GGTCTACTTT CACTGACACA Ggtaaagact gcatttegte att
Geri primer

Sekil-13: A) 7. ve B) 9. ekzonlarda belirlenen mutasyonlarm aminoasit dizilerine
yansimalar: ve sonuglary.
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5. TARTISMA VE SONUC

Meme kanseri kadinlar arasinda en sik goriilen ve klinigi iyi bilinen
malignitelerdendir (246). Bu malignitede genetik degisikliklerin klinife yansimasinin
onemli oldufu disiiniilmesine rafmen, karsinogenezin gesitli evrelerindeki tiimérlerin
davramgindaki genetik degisiklikler ¢ok az bilinmektedir. Son yillarda yapilan sitogenetik,
molekiiler sitogenetik ve molekiiler genetik cahgmalarla kanserin genetik temelleri
aydinlatilmaya baglanmis ve kanserin genetik bir hastalik oldugu sonucuna vanlmgtir,
Gerek Cecener ve ark.’nin (178) ve gerek ise Pazz-y-Mino ve ark.’nin (247) yaptiit
caligmada meme kanserli hasta ve yakinlarinda, kontrol grubu saglikli bireylere goére frajil
bolge ekspresyonunun anlamh gekilde arttig gosterilmigtir. Boylece bu kisilerin meme
kanserine genetik egilimleri oldugu belirtilmigtir (178, 247). Meme kanserli hastalarda
sitogenetik ve LOH analizi ile 3. kromozomun kisa kolunda belirlenen delesyonlann
ozellikle Fra(3)(p14) bolgesinde anlaml artig gosterdigi belirlenmigtir (5, 183, 185, 248).
1996 yilinda Sozzi ve ark. (1) tarafindan akciger kanserlerinde gergeklestirilen molekiler
genetik bir ¢galismada 3p14.2 bélgesinde FHIT adi verilen karsinojenlere hassas bir timér
supressOr genin mevcudiyeti ve bu genin mutasyonlarn belirlenmigtir (1). Daha sonra bu
konuda gergeklestirilen ¢aligmalarda meme, bag-boyun, gastrik, renal, servikal,
endometrium ve pankreas kanserlerinde farkh oranlarda aym gendeki degisimler gesitli
analizler ile gésterilmigtir (107, 169, 172, 191, 245, 249, 250, 251). Cok az ¢ahigmada,
benzer degisimler benign proliferatif meme hastaliklarinda galigiinugtir (4-5, 184, 192).

Bu caligma, FHIT geninin kodlanan bolgelerinde nitkleotid diizeyinde degisimleri
aragtirmaya olanak saglamigtir. Bu amagla, malign ve benign meme hastalarinda FHIT gen
mutasyonlar1 SSCP ve HDA analizleri ile tarandi. 300 bg’lik bir DNA fragmaninda % 90-
95 giivenilirlige sahip HDA analizi ile giivenilirligi % 85-90 olan SSCP yontemi birlikte
kullamilarak degerlendirme yapildi (235, 236). Farkl bant 6zellii gosteren rneklerde
analizler, ikinci kez tekrar edildi. Boylelikle giivenilirlikteki % 5-10°luk sapma oram en
aza indirilmeye ¢aligildi.

Caligmamizda FHIT geninin kodlanan 5 ekzonu (5-9) 16’s1 benign ve 67’si malign
olmak iizere toplam 83 vakada tarandi. HDA ve SSCP analizleri sonucunda farkli bant
oOzelligi g6steren vakalara DNA dizi analizi uygulandi ve 83 vakanmn 15’inde (%18.1
oraninda) farkl tipte mutasyonlar belirlendi.

Literatiirde; meme kanserli hastalarda LOH analizi ile FHIT geninin inaktivasyonu,
bu konuda gahsan aragtineilar tarafindan %20-75 oraninda belirlenmistir (107, 169, 172,
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191, 192, 194, 245, 249-251,). Campiglio M ve ark. (193), meme kanserli hastalanin hem
normal, hemde kanserli meme dokusunda FHIT geninin transkriptlerini RT-PZR yontemi
ile gahgmuglar ve her iki dokuda da LOH analizi ile %31 oraninda FHIT transktiptlerinin
azaldifim belirlemiglerdir. Ahmadian ve ark. (252) ise, primer meme kanserli hastalarda
(6/16) %37 ve DCIS (duktal karsinoma insutu)’lu hastalarda (3/6) %50 oramnda LOH
kaybim belirlemiglerdir. FHIT geninde LOH belirlenen 5 primer invasif kanserin ve
invazyonu olmayan bir DCIS’li hastada 6 normal epitel ve 8 intraduktal hiperplazi gosteren
bolgelerden drnekler alinmis ve normallerin higbirinde LOH belirlenmez iken, intraduktal
hiperplazi olan 6rneklerde (2/8) %25 oramnda belirlenmigtir. Cavalli LR ve ark. (4), 4’i
BRCAL, 1’'i BRCA2 tagtyicis1 olan meme kanserli 5 hastadan alinan 105 benign dokunun
59’unda (%56) FHIT geninde LOH belirlemiglerdir. Panagopoulus ve ark.’nin
cahigmasinda (184) ise, transkripsiyon analizi ile incelenen anormal FHIT transkriptleri
meme karsinomahilanin %30’unda belirlenmigtir. 3 benign atipili hiperplazili hastada da
FHIT geninin homozigot delesyonlari belirlénnﬁstir (184).

FHIT genindeki degigimler; bugiine kadar yapilan bu ¢aligmaninda i¢inde
bulundugu simirh sayidaki galigmada, gesitli kanserlerde DNA dizi analizini kullanarak baz
diizeyinde degerlendirilmigtir. Kwun M Fong ve ark. (253), 102 primer kiigiik hiicre dig
akciger kanserli hastada FHIT gen mutasyonlarim PZR-SSCP, DNA dizi analizi ile
aragtirmuglar ve %3.92 oraminda sekans alterasyonlari belirlemiglerdir. Bu alterasyonlar
ekzon 8’in baglangicinda 13bp’lik delesyon (642-654. niikl) ve tek niikleotidlik
polimorfizmler; nt524 GAA—GAG (Glutamin), nt626 GCC—GCT (Alanin), nt656
CAT—CAC (Histidin) degisimleridir. Gemma A ve ark. (245) ise, 40 gastrik kanserli
hastada yaptiklan ¢aligmada; PZR-SSCP, DNA dizi analizi ile kodon 61°de ACG—ATG
(Thr—Met) mutasyonu adenokarsinomal bir hastada (% 2.5 oramnda) belirlemiglerdir.
Thiagalingam S ve ark. (249) ise; Kolorektal kanserli hiicre hatlarmda % 9.7 oramnda
mutasyon belirlemiglerdir. 2 kanser hiicre hattinda, FHIT geninin 183. kodonunda G—A
(Threonine) ve bir hatta ise 294. kodonunda C—T (Histidine) degigimlerini
belirlemiglerdir. Yanagisawa K ve ark. (254) ise, 41 akciger kanserli hiicre hattinda, FHIT
genindeki degisimleri incelemiglerdir. Kiigiik hiicre digt kanserli hiicre hatlarinda; %29
oraninda heterozigotinin kaybini, SSCP ve DNA dizi analizini kullanarak ise % 9.76
oraninda sekans alterasyonlan belirlemiglerdir. 2 kanser hiicre hattinda; kodon 294°de
CAT—CAC sessiz nikleotid substitiisyonu ve yine iki farkl kanser hiicre hattinda Nt 871
del C degisimlerini agiklamiglardir. Kannan K. ve arkadaglan (255); meme timérlerinde
PZR-SSCP ve DNA diz analizi ile p53 ekzon 5-8, FHIT ekzon 5-9, p16INK4a/p19ARF,
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H-ras ekzon 1-2 bolgelerini taramiglardir. Tiimérlerin %12’sinde p53 mutasyonu, %8’inde
ise FHIT gen mutasyonlan belirlenmigtir; p16INK4a/p19ARF ve H-ras mutasyonu
belirlenmemistir. Bu aragtiricilar, FHIT geninde; intron 8 TTCT—TACT mutasyonunun
ve kodon 123°de ise GAG—GAA (Glu—Glu) sessiz mutasyonunun belirlendigini
agiklamiglardir. Meme tiimorlerinde sekans alterasyonlart ¢aligilan diger bir galigma ise,
Ahmadian ve ark. tarafindan (252) 32 tiimér ve 18 normal hiicre hattinda yapilmigtir.
Tiimor hiicre hatlaninda 524 A—G (ekzon 6), 545 G—A (ekzon 6), 626 C—T (¢kzon 7) ve
656 T—>C (ekzon 8) sessiz polimorfizmlerini %12.5 (4/32) oramnda ve 651 G—T (Ekzon
8 Val—Phe) nokta mutasyonunu %3.1 (1/32) oraninda belirlemiglerdir.

Rosell R ve ark. (256)’mn meme ve akciger kanserli hastalar iizerinde
gergeklestirdigi bir galigmada FHIT, APC ve p16 genlerinde belirlenen polimorfizmlerin,
Taxane ve Vinca alkoloidleri gibi kemoterapi ilaglarina bireysel direncin agiklanmasinda
yardimct olabilecegi ileri siiriiimektedir.

Bu galismada ise; malign hastalarda %19.4 (13/67), benign vakalarda ise %12.5
(2/16) oraninda mutasyonlar belirlendi. 7 vakada 7. ekzonda, 8 vakada 9. ekzonda toplam
4 farkli mutasyon belirlendi. 7. ekzondaki 2 mutasyondan biri, 88.kodondaki C—T baz
degisimi geklinde olup, aminoasit degisimine neden olmadif: igin (Ala—Ala) sessiz tipte
bir mutasyondur. 7. ekzonun 88. kodonundaki bu mutasyon 4 malign (% 5.97) 2 benign
dokuda (%12.5) belirlenmistir. Bizden 6nce FHIT gen mutasyonlarinin analizi ile
gergeklestirilen dort cahigmada (249, 252-254) da bu tip sessiz mutasyonlar gosterilmigtir.
Bilindigi gibi FHIT geni evrim boyunca korunmus olan ve canli olusumu i¢in olmazsa
olmaz 6zellik gosteren bir gendir. Gerek akciBer, gerekse meme tiimorlerinde bu gende
meydana gelen sessiz mutasyonlann aminoasit yapisinda degisime yol agmamas: sebebi ile
bu tip mutasyonlarm bir ¢egit koruma mekanizmas: sagladiklan duginilebilir. 7. ekzondaki
diger mutasyon ise 90. kodondaki Adenin insersiyonudur. Gln(CAG)—>Thr(ACA)
aminoasidine déniigiimiine neden olan bu mutasyon gergeve kaymast tiptedir. Bu degisim
ile meydana gelen niikleotidlerdeki kayma sonucu, 20 kodon sonra stop kodonun
gelmesine neden olmaktadir. 9.ekzondaki mutasyonlardan birinin lokalizasyonu 146.
kodonda olup, diger mutasyon ise ekzonun 5" ucundan 17 nikleotid 6nce lokalizedir. 146.
kodondaki mutasyon Timin delesyonu olup, aminoasit degisimine neden olmamasina
ragmen (Phe—>Phe) niikleotidlerde kayma meydana getirdigi icin 50 kodon sonra stop
kodonu gelmektedir. Ayrica, burada su da belirtilebilir ki bugiine kadar meme kanserinde
FHIT geni ile gergeklestirilen galigmalar arasinda meveut gahgmamizda ilk kez gergeve
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kaymas: tip mutasyonlar belirlenmigtir. Deng FY ve ark. (257) 28 nazofaringeal
karsinomali ve 16 normal nazofaringeal epitel 6rneklerinde FHIT gen mutasyonlarim
taramglar ve FHIT geninde literatiirde ilk kez ¢ergeve kaymas tipte mutasyon
belirlemiglerdir. Belirlenen ¢ergeve kaymasi mutasyon 5. ekzonda belirlenmigtir. Zhao
XR ve ark. (258), Peutz-Jeghers sendromiu 15 hastada FHIT gen mutasyonlarim tarammslar
ve bir hastada 62. kodonda (6. ekzon) prematiir protein olugumuna neden olan, ¢ergeve
kaymast mutasyon etkisine sahip Guanin insersiyonu belirlemiglerdir. Bu mutasyon
literatiirde 2. belirlenen gergeve kaymasi tip mutasyondur. Bu sendromdan etkilenen
hastalarin %35’ inde meme, pankreas, serviks, tiroid ve mesane tiimorleri
gelisebilmektedir.

9.ekzondaki diger degisim ise 9. ekzonun baglangicindan 17 niikleotid 6nce
yapiya giren Adenin insersiyonudur. Bu galigmada belirlenen mutasyonlar daha 6nce
literatiirde belirlenmemis yeni mutasyonlardir. Ayrica, mevcut ¢aligma Tiirk toplumunda
yapilan itk ¢aligmadr,

FHIT geninin fonksiyonunun kaybi, hiicre bilyiimesinin kontroliinde ciddi sorunlara
yol agarak kanser gelisimine neden olmaktadir. FHIT geni inaktivasyonu kanser
gelisiminin farkh evrelerinde meydana gelebilir. Erken donemde prekanserdz lezyonlarda
veya kanserin geg evrelerinde etkili olabilmektedir. Onceki galigmalarda, akciger, serviks
ve 6zefagus tiimorierinde kanser gelisiminin ¢ok erken dénemlerinde prekanser6z
lezyonlarda dahi FHIT geninin inaktivasyonu belirlenirken (173, 186, 198), meme
karsinomlaninda ge¢ evrelerde inaktivasyon belirlenmigtir (193, 194). Ancak, son yillarda
yapilan ¢ahsmalar 3p delesyonlarinin meme karsinogenezinde erken dénemde meydana
geldigini gostermis bulunmaktadir (4, 5, 184,192). Hayashi ve arkadaglan 61 primer
meme kanserli hastay: inceleyerek FHIT transkriptlerindeki anomalilerini
degerlendirdiklerinde tiimoriin erken dénemde olugmasim sagladi: yoniinde bulgular elde
etmiglerdir (108). Ozellikle 2004 yilinda yaymnlanan son makalelerden birinde, meme
hastalarinda meme glandlarinda meydana gelen morfolojik degisikliklerden daha 6nce
FHIT geninin kaybimn olugtugu, bu durumun 6ézellikle BRCA mutasyon tagiyrcilaninda
erken genetik kanit olabilecegi vurgulanmaktadir (4). Bu ¢aliymada elde edilen bulgulara
gobre benign ve malign hastalarda benzer oranda (%19.4 ve %12.5) mutasyon belirlenmesi
son yillarda yapilan ¢alismalan destekler nitelikte goriinmesine ragmen, benign vakalarda
belirlenen mutasyonlarn sessiz tipte olmasi bu iligkinin agiklanmasin: zorlagtirmaktadur.
Bu nedenle, benign vaka sayisimn arttirilarak iligkinin ileri caligmalarla degerlendirilmesi
gerekebilir.
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Literatiirde FHIT genindeki degisimlerin aile hikayesi ile iligkili oldugunu
vurgulayan aragtiricilar oldugu gibi (4, 259), iligkili olmadifim agiklayan aragtinicilarda
mevcuttur (108, 260). Bu ¢aligmada ise, mutasyon belirlenen malign hastalanin %
38.5’inde, benign hastalann ise ikisinde de meme kanseri aile 6ykiisii mevcut idi. Aile
hikayesi pozitif mutasyon tagtyan 5 malign vakamn 4’tinde ve 2 benign vakada meme
kanseri hikayesi birinci derece akrabalaninda idi. Ancak, FHIT gen mutasyonlannn varlif
ve aile hikayesi arasindaki iligki istatistiki olarak degerlendirildiginde bir anlamlilik
belirlenemedi (p>0.05).

Ginestier C ve ark.(261) ve Guler G ve ark. nin (262) immiinohistokimyasal
yontemler kullanilarak gergeklestirdikleri caligmalarda, FHIT gen alterasyonlariin meme
kanserli hastalarda ileri evre ile iligkili oldugu belirtilmektedir. Bu konuda ¢ahsan diger
aragtiricilann higbiri, bu iligkinin anlamlih@im istatistiksel olarak gosterememiglerdir(261,
262). Bu ¢ahismada ise FHIT gen mutasyonlan ve ileri evre iligkisi incelendiginde, ‘
mutasyon belirlenen 13 malign vakadan sadece ikisinin evre 3 oldugu, diger vakalarn
evrelerinin 1 ve 2 oldugu tespit edilmigtir. Dolaysiyla; bulgular FHIT gen
mutasyonlarinin varh@ ile ileri evre arasinda iligkinin olmadigim gostermektedir. Ayrica,
cergeve kayma mutasyon etkisi ile premature protein olugumuna neden olan 7. ekzon 90.
kodon insA mutasyonuna sahip 30. vaka evre ITA’dir. Yine aym etkiye sahip, 9. ekzon
146. kodon delT mutasyonunu tagiyan 54. vaka ise evre IIB’dir. Bu iki patojenik
mutasyona sahip vakalann ileri evreli olmamasi da FHIT gen mutasyonlan ve ileri evre
iligkisini desteklememektedir.

Sonug olarak, ¢aliymamiz Tirk populasyonundaki meme hastalarinda FHIT gen
mutasyonlarinin 7. ve 9. ekzon bélgelerinde yogunlagtigim gostermektedir. Bulunan
sekans degisimleri daha énce belirlenmemis degisimlerdir. Ayrica, bu ¢aligmada meme
kanserinde 2 adet gergeve kaymasi tipte mutasyon ilk kez belirlenmigtir. Ancak, FHIT
mutasyonlar ile prognoz arasinda bir iligki belirlenememigtir. Bu yiizden, meme
hastalarinda erken evre ve kétii prognozu degerlendirmek igin, FHIT gen mutasyonlannin
yaninda p53, Rbl, BRCA1, BRCA2 gen mutasyonlannin ve HER2, c-myc, ras, ER gibi
onkogen ekspresyonlarimn birlikte degerlendirildigi ileri ¢aliymalar planlanmalidir.
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