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OZET

BRCAL ve/veya BRCA2 genlerinin kalitsal mutasyonlarini tasiyan bireylerin
meme ve over kanserleriyle birlikte prostat, kolon, serviks gibi diger organ
kanserlerine de yatkinhiga sahip olduklari bilinmektedir. Daha ©nce anabilim
dalimizda yapilan bir arastirmada yuksek risk grubu 75 meme ya da over kanserli
bireyde BRCA1 ve BRCAZ2'nin tim kodlayici eksonlarinda mutasyon analizi DGGE
yontemi ile yapilmistir. Her iki gende yanlis anlamli mutasyonlar, polimorfizmler ve
intronik bolge degisimlerinin yan1 sira BRCA1 geninde H513L, H816P, S1577Y
degisimleri, BRCA2'de S326R, G258P, E2903K ve N2742S degisimleri olmak tzere
biyolojik acidan tam olarak 6énemi bilinmeyen yedi tane ilk defa goriilen mutasyon
saptanmistr. ilk defa tanimlanan bu degisimlerin polimorfizm veya isleve yonelik
mutasyon olup olmadiginin arastirilmasi gerektiginden bu calismada, ailesinde
herhangi bir kanser 6ykist bulunmayan ve polimorfizm amacgl:i arastirmalarda
kullanilmig olup saklanan 150 saglikli bireyden olusan kontrol grubu DNA'lar1
kullaniimistir. Once bu DNA’larin PCR yontemiyle amplifikasyonlar: yapilmis daha
sonra DHPLC yontemiyle tim degisiklik gorilen eksonlari taranmis, degisik piklerin
goruldigl ornekler dizi analizine alinmigtir. Yapilan analizlerde her iki gendeki 7
degisimin 150 kontroliin higbirinde bulunmadigi gorulmistir. Bunun sonucunda,
onceki arastirmada bulunmus bu mutasyonlarin Tirk toplumunda meme ve over
kanseri icin yeni bir hastalik yapici mutasyon olabilecegi varsayilmaktadir.

Yapilan bu arastirma sonucunda hasta bireylere hekimi ile birlikte mutasyon igin
bilgi ve genetik danisma verilmesi, daha sonra ailedeki erkek/kadin yuksek risk
grubundaki bireylerin patojenik mutasyon tasiyicisi olup olmadiklarmin belirlenmesi,
alinabilecek onlemler agisindan 6nemlidir. BOylece hasta ya da incelenecek tasiyici
bireylere yonelik genetik danigsma verilebilmesi, dolayisiyla da hastaligin
onlenmesine katki saglanabilmesi planlanmistir. Ayrica bu bulgular, diinyada ilk defa
gorulen mutasyonlar ile literatiire ve daha sonraki calismalara 1s1k tutmasi agisindan
katki saglayacaktir.

Anahtar kelimeler: BRCA1-BRCAZ genleri, mutasyon analizi



ABSTRACT

It is known that, BRCAl and /or BRCA2 genes’ mutation carriers have
predisposition to breast and ovarian cancers as well as other organ cancers such as
prostate, colon, and cervix. In the previous study, which was performed in our
department, all coding exons of both genes were screened by DGGE. In addition to
various nonsense, missense mutations, polymorphisms, and intronic regions changes,
seven novel missense mutations including H513L, H816P, S1517Y in BRCA1 and
S326R, G258P, E2903K, N2742S in BRCA2 had been identified. In order to
contribute to determine if these unclassified variants are pathogenic, DNA samples
of 150 healthy individuals without a known cancer history in the family were
screened in this study for these seven novel missense mutations. These DNA samples
were recruited from archives of previous polymorphism studies. DNA amplifications
were performed by PCR and mutation screenings were done by DHPLC techniques.
Peak patterns suggestive of a change in DNA fragment were considered for
sequencing analyses. Analyses revealed that none of the 150 DNA samples have any
change in the screened seven fragments. As a result, it is assumed that these seven
mutations might be novel pathogenic mutations described in Turkish population.

In conclusion, it is crucial that these carriers to be informed about the mutation and
provided with appropriate genetic counseling with their physicians and genetic
testing should be offered to high risk individuals (men/women) in the family. So that,
it would be possible for other family members to have genetic counseling and
contribute to disease prevention. On the other hand, these findings would contribute
to current literature with the novel findings and shed light on future researches.

Keywords: BRCAL-BRCAZ2 genes, mutation analyses
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GIRIS VE AMAC

Meme hastaliklari ile ilgili ilk yazili kayitlara eski misirda rastlanmstir. Teb
sehrinde 1862 yilinda Edwin Smith tarafindan bulunup okunan bu papiruslar M.O.
3000 yillarina aittir. Kirk sekiz vaka iceren bu papiruslarda apse, travma, infekte
yaralar, meme ve diger timorler hakkinda bilgiler verilmistir. Hipokratin meme
kanserinin cerrahiden vyarar gormez tavsiyesi, hekimleri meme kanseri ile
ugrasmaktan bir sire alikoymustur. iskenderiye okulunun yetistirdigi en 6nemli
cerrah Leonides (M.S. 100) tarihte ilk defa meme kanserini mastektomi ve aksiller
kiiraj ile tedavi eden hekimdir (1).

Kadinlar arasinda kansere bagli 6lum sebepleri iginde meme kanseri ilk
siralarda yer almaktadir. Genetik ve genetik olmayan faktorlerin etkilesiminin neden
oldugu kompleks, multifaktoriyel bir hastaliktir. Bu nedenle meme kanserleri ile
ilgili etyolojik ve prognostik ¢calismalar 6nem kazanmaktadir. Over kanseri ise kadin
genital kanserleri icinde 6nemli bir yer tutmaktadir, ¢ciinkl en ¢ok 6liime neden olan
kanser over kanseridir. Yine 0lime neden olma agisindan genel kanserler iginde
meme, bagirsak ve akciger kanserinden sonra dorduncl sirayr almaktadir. Over
kanseri tum genital kanserlerin %20-25’ini olusturur.

Genetik yatkinlik meme/over kanseri gelisimi riskini artiran faktorlerden
birisidir. BRCA1 ve BRCA2 bu kanserlerin gelisiminde en siklikla ailesel yatkinligi
isaret eden genler olarak degerlendirilmektedir. BRCA1 ve BRCA2 genlerinde
mutasyon varliginda meme/over kanseri daha erken dénemde gorilmektedir. Bu
mutasyonun tasiyicilarinda tim hayati boyunca meme kanseri gorilme riski %60-85
iken, over kanseri goriilme riski %10-40 arasindadir.

Gunimizde meme ve over kanserlerinin gelismindeki genetik ve epigenetik
mekanizmalarla ilgili hala belirsizlikler bulunmakta, hangi mutasyonlarin kanserin
ilk basamaklarmi olusturdugu konusunda oldukca yogun arastirmalar yapilmaktadir.
Ayrica Ulkemizde, ilk ¢aglardan itibaren birgok medeniyetlerin yer almasi nedeni ile
genetik olarak populasyon cesitliligi bulunmaktadir. Bunun igindir ki, tlkemizde
meme ve/veya over kanserli hastalarda yapilan BRCA1 ve BRCA2 genlerine ait
mutasyon arastirmalarinda, Turk toplumuna 6zgl sayilacak kurucu bir mutasyon
bildirilmemistir.

Bizde bu calismamizda, 6nceki arastirmada ilk defa tanimlanan 7 farkl:
degisimin polimorfizm mi veya isleve yonelik mutasyon mu olup olmadigmni,
ailesinde herhangi bir kanser 0ykust bulunmayan 150 saglikl bireyde arastirmayi
amacladik. Yapilan analizler sonucu bu 7 degisimin 150 kontrol bireyde bulunup
bulunmadigina gore, bu mutasyonlarin Tlrk toplumunda ve diinyada meme ve/veya
over kanserleri icin yeni hastalik yapici mutasyonlar olup olmadig: saptanabilecektir.



GENEL BIiLGIiLER

Kanser, hicrenin temel dlzenleyici mekanizmalarindaki patolojilerden
kaynaklandig: icin, 6zellikle molekiler ve hiicresel diizeyde degerlendirilmesi
gereken bir hastaliktir (2). Son yillarda yapilan yogun arastirmalar hcre
proliferasyonu ve hiicre 6lumani kontrol eden genlerdeki mutasyonlarin kanserden
sorumlu oldugunu gostermistir. Kanserdeki mutasyonlari diger mutasyonlardan farkl
yapan, mutasyonlarin gicli bir sekilde hiicresel proliferasyona ve uzun bir hicresel
yasam igin pozitif bir seleksiyona yol agmasidir. Hucre proliferasyonunu artiran
mutasyonlar oldugu gibi, tim genomun kararliligin1 etkileyerek DNA ya da
kromozom dizeyinde mutasyon oranini artiranlar da vardir. Bu yiizden kanserin
gelismesi birbirini izleyen degisiklikler sonucu giderek malign sekle donlsen ¢ok
asamalt bir strectir (2,3).

WHO ve IARC’in (International Agency for Research on Cancer) ortak
raporuna goére her yil dinyada 1.000.000 kadinda meme kanseri gelismekte ve
370.000 kadin ise bu hastaliktan 6lmektedir. Sadece Avrupa’da her yil 340.000 yeni
meme kanseri olgusu gézlenmektedir. ABD’de ise yilda 184.000 yeni meme kanseri
gOzlenmekte olup, akciger kanserinden sonra tim kanser Olumleri arasinda %18
siklikla ikinci 61im nedeni olarak bildirilmektedir. Dinyada meme kanseri goriilme
siklig1 yillik ortalama %0,5 oraninda artmaktadir. Ancak, gorilme sikhigindaki bu
artisa karsin, gelismis bati Ulkelerinde mortalite oraninda az da olsa gerileme
g6zlenmektedir (3).

Dinyada yapilan epidemiyolojik calismalarin sonuclarina gore, kanser
turlerindeki  farkhliklarin toplumlara gore degistigi gosterilmistir.  Ornegin,
Japonya’da mide kanseri Amerika Birlesik Devletleri’ndekine gore 7-8 kat fazla,
Belgika’da akciger kanseri Japonya’dakine gore 3 kat, malign melanoma Yeni
Zelanda’li beyazlarda izlanda’lilardan 6 kat daha sik gorilmektedir (4).

Tirkiye’de meme kanseri kadinlarda en yaygin gorilen kanser tiridir ve 1980-
1995 yillar1 arasinda gorulme orant %11,5’den %14,9’a yukselmistir ve tim kanser
turlerinin  yaklasik %’0n0 olusturmaktadir (5). Saglhk Bakanhgr 1999 vyili
istatistiklerine gore tum kanser tirleri icinde meme kanserinin gortilme orani1 %24.1
dir. Meme kanserinden 6lim orani kadinlarda %5,94’tlr ve meme kanseri en fazla
55-64 yaslar arasinda 6lime neden olmaktadir (6). Diger taraftan meme kanseri
sadece kadinlara 6zel bir hastalik degildir. Tim meme kanserlerinin yaklasik %1’i
erkeklerde gortlmektedir. Meme kanseri erkeklerde gorulen tim kanser cesitlerinin
%0,2’sinden ve Olumlerin ise %0.14’inden sorumludur. Turkiye'de en sik gorilen 5
olim sebebinin 1965'ten baslayarak yillar igindeki seyri incelendiginde kanserin,
1990'a kadar kalp ve damar sistemi hastaliklar: ve enfeksiyon hastaliklarindan sonra
en sik gorulen 3. 6lim sebebi iken 1990 yilindan itibaren kontrol altina alinan



enfeksiyon hastaliklart nedeni ile en sik gorilen 2. 6lum nedeni haline geldigi
gorulmektedir (6-10).

Over kanseri kadin genital kanserleri icinde 6nemli bir yer tutar, ¢unki en gok
0lime neden olan kanser over kanseridir. Yine 0lume neden olma agisindan genel
kanserler icinde de meme, bagirsak ve akciger kanserinden sonra dordincu sirayi
alir. Over kanseri tim genital kanserlerin %20-25’ini olusturur. Tum kadinlarin %1-
2’sinin hayatinin bir doneminde over kanserine yakalanacagi hesaplanmistir (11).

Genetik yatkinlik meme ve/veya over kanseri gelisimi riskini artiran faktorlerden
birisidir. BRCAL ve BRCA2 bu kanserlerin gelisiminde en siklikla ailesel yatkinligi
isaret eden genler olarak degerlendirilmektedir. BRCA1 ve BRCA2 genlerinde
mutasyon varhginda meme ve/veya over kanseri daha erken donemde gorilmektedir.
Bu mutasyonun tastyicilarinda tim hayati boyunca meme kanseri gorilme riski
%60-85 iken, over kanseri gortlme riski %10-40 arasindadir (12).

2.1. Memenin Anatomisi

Erigkin bir kadinda meme glandi, genellikle 6n gogus duvarmin ytzeyel pektoral
fasyasmnin yizeyel ve derin tabakalar1 arasinda bulunur. Memeler 2. ile 7. kaburgalar
arasinda yer alirlar. Memenin Ust-dis kadrani diger kadranlara nazaran ¢ok daha fazla
glandiler elaman igerdigi icin bu kadranda selim ve habis meme timdrleri daha sik
gorulir. Meme dokusunun koltuk altina dogru bir uzantisi vardir. Buna “Spence’nin
aksiller kuyrugu” denilir. Bu yap1 derin fasyay: Langer deligi olarak adlandirilan bir
araliktan gecerek aksillaya kadar uzanir. Memenin yukari asag: ¢ap: ortalama 10-12
cm ve santral bolgede maksimum kalinligi 5-7 cm. dir. Memenin ¢aplari ve sinirlart
kadindan kadina degisebilecegi gibi ayn1 kadinda da gebelik, emzirme, sismanlama,
zayiflama ve yaslilik nedeniyle farklilik gosterebilir. Meme baslarinda gelismis cilt
papillalar1 ve yag bezleri vardir. Kil folikili bulunmaz. Areolada ise kil folikulleri,
yag bezleri ve aksesuar areolar bezler bulunur. Bu bezler areolada kugik kabartilar
halinde goéralurler (Sekil 2.1.).
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Sekil 2.1. Meme dokusunun tabakalar1 (13).

Memede meme dokusundan cevreye dogru uzanan dis gibi fibroz c¢ikintilar
mevcuttur. Ilk defa Sir Astley Cooper tarafindan tarif edildigi icin bu fasyal septalar
Cooper ligamanlar1 olarak isimlendirilmiglerdir. Bu ligamanlar yiizeyde yizeyel
fasyanin yiizeyel tabakasi ve derinde de yuzeyel fasyanin derin tabakasina ve
pektoral fasyasina yapisiktir. Meme kanserinde hastalik ilerledikge bu fibroz
ligamanlarda kisalma ve anormal bir gekilme ortaya ¢ikar. Bu durum 0zellikle meme
kanserinin 6nemli bulgularindan biridir. Gelismis meme; asinusler, duktuslar ve
stromal elamanlardan olusmustur. Asiniisler memenin salg: yapan birimidir. Icleri
kiiboid veya silindirik epitel ile doselidir. Dis1 ise bag dokusu, kan ve lenf damarlar1
ile sarilidir. Asindsler bir araya gelerek lobulisleri, lobilislerde loblar: olusturur.
Epitelyal parankim ise her biri ayr1 bir salg: kanali ile meme basina agilan 15-20
lobdan olusur. Her lobda 20-40 kadar lobul igerir. Yani her duktus bir meme lobunu
ve 20-40 kadar lobuli drene eder. Her bir lobulde toplayici duktus gevresinde
gruplasmis sayilari 10 ile 100 arasinda degisen asinusler bulunur. Lobuller meme
glandmin esas yapisal birimini olustururlar. Geng kadinlarda sayilar: fazla ve buyik
gorunimdedirler. Menapozdan sonra ise lobullerin sayisi azahr ve her biri yalnizca
birkag asini iceren kiguk Uniteler sekline donustrler. Memede sit kanallar: sistemi
asinuslerin birleserek terminal duktus ad: verilen bir kanala agilmasiyla baslar
(Sekil 2.2.).
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Sekil 2.2. Memede siit kanallari sistemi (13).

Terminal duktusun biri lobtl iginde (intralobller segment) ve digeri lobul
disinda (ekstralobiiler segment) olmak tzere iki bolimi vardir. Birkag lobalin
terminal duktuslarinin birlesmesi ile laktifer duktus olusur. Bu duktuslar birbirlerine
yaklasarak meme basina dogru ilerler ve meme basmin altinda laktifer sinus olarak
isimlendirilen bir genisleme gosterirler. Bu laktifer sinusler ampulla ad1 verilen gok
katl: yass1 epitel ile ortili son kisim ile meme basindan disar1 agilirlar. Aktif
olmayan bir memede ampulla dokilmus epitelyum hticrelerinin artiklariyla doludur
ve bunlar duktus agizlarmni bir tikag gibi kapatirlar. Her bir lobu drene eden laktifer
duktuslarin ¢ap1 2-4 mm. ve sub areolar bélgedeki laktifer sinuslerin ¢cap: da 5-8 mm.
dir (13).

2.2. Ovaryumun Anatomisi

Her bir ovaryum 4x2 cm. boyutlarinda, badem bigiminde olup, ligamentum
latumun arka yapragina mesoovaryum vasitasiyla tutunur. Genellikle uzun ekseni
vertikaldir, fakat uterus ve ligamentum latum uterinin hareketlerine uyar ve yer
degistirebilir.

Ovaryum genellikle yanibasindaki pelvis lateral duvarinda fossa ovarica olarak
bilinen ufak cukurda yer alir. Bu gukuru Ustten dis kalca damarlari, arkadan da Ureter
ve i¢ kalca damarlart smirlar (Sekil 2.3.). Obturator sinir ise cukurun dibini
caprazlayarak seyreder. Bununla birlikte ovaryumun pozisyonu son derece
degiskendir ve cogunlukla arkadaki douglas cukuruna dogru sarkmis durumdadir.
Gebelik suresince blytyen uterus, ovaryumlari yukariya karin bosluguna dogru iter.
Dogumdan sonra gevsemis olan ligamentum latum uteri, ovaryumun pelvis ig¢inde
¢ok degisik konumlarda bulunmasina imkan verir.



Tunica albuginea ovaryumlar: saran ince fibréz bir kapsuldir. Bu kapsul
disaridan epitelyum germinatum denilen tek Kkatli kibik epitelle 6rtalmistdr.
Epitelium germinatum sadece peritonun degisiklige ugramis bir alamdir ve
mesoovaryuma tutunma kenar: olan hilum ovaride genel peritona 6zgi yassi
mezotele donusur (14).

Puberteden 6nce ovaryum yuzeyi dizdur, fakat puberteden sonra gergeklesen
corpus luteum dejenerasyonlar: ile hizla purttklu bir hale gelir. Menopozdan sonra
ise ovaryum kucullr ve yiizeyi skar dokusunun neden oldugu kuguk gukurcuklarla
dolar. Ovaryumlar yetigkin ve sekslel agidan olgunlasmis kadinda, kadin germ
hicresi olan ovumun, kadin cinsiyet hormonlari1 olan 6strojen ve progesteronun
uretilmesinden sorumlu organlardir (15).
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Sekil 2.3. Ovaryumun anatomik yerlesimi (15).

2.3. Memenin Histopatolojik Ozellikleri

Meme kanserlerinin histopatolojisine bakildiginda; %90’ min duktus epitelinden,
%10’unun lobul epitelinden koken aldigi gorilmektedir. Meme karsinomlarinin
mamografik gorintlsu dizensiz ve belirsiz simirh bir Kitledir. Adenokarsinomlar
malign meme tumarlerinin 6nemli bolumund olusturur. Bunlar memenin terminal
duktal lobuler tnitesinden kdken alir. Meme karsinomlar: histolojik olarak in situ ve
invaziv karsinomlar olmak (izere iki ana gruba ayrilir (16). in situ karsinomda malign
epitelyal hicreler bazal membranla c¢evrili duktus ve asinuslar i¢inde smirli iken
invaziv karsinomda neoplastik hticreler bazal membrani asarak stromaya invazyon
gostermektedir. Bu nedenle invaziv karsinomlar, lenfatik ve kan damarlarmi invaze
ederek bolgesel lenf dugtmlerine ve uzak organlara metastaz yapabilme yetenegine
sahiptirler. Invaziv meme karsinomlar1 morfolojik olarak birbirinden farkl: fenotipik
Ozellikler gosterebilen timorlerdir. Bunlarin bazilarmin klinik ve prognostik agidan



karakteristik dzellikleri vardir (17). invaziv meme karsinomlarinin en sik gériilen tipi
invaziv duktal karsinomdur. %70-80 oraninda gorulmektedir.

Histopatolojik smiflamada, timor hicrelerinin sitolojik 6zelliklerinin yaninda,
olusturduklar: yapisal olusumlar da géz 6niine alinmaktadir. In situ komponentte
degisik oranlarda invaziv karsinoma eslik edebilir. Bu iki komponentin morfolojik
Ozellikleri her zaman birbiri ile paralellik géstermeyecegi icin invaziv komponentin
tip tayini in situ komponentten bagimsiz olarak yapilmalidir. Meme karsinomlarinin
evrelendirilmesi, timor blyuklugi, bolgesel ya da uzak yayilim ve nodiler yayilim
Ozelliklerine gore yapilir. Guniimuzde evrelendirmede genellikle kullanilan TNM
(TUmor-nodil-metastaz) sistemi UICC (Union International Cancer Center) ve AJCC
(American Joint Committee on Cancer) tarafindan bigimlendirilmistir. Meme
karsinomlarinin histolojik smiflandiriimasinda en ¢ok Diinya Saglik Orgiitii (WHO)
tarafindan 6nerilen siniflama kullaniimaktadir (Cizelge 2.1.) (18).

Cizelge 2.1. WHO’ ya gore meme kanserinin histopatolojik siniflamasi (18).

1.In situ karsinom

-In situ duktal karsinom
-In situ lobuler karsinom

2.Invaziv karsinom

-Invaziv duktal karsinom
-Invaziv lobuler karsinom
-Tubuler karsinom

-Invaziv kribriform karsinom
-Meduller karsinom
-Miisin6z karsinom

-Invaziv papiller karsinom
-Invaziv mikropapiller karsinom
-Apokrin karsinom
-Sekretuar (juvenil) karsinom
-Adenoid kistik karsinom
-Metaplastik karsinom
-No6roendokrin karsinom
-Inflamatuar karsinom

2.4. Ovaryumun Histolojik Yapis1 ve Histopatolojik Ozellikleri

Ovaryum, gevsek bag dokusu igcinde damarlardan zengin bir yap1 gdsteren bir
medullar bolge ile oosit iceren ovaryum follikillerinin bol miktarda bulundugu bir
kortikal bolgeden meydana gelir. Korteks ile medulla bolgeleri arasinda kesin bir
smir gorilmez. Embriyonik hayatin birinci ayindan sonra, primordiyal germ
hcreleri (oogonyumlar) vitellus kesesi endodermi iginde ortaya ¢ikarlar. Bu hiicreler
genital kabarti bolgesine go¢ ederken birkac defa mitoz bolinme gegirirler.
Oogonyumlar olusacak ovaryum korteksi i¢inde toplanirlar. Mitoz bélinmeler fetal
hayatin besinci ayina kadar devam eder. Bu zamanda her bir ovaryum 3 milyonun
Uzerinde oogonyum igerir. Fetal hayatin ti¢uincii ayindan itibaren bazi oogonyumlar
birinci mayoz bolinmenin profazina girerler ve primer oositler haline donusurler.



Insan fetusunda bu islem gebelik siirecinin yedinci aymin sonuna kadar tamamlanr.
Bu dénem iginde bir ¢cok primer oosit atrezi denilen bir dejeneratif sure¢ sonucunda
ortadan kaybolur. Korteks bolgesinin  stromas: karakteristik igsi  sekilli
fibroblastlardan meydana gelir. Bu hicreler hormonal uyarilara karsi diger
organlardaki fibroblastlardan farkl: bir yanit olustururlar.

Ovaryum folikulleri korteksin stromasi i¢inde yer alir. Bir folikil bir ya da daha
fazla tabaka olusturmus folikul hucreleri ile cevrili bir oositten meydana gelir.
Folikiler gelisimin birka¢ safhasi vardir. Erigkin normal bir gen¢ kadmin iki
ovaryumundaki toplam folikul sayis1 tahminen 400.000 kadardir. Menapozdan sonra
foliklllerin sadece kuguk bir kismi kalir. Her menstriel siklusta ovaryumlar
tarafindan genellikle sadece bir ovum serbest birakilir. Bir kadmin dogurganlik
streci ortalama 30-40 yil kadar devam eder, bu sire igerisinde sadece 40 kadar
yumurta hticresi serbest birakilir. Geri kalan foliktllerin tumu oositleri ile birlikte
olgunlagmadan atreziye ugrar ve dejenere olur (19).

Over kanseri her yasta gorllebilmektedir. Ortalama goérilme yas1 ise 55°dir.
Hastalik 30 yasindan Once seyrek gorilirken, yasla birlikte artan bir risk s6z
konusudur. Hastalik en sik 75-79 yaslarinda gorilmektedir. Genel anlamda over
kanserlerinin % 90’mnin epitel over kanseri oldugu disunulduginde yas araligini
blyik oranda epitelyal over kanserinin etkileyebilecegi yorumu yapilabilmektedir.
Over tumorleri sasirtict derecede farkli patolojik 6zelliklere sahiptir. Bu farklilik
normal overi olusturan ¢ hucre tipine baglanabilir: multi potansiyel ylizey orticu
epiteli, totipotansiyel germ hiicreleri ve multipotansiyel seks kord stromal hiicreleri.
Yizey epitelyum kokenli timorler, tim birincil over tumérlerinin blyuik bir
bolumant ve malign tiplerin ise, hemen hemen %90’ m1 olusturmaktadir. Germ
hicreli ve seks kord stromal tumorleri daha az sikhkta gorulir ve tim over
timorlerinin %15-20’sini, malign olanlarin ise %10’undan azini olustururlar. Cesitli
over neoplazmlarmin tireyisi ve sikliklar ile yas dagilimina iligskin veriler Cizelge
2.2. de verilmistir (20).

Cizelge 2.2. Cesitli over neoplazmlarinin tiireyisi ve sikliklari ile yas dagilimina iliskin veriler (20).

KOKEN YUZEY EPITEL GERM HUCRE SEKS KORD OVERLERE
HUCRELERI STROMA METASTAZ
Overyal %65-%70 %15-%20 %5-%10 %5
sikhk
Habis over | %90 %3-%5 %2-%3 %5
timdorlerinin
bir kism
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Overin epitelyal karsinomlarinin, yuzey epitelinin neoplastik transformasyonu
ile gelistigi ileri surilmektedir. Histogenezin tam mekanizmas: bilinmemekle
birlikte, devaml: ovulasyon sonucu germinal epitelin stroma igine gomulmesi ile
epitelyal inklizyon kistlerinin olustugu hipotezi ileri surilmektedir. Ortaya ¢ikan
onkojenik uyarilarin etkisi ile bu epitelin malign transformasyon gecirdigi
dustnulmektedir. Ancak normal epitelin dogrudan invaziv kansere mi donustugu,
yoksa benign ve/veya borderline neoplaziler gibi ara basamaklardan mi gegtigi
bilinmemektedir. (Sekil 2.4.) (21).
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Sekil 2.4. Overin epitelyal kanserlerinin gelismesinde (¢ olas1 yol (21).

Yapilan ¢calismalarda karsi overinde epitelyal timoér bulunan hastalarin, diger
overlerinin yizey epitellerinde ve inkliizyon kistlerinde %92 oraninda hiperplastik ve
metaplastik degisiklikler saptanmis ve bu degisikliklerin genellikle bilateral olan
over kanserinin gelisiminde potansiyel rolleri olabilecegi ileri strtlmustir. Histolojik
olarak yuzey epiteli ve inklizyon Kkistlerindeki bu degisimlerin benign
kistadenomlara benzerlik gosterdigi distinilmektedir (22-23)

Over kanseri i¢in tanimlanan bir ka¢ risk faktoru vardwr. Bunlar iginde en
onemlilerinden ikisi dogum yapmamis olma ve ailesel Gykudir. Evlenmemis
kadinlar ile az dogum yapmis kadinlarda yiksek bir karsinom insidansi s6z
konusudur. Ilging olan taraf, oral kontraseptiflerin uzun siire kullanimi riski bir
dereceye kadar dlstrmektedir (24).

2.5. Meme ve Over Kanserlerinin Molekuler Biyolojik ve Genetik Ozellikleri
Kadinlarda, kansere bagli 6lim sebepleri icinde meme kanseri ilk siralarda yer
alir. Bu nedenle meme kanserleri ile ilgili etyolojik ve prognostik caligsmalar 6nem
tasimaktadir. Prognoz, tedavi sonras: tekrarlama zamanina kadar gecen hastaliksiz
siire, hastaliksiz ve hastalikli toplam sagkalim suresi ile degerlendirilmektedir.



Prognozu belirleyen pek ¢ok neden vardir. Bunlarin iginde en 6énemli olanlardan biri,
hastaliga yakalanildigi donemdeki evre, yani vicuttaki yayilma derecesidir. Diger
prognostik faktorler ise, timorin kendi 6zellikleridir (25).

Meme kanserlerinin yaklasik %40°inda primer timor ¢ikarildiktan yaklasik 10
yil sonra hastaligin tekrar etmesi kok hicrelerin varhgini gostermektedir. Insan
meme hicrelerinin yenilenmesi ve farklilasmasinda kullanilan sinyal mekanizmalari
hakkinda bilinenler azdir. Meme epitel kdk hucrelerinin tg¢ farkli populasyondan
olustugu bilinmektedir. 1) Bitun epitel hicrelerini olusturma kapasitesine sahip olan
kok hucreler; 2) Salgilama lobillerini olusturan hicreler grubu; 3) Dallanan
duktuslara donusebilen oncul hiicre grubudur. Meme epitel kok hicreleri alt1
bélinmeden sonra hicresel yaslanma gecirirler. Duktus ya da lobul olusturma, duktal
gelisimde artis, duktal lateral bosluklarda artis gibi kararlar kék hiicre otonom
mekanizmalar:1 tarafindan alinir. Premalignant hiperplastik alveolar nodiller ve
meme timorleri tek bir klonojenik éncul hiicreden kdken alirlar (26). Meme kok
hlicresinde mutasyon oldugunda, bu mutasyonu bitun ogul hiicrelerine gegirebilir ve
bu da normal ve mutant hicrelerden olusan kimerik duktal aglarla sonu¢lanmaktadir
(27). Memelilerde meme gelisimi gebeligin sonuna, hatta sttten kesilmeye kadar
devam ettigi icin, memenin gelisimi icin meme dokusuna 6zgul kok hucrelerine
gereksinim kagmilmazdir (28).

Hem normal hiicre déngusu hemde kanser olusum basamaklarinda énemli olan
ug sistem vardir.

1. Hicre ylzey reseptorleri
2. Sinyal iletim sistemi
3. Transkripsiyon faktorleri

Buyume faktorleri reseptorlerine baglanir ve onlari aktive eder, uyar: iletiminde
gorevli proteinler fosforile olur, kinazlar serisi aracilig: ile sinyal gekirdege iletilir,
transkripsiyon faktorlerinin aktivasyonuyla DNA sentezi baslar ve hiicre S fazina
girer. Hicrenin donguye girmesi ve ilerlemesi siklinlere baghdir (29). Hicre
dongusunde siklinler tarafindan aktive olan siklin bagimh kinazlar (Cdk)
fosforilasyonla hicre dongustndn ilerlemesini saglarken, Cdk-inhibitor proteinleri
(CDKI) tarafindan regule edilirler. Siklinler etkilerini siklin bagimli kinazlarla
kompleks yaparak gerceklestirir. Donginin her fazinda farkli siklinler etkilidir
(Sekil 2.5.) (30).
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Sekil 2.5. Siklinler. Hiicre déngisiinde sirasiyla D, E, A, B ortaya ¢ikar (30).

Hicre siklusunda G1’den S fazina gegiste hlicreye ¢cogalmasi i¢in veya durmast
icin uyart gider. Bunun kontroliini saglayan ise tumdr baskilayict bir gen olan
Retinoblastom (Rb) genidir. G1 ilerleme g0sterirse siklin D grubu birikir. Bunlar
siklin bagimh kinazlar1i (CDK) aktive eder. Olusan Siklin/CDK kompleksi Rb
geninin fosforile olmasini saglar. Rb geninin aktif hali az fosfor tasiyan yapidadir ve
E2F ailesi transkripsiyon  faktorlerini  baskilayarak hiicre  bdlinmesini
engellemektedir. Siklin ve CDK komplekslerinden fosfor alarak hiperfosforile olan
Rb geni inaktive oldugunda E2F proteinlerini serbest birakarak hiicrenin S fazina
girisi icin gerekli genlerin transkripsiyonunu saglar. Boylece hiicre S fazina girer ve
DNA sentezi gerceklesir. Huicre bir kez S fazina girerse blyime faktor stimulasyonu
olmasa da bolinmeye devam eder (Sekil 2.6.). M fazinda ise Rb molekilinden
fosfor ayrilir. Kalitsal Rb gen delesyonlarinda erken yasta, bilateral ve multipl
retinoblastomlar, daha az sayida da osteosarkomlar olusmaktadir. Somatik Rb
mutasyonlar: ise, meme, mesane kanserleri, glioblastom ve akcigerin kuguk htcreli
kanserlerinde bildirilmistir (31).

Baliimme warist
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EIF
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P27 Siklin B Siklin A [~ p27

\

DNA sentezi

Liger iglevier

Sekil 2.6. G1 ve S evresi siklin molekiilleri ile blylime faktori (bdlunme uyarist) ve dongi
engelleyicileri arasindaki iligkiler (31).
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Siklin/CDK kompleksinin etkileri CDK inhibitorleri ile ortadan kaldirilir. Bunlar
p21, p27, p16, p57, p15, pl18, p19°dur (Sekil 2.7.). Siklusta bu inhibitorlerle siklusun
normal dengesi saglanmaya caligilir. Uyar1 cogalma yoniinde ise siklinler aktive olur.
Durma yonunde ise inhibitorler aktive olur. Siklin aktivasyonunu bozan mutasyonlar
hiicre cogalmasina uygun zemin hazirlar. Hucre siklus regilatér proteini Siklin D,
meme, 0Ozofagus, karaciger kanseri gibi, hastaliklarda asir1 salinir. Siklin D1’in
mutasyonu fosforilasyonu hizlandirdigindan meme karsinogenezinde rol oynar.
Diger bir ilging sonug ise ER-alfa’ya direk baglanarak anti-Ostrojen duyarliligini
azaltmasi ile ilgili calismalarda da elde edilmistir (32). Deneysel calismalar siklin
D1’in ER-alfa’nin transkripsiyonel hedefi oldugu yonundedir. p21, GTPaz aktivatoru
olup hucre morfogenezi, hiicre motilitesi, hiicre canliligi, anjiogenez ve mitoz gibi
pek cok hiicresel fonksiyonda gorev alir. Hucre motilitesine ek olarak p21’ in artmis
aktivitesi meme kanseri hucrelerinin invazivligi ile koreledir. Baz1 ¢aligsmalarda p21
aktivasyonunun meme kanserlerinde siklin D1 ekspresyonu ile korelasyonu da
bildirilmistir. P21 aktive kinaz 1 (PAK 1) geni de 11g13 gen bdlgesinde yer alan son
zamanlarda tanimlanmis onkogenlerdendir. PAK 1, serin/treonin protein kinaz pak
ailesinden olup normal veya trasforme meme epitelinde hiicre devamliligi, goci ve
invazyonunda gorev yapmaktadir (33). PAK 1 seviyesi meme kanserinde yukselir ve
artmis siklin D1 ekspresyonuna eslik eder. Serin/treonin kinaz tyelerinden p21 aktif
kinazlarin hucrede temel fonksiyonlari vardir, 6rnegin hicre motilitesi, gen
ekspresyonu, apoptoz, anjiogenez, mitozu aktif hale getiren kinaz protein, kinaz
sinyalizasyonunda rol alirlar. PAK1, pak ailesinin ilk tyesi olup pek ¢ok buyiime
faktord, tirozin kinaz, G protein ve 6strojen tarafindan aktive edilir. PAK 1 yolag:
blylme faktorlerinin hiicre yiizeyinde reseptorlerini aktive etmesiyle baslar ve meme
kanserinde Siklin D1’i NF-kB bagimli yolu ile aktive edilebilir (34).
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Sekil 2.7. Hucre déngisiniin kontrollinde rol alan enzimler ve proteinler. Protein
kinaz enzimi herhangi bir “siklin” ve “siklin bagiml kinaz” (cdk) kompleksinden
(siklin A-cdk?) olusur. Her bir “siklin-cdk™ kompleksi, Rb proteinin (pRb)
fosforilasyonuna yol acarak, transkripsiyon faktorii E2F’in pRb’den ayrilmasini
saglar. E2F, S fazina gegis icin gerekli genlerin transkripsiyonunu aktive eder.
Bazi proteinler (p15, p16, p18, p19, p21, p27, p57) siklin-cdk kompleksi tizerinde
inhibitor etkisi gosterirler (32).

Kontrol noktalarmin aktivasyonu hticre siklusunu durdurarak tamir igin zaman
tanr. ilk kontrol noktas: S fazina girmeden 6ncedir. p53 geni DNA hasarinda aktive
olan ve siklusun inhibisyonunu saglayarak hticreyi korumaya calisan en 6nemli
timor baskilayici gendir. ikinci kontrol noktas: ise M fazina girmeden oncedir. Bu
iki kontrol noktasinda hiicre bolinmeden 6nce tamir ya da apoptoz i¢in yonlenir (35).

Meme kanserleri gerek biyolojik gerekse Kklinik acgidan farkli o6zellikler
gostermektedir. Meme kanserinde olusan kontrolsiz hiucre cogalmas: birgok
degisiklik gostermektedir. Bu yuzden meme kanseri gelisimine neden olan molekiiler
mekanizmalarin ve her hastanin timor 6zelliklerinin belirlenmesi ve bdylece en
uygun tedaviyi belirlemek agisindan oldukga énemlidir. Meme kanserinde hormonal
kontroliin (Ostrojen reseptorii; ER, Progesteron reseptorii; PR, dstrojene bagh diger
proteinler), metastaz ve farklilasmada rol oynayan faktorlerin (E-kadherin,
plasminojen aktivatorleri, matriks metalloproteinazlar, integrinler), nikleer
onkogenlerin, buytume faktorlerinin (Epidermal blylme fakord, transforme edici
blytme faktorleri), blylime faktori reseptorlerinin, timor baskilayict genlerin,
telomerazlarin da 6nemi blyuktdr.

Hormonal kontrol agisindan bakilacak olursa; Steroid hormonlari, Hormon
Responsive Element (HRE) olarak bilinen DNA dizilerine baglanarak ilgili genin
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transkripsiyonunu baslatirlar. Steroid etkiye duyarli genlerin transkripsiyonu
hormonun reseptorine baglanmas: ile uyarildigi icin “induklenebilir enhancer”
olarak davranirlar. Steroid hormonlar, transkripsiyonun dizenlemesi yaninda
transkripsiyon sonrasinda mRNA stabilitesinin ve mRNA’ nin proteine dénusme
hizinin diizenlenmesinde de rol oynamaktadirlar. Memede endokrin etkenlerin 6nemi
biyiiktiir. Ostrojen  (E) ve progesteron (P) timor olusumunu ve gelisimini
uyarmaktadir. Meme tumérlerinin % 60-70’i ER (+) oldugu halde ancak bunlarin
yaris1 hormonal girisimlere cevap verir. Buna karsilik ER (-) hastalarin da bir bo1im
hormon tedavisinden yararlanirlar. Bunun nedeni bilinmedigi gibi normal ve malign
hlcrelerdeki reseptorlerin yapisi ve islevsel agidan ayni 6zellikleri tasiyip tasimadigi
da henlz bilinmemektedir. Endokrin tedaviye cevap agisindan dnemli rol oynayan
PR ekspresyonu, E-ER etkilesimi ile dizenlenmektedir. Normal insan meme
epitelinde PR’nin ER’ye bagimli olup olmadigi ve luminal hicrelerde bu iki
reseptorin birlikte bulunup bulunmadig: yine bilinmemektedir (36,37).

Meme kanserinin gelisiminde birbirinden ayri, iki degisik eylem birlikte
gorulmektedir. Bu islemlerden biri; farklilasmanin  kaybi, digeri ise
kompartmanlasmanin yitirilmesidir. Hicreler aras1 tutunmanin ortadan kalkmas: ve
hicre iskeletinde organizasyonun bozulmasi farklilasma 0zelliklerinin giderek
ortadan kalkmasina neden olur. Adezyon molekilleri arasinda hicreleraras:
haberlesmeyi baslatan ve slrdiren E-Kaderin molekulleri motiliteyi smirlayarak
meme epitelinin farklilagsmasmi saglar (38). E-Kaderin geni 16 nolu kromozomun
16921 bolgesinde yer alir. Bu bolgede gozlenen delesyonlarin daha ¢ok metastazla
ilgili oldugu bildirilmistir (39). E-Kaderin molekulleri membran disinda,
hiicreleraras1 temas noktalarinda yer alir. Gen (izerinde gerceklesen mutasyonlar
sentezi tamamlanmamis, eksik molekullerin ortaya ¢ikmasina neden oldugundan
hiicre-hiicre etkilesiminin en dnemli bilesenlerinden biri eksilir. Lobller kanserlerde
gorulen invaziv cogalma 6zelliklerinin bu islev kaybiyla uyumlu oldugu gozlenmistir
(40). Meme kanserinde plasminojen aktivatorlerinin de prognostik birer belirteg
olarak kullanilabilecegi ileri surulmustur. Plasminojen aktivatorlerinin baslica uPA
(Urokinaz tipi plazminojen aktivator) ve tPA (timor doku plazminojen aktivatori)
olmak dzere iki tard vardir. uPA hucre yizeyindeki reseptériine (UPAR) baglanir. Bu
sinyal yolunun aktivitesi iki inhibitér molekil (PAI-1 ve PAI-2 ) tarafindan
denetlenir. Yuksek uPA ve PAI-1 duzeyleri sergileyen karsinomlarda tekrarlama
olasiliginin yiiksek oldugu gortlmustur (41).

Metastaz ve farklilasmada rol oynayan molekillerden biri de Matriks
metalloproteazlardir (MMP). Bunlar ekstraselliler matriksin degisik bilesenlerini
parcalayan, cinko iyonu varliginda aktiflesen enzimlerdir. En az 11 degisik tiri
vardir (42). Kollajenaz, jelatinaz ve stromelisinler olmak Uzere t¢ gruba ayrilirlar.
Kollejenazlarin en 6nemlileri MMP-1, MMP-13, MMP-8 dir. Denatire kollajeni
parcalayan ve Tip IV kollajenaz olarak da adlandirilan jelatinazlarin baslicalar:
MMP-2 ve MMP-9 “dur. Etki alan1 daha genis olan stromelisinler de stromelisin 1, 2,
3 (MMP-3, MMP-10, MMP-11) olarak adlandirilir. Ayrica bunlar laminin ve
fibronektin gibi glikoproteinleri de parcalayabilirler. Bir proteaz olan Stromelisin
[11’(in de invaziv timorlerde marker olabilecegi diistiniilmektedir (43). Integrinler de
metastaz ve farklilasmada rol oynayan molekdillerdir. Hiicre stroma etkilesiminde

14



Oonem tasiyan integrinler a- ve B- olmak Uzere iki alt birimden olusan dimerler
meydana getirirler. Bu dimer molekulleri membranin iki yaninda, hticre iskeleti ile
Ozel ekstraseluler matriks proteinleri arasinda baglantiy1 saglar. Meme kanserinde
basta o2Bl olmak Uzere degisik integrin dimerlerinin ekspresyonunda azalma
gOzlenmistir (44).

Tium kanser tdrlerinde oldugu gibi meme kanserinde de bircok onkogende
degisiklikler bildirilmistir (45). Onkogenlerin kanser olusumuna katilmas: hakkinda
iki hipotez vardir. Birincisi, onkogenin ekspresyon seviyelerindeki kantitatif
degisiklikler, ikincisi onkogen yapisinda meydana gelen degisikliklerdir.
Onkogenlerdeki degisiklikler nokta mutasyonu, gen delesyonu, kromozomlarda yeni
dizenlenmeler, gen amplifikasyonu ve insersiyonel mutagenez (yeni DNA katilimi)
olarak siralanabilir. DNA dizilerindeki sadece bir bazin degismesi (nokta mutasyon)
ile proto-onkogenler, onkogenlere donusebilirler. Bu olay somatik hiicrelerde normal
olmayan gen urinunun (onkoprotein) sentezine yol acgar. Ayrica bu Uriin hicre
bolinmesini ve gelisimini uyararak kansere neden olur. Kromozomlardaki yapisal
mutasyonlar da proto-onkogenlerin aktivasyonunu etkileyen mekanizmalardan
biridir. Bir kromozomun her zaman ayni yerinde bir kirik veya translokasyonun
meydana gelmesi cesitli kanser turlerinde, o kanser turd i¢in ayirict bir 6zellik olarak
gozlenir. Ornegin meme kanserinde, 1, 8, 13 ve 17. kromozomlarda andploidiler
gorulebilmektedir. Gen amplifikasyonunda onkogene ait DNA parcasinda ¢ok sayida
replikasyon gozlenir. Bu olay, kanser hiicrelerinde sik gozlenen bir olaydir. Proto-
onkogenin amplifikasyonunun, timor gelisimi ve ilerlemesi ile yakin iliskide oldugu
gOzlenmistir. Onkogenlerin insersiyonel mekanizma ile de faaliyete gectikleri
gOzlenmistir. Bazi durumlarda retroviral genomlarin kigik bir pargasinin, hicresel
onkogenlerin  hemen bitisigine kaynastiklari gozlenir. Bu yol ile hicresel
onkogenlere promotor etki yaparlar (46).

Onkogenlerin, hticre proliferasyonu ve farklilasmas: sirasinda hiicrenin
cekirdeginden plazma zarina kadar uzanan bir dizi islemde rol oynadiklar
gozlenmistir. Ornegin hiicresel onkogenler biyiime faktori ve cesitli hormon
reseptorlerine ait kodlar igerebilirler. Bu proteinler plazma membranindan ¢ekirdege
dogru cesitli sinyallerin iletilmesinde rol alirlar. Hicre seviyesinde onkogenler
dominant bir etkiye sahiptir. Bu genler aktiflestiklerinde tek bir mutant allel bile, bir
hicrenin normalden malign haline dontismesi icin yeterlidir.

Meme kanserinin ortaya ¢ikisina, ilerlemesine ve metastazina katilan bir ¢ok
faktorin varhg: bilinmektedir (Cizelge 2.3.) (47-50). Memenin epitelyal hicreleri
cesitli hormon ve blylme faktorleri tarafindan da etkilenmektedir. Meme kanseri ile
iligkili bircok blyime faktori ailesi ve bunlarin hepsinin kendilerine 6zgi
reseptorleri vardir. Gozlemler sonucunda TGF-a, FGF ve IGF gibi faktorlerin epitel
hiicrelerinde ¢ogalmay: uyardigr ancak TGF-p ve benzeri faktorlerin de ¢ogalmay:
baskiladigi anlasilmistir. Ancak bugunkl bilgiler 1s1ginda meme kanseri agisindan
onem tasiyan molekuller buyume faktorlerinden c¢ok, bunlarin reseptorleridir.
Bunlarin icinde en ¢ok cahlisilmis olanlar tirozin kinaz blylime faktori reseptorleridir.
Tirozin Kinaz reseptorleri hicre disi ligand-baglayic1 yapilari ve hicre igi kinaz
yapilarina gore altgruplara ayrilirlar. Tip | blylime faktort reseptorleri, memede
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bulunan ve meme kanseri gelisiminde rol oynayan bazi polipeptidleri iceren
epidermal blytme faktort reseptoruni icine alir. Bu reseptorlerin hepsi temelde
hicre disinda, membran iginde ve sitoplazmik bélge olmak Uzere ¢ bolimden
olusan benzer yapiya sahiptir.

Cizelge 2.3. Meme kanserinin olusumuna ve ilerleyisine katilan faktorler ile olasi cok asamal
karsinogenez modeli (50).
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Meme kanserinde degisiklige ugrayan genlerin basinda epidermal biylime
faktori reseptori (EGFR) ailesinde yer alan genler (EGFR, c-erbB-2, c-erbB-3, c-
erbB-4) gelir. Bu genlerin hepsi yiiksek oranda homoloji gosterir ve tirozin kinaz
aktivitesine sahip birer reseptor kodlar. Bu genler gen amplifikasyonu, mMRNA veya
proteinin asir1 ekspresyonu sonucunda hiicre ¢ogalmasmi kontrol eden sinyal ileti
yollarmi bozarak hiicrenin kontrolsuz ¢ogalmasina neden olurlar (51). EGFR, HERZ2,
HER3 ve HER4’den olusan EGFR ailesi, hiicre membran reseptori olarak bilinir.
Meme epitelinin gelismesi, meme hucresinin ¢ogalmasi ve farklilasmas: agisindan
onem tasimaktadir. Faktor, membran Uzerinde yer alan reseptOrine baglanarak
etkisini gosterir. Kiltir ortaminda hicrelerin tutunma yetenegini korumalarmi
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saglayan en 6nemli faktorlerden biridir. EGFR tirozin kinaz aktivitesine sahiptir. Bu
aileye ait Uyeler transfosforilasyon sonucu bir seri etkilesimler ile heterodimerler
olusturabilirler ve farkli protein ailelerinin aktivasyonunu dizenlerler. EGF’nin
reseptorine baglanmasi ile reseptdr uyarilir ve EGF hiicre icine alinir. Ayni1 zamanda
EGFR’nin otofosforilasyonuna ve diger hicre ici substratlarin fosforilasyonuna yol
acar. Bu yol ile cekirdekte transkripsiyon faktorlerinin aktivasyonu artar, hicre
bollinmesi uyarilir. Hicre zarindan gekirdege dogru sinyal iletiminin aktarilmasinda
proto-onkogen ailesinden bazi Uyeler (ras, src ailesi gibi) buna aracilik etmektedir.
Bu sinyal iletiminde yer alan bir ¢cok proto-onkogen cesitli kanserlerde etkili
bulunmustur. Bu iletim boyunca ortaya ¢ikan onkojenik mutasyonlar devamli olarak
mitozu aktifleyen sinyallerin tasinmasinda rol alirlar (46,47,51). Bir cok karsinomda
onkogen olan EGFR amplifikasyonunun koti prognoz ile iligkili oldugu
gosterilmistir. Meme timorlerinde yiksek EGFR dizeyleri 6strojen reseptoriinden
(ER) bagimsiz olarak kot prognozla iligkisini gosterir. Hormona bagimli olan ve
olmayan meme timor hicrelerinde 6strojen reseptoru yoklugunda epidermal buytime
faktor reseptoriiniin asir1 eksprese oldugu gordlur. Ostrojen reseptorii ile EGFR
arasindaki bu ters iliski meme timdr hicre soylarinda da goze carpar. Meme
kanserlerinin %40’1inda EGFR ekspresyonu gorilir (52,53). insan meme kanserinde
klinik 6nemi kesin olarak bilinen HER-2 baslangigta sican noroblastomlarinda neu
adiyla tanimlanmistir. Bu onkogen EGFR ailesinden 185 kD agirliginda, tirozin
kinaz aktivitesi gosteren bir protein kodlar. HER-2/Neu, diger ad1 ile cerbB-2 veya
p185 olarak da isimlendirilir ve 17. kromozomda gl12 bolgesinde yer alir. Meme
kanseri arastirma ve tedavilerinde en yogun calisilan onkogenlerden biridir. Protein
urdnl htcre bolinmesi ve farklilasmasina katilir. cerbB-2 onkoproteini plazma
membranina yerlesmis EGFR’ ne benzer bir membran reseptorudur (54). cerbB-2
molekuliinlin Gzerinde hem dustk hem de yuksek afiniteli baglama bolgeleri yer alir.
Molekilin  onkojenik  potansiyeli de bu sayede degisik ligandlara
baglanabilmesinden kaynaklanir. Calismalar cerbB-2"nin bu ailedeki tim ligandlar
icin afinitesi dusuk ama ozgulligl yiksek bir reseptor olarak davrandigini
gOstermistir (55). cerbB-2’nin katilimi1 ile olusan heterodimerler diger erb B
heterodimerlerine kiyasla daha kararli ve kompleksin aktivitesi genellikle daha
yuksektir. HER2 ve diger lyeler (HER1,HER3,HER4) arasindaki liganda bagl bir
heterodimerizasyon cerbB-2 sinyal yolunu aktifler. cerbB-2’nin bir reseptér altbirimi
gibi davrandigi ve liganda baglamaksizin aktivitesini degistirebildigi kabul
edilmektedir. Bu reseptorlere ait ligand, reseptdre baglandiginda reseptdr énce kendi
turiinden veya ayni ailedeki bir baska reseptor ile dimer kurar, bunun pesinden
fosforilasyon yoluyla sinyal iletimini uyarir. Reseptorun hiicre ici bolgesindeki belirli
tirozin rezidileri fosforillenir ve boylece aktiflesen reseptére baglh olan sinyal yollar:
uyarilir. Degisik ligandlar ve degisik hiicre ici sinyal yollar1 ile etkilesim birbirinden
cok farklh sinyallerin iletimini mimkun kilar. cerbB-2 aktivasyonuna bagl olarak
PLC/PI1-3 kinaz, rassMAP kinaz, JAK/STAT, src ve strese baglh aktiflesen kinaz gibi
bir¢ok sinyal yolunun uyarildigi, cerbB-2’nin ayn1 zamanda GAP ve shc gibi sinyal
molekulleri ile de etkilestigi g0Osterilmistir. cerbB-2 ile ras sinyal yolu arasindaki
etkilesimin meme hcrelerinin ¢ogalma hizin1 degistirdigi bildirilmistir. cerbB-2
onkogeninin amplifikasyonu veya proteinin asir1 ekspresyonu meme kanserlerindeki
neoplastik hucrelerin %10-40’1nda gosterilmistir. cerbB-2 asir1 ekspresyonunun
tumor olusturma etkisi otofosforilasyon aktivitesindeki artis ile agiklanir. Molekdlin
otofosforilasyonu diger molekiillere karsi gosterdigi kinaz aktivitesini artirir. Asiri
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ekspresyon sonucu ortaya ¢ikan yeni cerbB-2 molekulleri hiicre ylzeyinde ¢ok
sayida homodimerler olustururlar. Erken dénemde meme kanserinde cerbB-2 gen
amplifikasyonu kot prognoz ile yakin iligkili bulunmustur (54-57).

Nikleer onkogenler ya dogrudan steroidleri etkileyerek ya da MAP-kinaz,
JAK/STAT kinaz veya PLC-PKC sinyal yolag: Uzerinden c¢ogalmay: uyarirlar.
Mitojen uyarisina hedef olan bircok hicrede bu sinyal yollarmin sonunda c-myc,
c-fos, c-jun, c-myb gibi protoonkogen Urtnleri yer almaktadir. c-myc, c-fos, c-jun
protoonkogenlerinin  Ostrojen ve progesteron hormonlariyla da aktiflestikleri
gosterilmistir (59). c-myc geni 8. kromozom (8g24) uzerinde yer alir. C-myc proteini
hicre proliferasyonu, hicre farklilasmasi ve apoptoz ile ilgili genlerin
transkripsiyonlarii diizenleyen bir fosfoproteindir. c-myc geninin asir1 Uretimi veya
gen yapisindaki degisiklikler meme kanserine neden olmaktadir. Karsinomlarin
%32’sinde myc proto-onkogeninin 2-15 kat amplifiye oldugu gosterilmistir. Ancak
ostrojen reseptor durumu ile myc’nin timaorun histolojik tipi ve derecesi ile olan
iliskisi gosterilememistir. c-myc gen amplifikasyonu meme kanserindeki en sik
rastlanan genetik degisikliklerden biridir. Meme kanserlerinin 1/3’i bu genetik
degisikligi tasir (58-60). Ras geni G-protein ailesi (yesidir ve guanozin
nukleosidlerini baglama yetenegindedir. Ras proteinleri 21 kD’ dur. Genellikle
plazma membranindaki buytme faktor reseptorlerinin sitoplazmik parcalarina yakin
bolgeye yerlesirler. GTP ile aktiflestirilir ve protein kinazlar ile iliskiye girerek
mitozun aktiflestirilmesinde rol oynarlar. H-ras’in artmis ekspresyonu lenf nodu
metastazlarinda ve ileri derecedeki histolojik tiimorlerde gorulmustir. Ayrica c-myc,
H-ras, K-ras ve N-ras ekspresyon seviyelerinin karsinomlarda daha yuksek oldugu
gozlenmistir. H-rasl allel kaybmin 3.evre timorlerde, 6strojen ve/veya progesteron
reseptor kaybi ve kot klinik gelisime sahip hastalar ile 6nemli derecede iliskili
oldugu gosterilmistir. Boylece H-rasl lokusunun meme Kkanseri riski tasiyan
bireylerin belirlenmesinde genotipik belirte¢ olarak kullanilabilecegi ileri
surdlmistir. Ras’in yuksek seviyeleri invaziv meme karsinomlarinda daha yuksek
bulunmustur. H-ras mutasyonlar: nadir olmakla beraber meme kanserinde %70’lik
bir risk nedenidir (61,62).

Meme kanserinin ¢ogunlugunu sporadik olgularin olusturmasina karsin yaklasik
%5-10 oraninda kalitsal nedenli ailesel meme kanseri ortaya ¢ikmaktadir. Meme
kanseri  olusumundan  bircok gen sorumludur. Genom devamliliginin
koruyuculugunda is goren proteinleri treten bazi genlerin germ hicrelerindeki
mutasyonlar1 gosterilmistir. 1990 yilinda Amerikali genetik¢i Marie-Claire King
kalitsal meme kanserinde nadir gozlenen yiksek penetransa sahip meme kanserine
yatkinlik genleri olarak BRCA1 ve BRCAZ2 genlerini tanimlamistir (63,64).
Onkogenler tarafindan kodlanan proteinler, islev kazandiran mutasyonlar yoluyla ya
da genin bir allelinin artmis veya uygun olmayan expresyonuyla kanser olusumunu
saglarken, genin her iki allelinin fonksiyonunu yitirmesi gibi farkl: bir mekanizma ile
malignansiye neden olan mutasyonlarin izlendigi daha pek ¢cok gen vardir. Bu genler
tumaor baskilayici genler olarak bilinirler. Tumor baskilayici genler son derece
heterojendirler. TUmor baskilayicilar hiicre buyumesini dogrudan diizenlediklerinden
“gatekeepers”olarak bilinirler. Diger genler, DNA hasarini tamir etmede ve genomik
batunlugl surdirmede gorev aldiklarindan *“caretakers” olarak adlandirilirlar.
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BRCAL ve BRCAZ2 negatif hicre kuiltirlerinde kromozom ve kromatid kiriklari,
translokasyon ve delesyonlar g0zlenmistir. Bu go6zlemler sonucunda BRCA
genlerinin kromozom yapisinin korunmasinda gerekli ve genomun stabil kalmasmi
saglayarak “caretaker” olarak davrandiklari sonucuna ulasilmistir. Biyokimyasal ve
sitogenetik calismalar, BRCA1 ve BRCAZ2 genlerinin c¢oklu fonksiyona sahip
olduklarin1 gostermistir. BRCAL’in DNA hasarina erken cevapta rol oynadigi
bildirilmistir. Ayrica BRCA1 geninin kromatin-remodelling kompleksinin bir pargasi
oldugu da bilinmektedir. BRCA2 geni RAD51 proteini ile etkilesime girerek
DNA’daki kiriklart onarmada gorev alir. Boylece genomun kararligini surdirmede
onemli gorevinin oldugu anlasiimistir. Meme timor olusumunun temelini BRCAL ya
da BRCA2 bozukluguna neden olan kromozomal instabilite olusturabilir (65).

BRCAL geni, kromozom 17g21’de, BRCAZ2 ise kromozom 13q12’de yer alirlar.
BRCAL1 geni 1863 aminoasitlik (aa), BRCAZ2 geni ise 3418 aa’lik bir proteini kodlar.
BRCAL 24, BRCA2 27 eksondan olusur. Her iki protein de hicrenin diger bazi
proteinleri ile baglanarak islev gorir (66). BRCAL ve BRCAZ2 proteinlerinin hiicre
proliferasyonunun kontroliinde tumor baskilayict rolii ile birlikte DNA hasarina ve
tamirine katilan, transkripsiyonun duzenlenmesinde rol alan, hicre siklusunun
kontrol noktalarinin dnemli proteinler ile ve DNA’da rekombinasyonda is goren
proteinler ile yakin iliskileri gosterilmistir. BRCAL1 ve BRCA2’deki mutasyonlar ve
BRCA proteinlerinin inaktivasyonu timor baskilayici proteinlerin ve diger “genom
koruyucu” rolli olan proteinlerin de inaktivasyonuna neden olarak hiicreyi tumor
olusumuna gotdrdrler (67-68). Bugine kadar yapilan calismalarin sonucunda
BRCA1 ve BRCA2 genlerinde 1000’den fazla birbirinden farkli DNA dizi
degisikligine neden olan mutasyon saptanmistir. Bazi mutasyonlarin topluma ve
etnik gruba 6zel oldugu da gosterilmistir. BRCAL1 ve BRCA2’nin kurucu bir atasal
mutasyon etkisine sahip oldugu toplumlarda, ayn: tip mutant aleller daha yuksek
sikhikta tayin edilmistir. Ornegin Ashkenazi yahudilerinde (¢ tane ortak
BRCA1/BRCA2 atasal mutasyonlar1 vardir. Bunlar BRCAL1’deki 185delAG ve
5382insC mutasyonlari, BRCAZ2’deki 6174delT mutasyonudur (69). Turk
toplumunda yapilan ¢alismalarda meme ve/veya ovaryum kanserli hastalarda yapilan
BRCA1 ve BRCA2 genlerine ait mutasyon taramalarinda, topluma 6zgu sayilacak
kurucu bir mutasyon bildirilmemistir (70).

Meme ve over kanserine yatkinlik geni tasiyan ailelerde BRCA1L ile %80’e
yakin iligski vardir. Blyuk Olgekli ¢calismalarda, ailesinde 60 yasindan énce meme
kanseri tanis1 konan en az dort kadin bireyin veya herhangi bir yasta meme kanserli
erkek bireyin oldugu ailelerde BRCAL (%52) ve BRCA2 (%32) mutant allellerinin
meme kanseri ile yakin iliskisi gosterilmistir. Ailelerdeki 6zellikler daha alt gruplara
bélindugunde 6rnegin ailede hem meme hem ovaryum kanserini birarada tasiyanlar
oldugunda BRCAZ1 geninin bu gruptan %81 oraninda, BRCA2 geninin %76 oraninda
sorumlu oldugu bulunmustur (71). Cesitli populasyonlarda genin penetransindaki
cesitlilik, BRCA1l ve BRCAZ2 tasiyicilarinda kanser gelisiminde genetik veya
cevresel faktorlerin rol oynadigmi ve klinik gidiste farklilik oldugunu gostermistir.
BRCA1 veya BRCA2 mutasyonu tasiyan bir kadin, kanser olmadan 80 yasina kadar
yasayabilir veya cok erken yaslarda kansere yakalanabilir. Bircok cevresel faktor
ornegin, beslenme tarzi, egzersiz, hormonal tedavi ve karsinojenlere maruz kalma

19



gibi, bu farkliliktan sorumlu olabilir. Meme dokusunda alveoler ve duktal epitel
hicrelerinde BRCAZL1’in ekspresyonu gozlenir. Bu gen hamilelik ve emzirme
donemlerinde belirgin olarak aktif calisirken, dogumda laktasyon sonrasi
ekspresyonu azalir. BRCAL mutasyonuna sahip kadinlarda puberteden sonra meme
ve/veya over timdrlerinin gelisme riski %5-10 kat artar. BRCA1 steroide bagimli bir
hicre siklusu diizenleyicisi olarak fonksiyon goriyor olabilir. Gergekten de BRCA1
ve BRCAZ2 genleri insan meme kanseri hticrelerinde ostrojene duyarlidir ve cevap
olarak da her iki gene ait m-RNA seviyeleri artar. BRCAL geninin bir allelindeki
mutasyon erken yas kadin meme kanserlerinde yuksek risk olusturur, buna karsilik
kolon ve prostatta daha distk bir risk tasir. BRCA2 genindeki mutasyonlar ise erken
yas erkek meme kanserlerinde yuksek bir risk tasir (70-74). BRCAL ve BRCAZ2
genlerinde mutasyon tarama testi icin uygun hastalar: belirlemede cesitli kriterler
vardir. Soy agacina gore artan genetik risk gdsteren kadinlara genetik test yapilmasi
onerilir. Mutasyon taramasi yapilacak hastalarin se¢imi igin, tan1 konma yasina, 1.ve
2. dereceden akrabalarda etkilenenlerin sayisina, bilateral olup olmadigina, dayal
kriterler kullanilir (73-78).

Kalitsal meme kanserinin aksine yuksek sikhikta goérilen sporadik meme
kanserinde, mutasyon somatik hiicrelerde meydana gelir, bu kisilerde ve ailelerinde
kanser riskinin gorulme olasilig: irsi degil, tibbi, yasamsal cevresel faktorlerin etkisi
altindadir. Sporadik meme kanserlerindeki risk faktorlerinin ¢cogunlukla hormonal
oldugu dustinilmektedir. Ayrica endojen, yasamsal risk faktorleriyle birlikte disuk
penetransl  kanser yatkinlik genlerindeki mutasyonlar da etken olmaktadir.
Kadinlarda gorulen sporadik meme kanserinin bilinen baslica risk faktorleri, 6strojen
seviyesindeki artis ya da Ostrojene uzun sire maruz kalmadir. Ostrojen
biyosentezinde (CYP17, CYP19, 17B-HSD) ve Ostrojenin metabolitlerine ve
urtnlerine dondsuminde (COMT, CYP1Al, CYP1B1, GSTM1, GSTM3, GSTP1,
GSTT1) rol alan polimorfik genlerin, meme kanserine bireysel yatkinlikla yakindan
iligkili oldugu bildirilmistir (76-78).

Tumor baskilayici bir gen olan p53 geni 17. kromozomun kisa kolunda p13.1
bolgesinde yer alir ve molekiler agirhigi 53kD’luk nuklear bir proteini kodlar. p53
geni hiicre siklusunda gereklidir ve yasamsal 6neme sahiptir. Ayrica DNA’nin
sentezi ve tamirinde, hucre farklilasmasinda ve programlanmis hicre 6luminde
(apoptoz) gorev almaktadir. UV, Karsinojenler ve sitostatik ajanlarin DNA’da
olusturduklar: hasar1 ortadan kaldirmak Gzere aktiflesir. Eger hasar dizeltilemezse
hiicre apoptoza yonlendirilir. p53 geninin her iki alleldeki kaybi veya nokta
mutasyonlari gesitli timadrlerde ve meme kanserlerinde gosterilmistir (76-79). p53’un
yaklasik %60°min meme kanserlerinde nokta mutasyonlar: seklinde bulundugu ve
bunun da bircok kanser tipinde kimyasal kanserojenlerle oldugu ileri strtlmustr.
Meme kanserlerinde p53 proteinin asir1 tretimi kotl prognoz icin bir indikatordur.
Dokuda mutant p53 pozitifliginin tespiti %80-90 oraninda meme kanseri tanisini
dogrulamaktadir. p53 ekspresyonu ile ylksek timor derecesi, yiksek proliferasyon
indeksi, andploidi ayrica ER ve PR yoklugu arasinda yakin iliski oldugu meme
kanserlerinde yapilan calismalarda gosterilmistir. Gosterilen bu parametreler kisa
omurle iligkili oldugundan p53 pozitifligi kotl prognozla da yakindan iligkilidir.
Meme kanserlerinin %20-30 unda p53 inaktivasyonu gozlenir. p53 mutasyonlarmin
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tesbiti in situ’dan invazif karsinomaya gegcis icin bir marker olarak kullanilabilir (76).
Primer meme kanseri olgularinda p53, %15 oraninda pozitif saptanmis,
EGFR-pozitif ve ER-negatif olgularda ise anlaml: olarak yiksek bulunmustur ve
boylece p53’in meme kanserinin prognozundaki 6nemi belirtilmistir (80).

Meme kanserine neden oldugu bildirilen ve tamir mekanizmasinda rol oynayan
ATM geni kromozom 11 Uzerinde yerlesmistir ve resesif olarak kalitilir. ATM geni
¢ok uzun ve kompleks bir gendir. Cok sayida ve ¢esitli mutasyonlar gozlenmektedir.
Iki mutant allel hastalik gelisimine neden olur ve meme kanseri igin yiiksek risk tasir.
Bir mutant allel tasiyanlarda ise meme kanseri yatkinhiginin ¢ok yiksek oldugu
gOsterilmigtir. ATM tasiyicilari oldukga yaygindir. 1/100-1/200 kadinda bu mutasyon
orta derecede artmis genetik risk olarak kalitilir. Toplumdaki meme kanserinin
%2-7’sinden bu gen sorumludur (81). Hiicre doéngusi kontrol noktasinda DNA
onarmindan sorumlu olan CHEK2 (CHK?2 olarak da bilinir), meme kanseri riskinin
artmasinda rolt olan tumor baskilayict bir diger gendir. 22.kromozomun uzun
kolunda 129.1 bolgesinde yer almaktadir. CHEK2 1100delC varyantmin, kadinlarda
meme kanser riskinin yaklasik 2 kat, erkeklerde ise 10 kat artmasina neden oldugu
gosterilmistir (82). Yapilan arastirmalara gore prostat kanserli erkeklerin CHEK2
geninde mutasyon tasidiklart gozlenmistir. Ayrica BRCAL/BRCA2 genlerindeki
mutasyonlarin prostat kanseriyle de iliskili oldugu gosterilmistir. Ozellikle de
Askhenazi Yahudi erkeklerinde vyapilan c¢alismalar sonucunda, Askhenazi
Yahudilerinde kurucu mutasyonlar olan, BRCA1 genindeki 185delAG ve 5382insC
mutasyonlari1 ve BRCAZ2 genindeki 6174delT mutasyonundan birini tasiyan
erkeklerin % 16°sinda prostat kanseri oldugu belirlenmistir (83).

Over kanserlerinin ¢ogu sporadik olarak gorilirken, sadece %5-%10’u
aileseldir. Ancak bu olgulardaki sorumlu genlerin saptanmas: ile s6z konusu
kanserlerin molekiler patogenezlerine iliskin cok fazla bilgi edinilmistir. Kalitsal
over kanserlerinin blylik bir boliminde BRCA genlerindeki mutasyonlarin
gelismeden sorumlu oldugu gorilmektedir. Bunlar meme kanserleri ile de birliktedir.
Gergekten, bu genlerdeki mutasyonlarin varliginda over ve meme kanserlerinin her
ikisi icin artan bir risk soz konusudur. BRCAL tasiyicilarinda over kanserlerinin
gelisme riski degisik calismalarda %16-%44 arasinda degismekle birlikte ortalama
%30 dur. BRCAZ tasiyicilarinda risk BRCAL tasiyicilarina oranla bir dereceye kadar
daha dusuktir (84). BRCA genlerinde mutasyonlar ailesel over kanserli vakalarin
blaylk bir boliminde mevcut olmakla birlikte, bu tir mutasyonlar sporadik over
kanserlerinde daha disuk oranda gorilmektedir. O halde overyan neoplazi
gelisiminde diger molekiler yollarin olmas:1 gerekmektedir. Ornegin over
kanserlerinin %35inde cerb2’nin ekspresyon fazlaligi s6z konusudur ve bu koti
prognozla birliktelik gosterir. Cogu musindz kistadenokarsinom kanser olmak tizere
over timorlerinin %30undan fazlasinda k-ras ekspresyon fazlalhigi vardir. Ayrica
diger kanserlerde oldugu gibi tim over kanserlerinin ortalama %?50sinde p53
mutasyonlarina rastlaniimaktadir. Over kanserlerinde 6zellikle siirda (borderline) ve
invaziv musindz kanserlerde k-ras mutasyonlari saptanmistir. k-ras mutasyonlar:
smnirda  masindz kanserlerin yaklagik yarisinda saptanmistir. Bu bulgu, k-ras
mutasyonlarinin, musindz over kanseri gelisiminde erken bir olay oldugunu ve
smirda tiplerin de invaziv timadrlerin éncust oldugunu disundirmektedir (85).
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Over kanserlerinde kromozom bozukluklar: ilk kez 6 no’lu kromozomun uzun
kolunda delesyonla ortaya konmustur. Sonra 14. kromozomda delesyon ve 1, 2, 3, 4,
5,9, 10, 11, 15, 19. kromozomlarda yapisal anomaliler saptanmistir. Epitelyal over
kanserinde sitogenetik anomalilere ek olarak spesifik genetik degisikliklerde
tanimlanmistir. Molekdler biyolojik calismalar daha ziyade protoonkogen ve timor
baskilayict genler Uzerine yogunlasmistir. Over kanserlerinde tespit edilen
protoonkogenler, c-mos, c-fms, c-erbB1, Her2/neu ve ras genleridir (86).

2.6. Meme ve Over Kanserlerinde Tedavi:

Son yillarda meme kanserinin tani ve tedavisinde yasanan ilerlemeler hastalarin
sagkalimlarina, hastaliksiz yasam surelerine 6nemli katkilarda bulunmustur. Yeni
cerrahi yaklasimlar, neoadjuvan ve adjuvan kemoterapi, radyoterapi ve
hormonoterapi gibi tedavi segeneklerinin artmasi bu tedavilerin hangi hastalara
uygulanacagi sorusunu da beraberinde getirmistir. BoOylece hastalarin
evrelendirilmesi,  sagkalimla  ilgili ~ cesitli  klinik,  histopatolojik  ve
immunohistokimyasal parametreler ile molekuler incelemeler 6nem kazanmistir (87).

Meme kanseri cogu zaman baslangigtan itibaren lenfojen, bazen de hematojen
yayilma 0Ozelligine sahip sistemik bir hastaliktir. Bu nedenle cerrahi tedavi yaninda
radyoterapi kemoterapi ve hormonoterapi yapilmaktadir. Son vyillarda tarama
mamografisinin ve ultrasonografinin diizenli kullanilmas: ve gelismis tan1 yontemleri
ile meme kanserlerine %50 oraninda erken asamada tani1 konulmaya baslanmistir.
Bunlarin yaninda lenfangiografi, bilgisayarli tomografi, manyetik rezonans
gorintileme yontemleri kullanilmaktadir (88).

Onemli fizyolojik rolleri olan dstrojenler ve reseptérleri meme, endometrium ve
over gibi timorlerin baslangici ve gelisimi i¢in 6nemlidir. Kismi antidstrojen olan
tamoksifen kullaniminin erken evre meme kanserlerinde hastaliksiz yasam suresi ve
genel yasam siresinin uzamasini1 sagladigi gosterilmistir. Tamoksifen her evredeki
meme kanserinin hormonal tedavisinde kullanilan sentetik nonsteroid yapida bir
antiostrojen ajandir (89). Tamoksifen daha ¢ok timadrostatik bir ila¢g oldugundan ve
kisa sureli tedavi sonrasi tamoksifen kesildiginde tekrarlama olasiligi oldugundan
uzun sdreli tedavinin (en az 5 yil) en iyi klinik strateji oldugu soylenebilir. Meme
kanserli hastalarda Ozellikle p53 ve cerbB-2 molekiler biyobelirtecler olarak
prognostik Oneme sahiptirler ve her ikisi icinde cesitli tedavi metodlar:
gelistirilmektedir. cerbB-2 asir1 Uretimine sahip hastalara yuksek doz antrasiklin
kemoterapinin yararh olacag: ya da lenf nodu pozitif meme kanserli hastalarda cesitli
kombine kemoterapi ajanlar ile yapilan adjuvan tedavinin yasam siresini arttirdig: ve
hastalik ilerlemesini  durdurdugu gOzlenmistir  (90-94). cerbB-2 geninin
amplifikasyonu veya onkoproteinin asir1 ekspresyonu meme kanserlerindeki
transforme hicrelerin %210-40"1nda gosterilmistir. Bu degisimler timorin agresifligi,
prognoz, hormonal ve sitotoksik ajanlara cevapsizlik ile iliskilidir. cerbB-2 geninin
amplifikasyonuna sahip hastalarda ve metastazi bulunan meme kanserli hastalarda
kullanilan ve de ilk olusturulan biyolojik dlzenleyici Trastuzumabdir. Bu ilag
cerbB-2 proteinine yiksek baglanma kapasitesine sahip, insana gore gelistirilmis bir
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rekombinant monoklonal antikordur ve cerbB-2 yi asir1 (reten meme kanser
hiicrelerinin blyimesini baskilar (94-96). ikincisi emodin gibi tirozin kinaz
inhibitorleridir. Bu ilag cerbB-2 nin fosforilasyonunu ve hicre ici sinyal yolagmi
engeller. Uglinclisti aktif immunterapidir. Bir digeri ise 1s1 soku proteini 90 ile iliskili
sinyal inhibitéridur. Bunlar tirozin kinaz reseptoriinin (6rnegin; HER2)
parcalanmasimi indiklerler (97). HER2 nin asir1 Gretimini baskilamak amaciyla gen
tedavisi yontemleri de kullanilmistir. Kanser hiicrelerinde 6zellikle antisens
oligonukleotidler (ODN) kullanilarak, ODN’lerin hem cerbB-2 m-RNA’sin1 hem de
protein seviyelerini doza bagli ve diziye 6zgun olarak baskiladig: ve bu baskilamanin
hicre siklusunu Go/G1 de tutarak hiicreyi apoptotik 6ltime goturdigi gosterilmistir
(98). P53 gen mutasyonlarina ve p53’Un asir1 Oretimine sahip meme kanserli
hastalarda da adjuvan tedaviler kullaniimaktadir. Kemoterapi ajanlarinin etki
mekanizmalarindan biri DNA hasar1 olusturmak (6rnegin; FEC) ve hiicreyi normal
p53 yolu ile apoptoza gondermektir. Bir diger mekanizma ise mikrotibdal
stabilizasyonu (Ornegin, paclitaxel) saglamaktir. Paclitaxel’in olumlu etkisi mitoz
sirasinda, p53 yoklugundan dolay1 G1 fazinda duraksamanin olmamasi ancak ilacin
mikrotlbul stabilizasyonunu saglamasi ile agiklanmis ve p53 eksikligine sahip
timorlerde paclitaxelin yararli olabilecegi 6ne strtlmusttr (99).

Over kanseri jinekolojik maligniteler igcinde en sik mortaliteye neden olan
kanserdir ve epitelyal over kanserinin prognozu yiiz guldiricu degildir. Jinekolojik
onkoloji cerrahisindeki ve kemoterapi ajanlarindaki gelismelere ragmen evre 111 ve
IV over kanserinin sag kalimi fazla degildir (100). Geg¢miste sitotoksik tedavi
rejimleri ampirik olarak gelistirilip maksimum tolere edilebilir dozlarda kombine
edilerek ve siklikla rasyonel yaklasimdan uzak bir sekilde uygulaniyordu. Epitelyal
over kanserinde Ozellikle evre HIC ve [V’te platinium tabanli kemoterapi
rejimlerinin hemen ardindan relapslar gorulmektedir. Bu yuzden en azindan ilk
remisyondan sonraki relaps stresini uzatmak ¢ok onemlidir (101).

Intraselliler sinyal iletim mekanizmalarmin anlasiimas: ile overyan
karsinogenez daha iyi anlasilabilir ve over kanseri hicrelerinin ¢ogalmas: ve
yayilmasi ile ilgili sinyal iletim mekanizmalarmin hedeflenmesi saglanabilir. Over
kanseri biyolojisinin daha iyi anlasiimas: ile malign hicrelerle normal hicreler
arasinda farklilik gosteren bir ¢ok molekiler hedef bulunabilir. Ayni zamanda
epitelyal over kanserine neden olan yolaklarin ortaya konulmas: ile kemoterapiye
direnclilik de c¢o6ztmlenebilir. Bu sinyal iletim mekanizmalar: genellikle cok
karmasik kaskadlarin ve hiicre ici sinyal iletim agimin bir parcasidir. Ornek olarak bir
sinyal iki farkli hiicre ic¢i yolaktan tetiklenebilir (matriks metallo-proteinaz 9’un
fibronektin-bagimli aktivasyonu, MEK1-MAPK ve PI3K/Akt gerektirir) , ayrica bir
hiicre ici yolak da ayn1 zamanda birden fazla onkojenik sinyali iletebilir (epitel ve
endotel hicrelerinde PI3K sinyali buyumeyi ve neovaskiilarizasyonu uyarir). Dustk
molekul agirlikli inhibitérler, monoklonal antikorlar ve gen tedavi yontemleri tek
baslarina kullanilabilecegi gibi sitotoksik rejimlerle kombine de edilebilir (102).
G-protein kenetli reseptorler de kanser tedavisi icin uygun hedeflerdir, ancak bu
reseptorlerin karmasik ve cok yonli fonksiyonlari nedeni ile bu hedefe yonelik
tedaviler toksik ve spesifitesi dustik olabilir. Fosfotidilinozitol 3-kinaz (P13-kinase)
kanser ile iliskili genis bir yelpazede yer alan hiicre ici sinyal iletimiyle ilgili haberci
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bir molekuldur. PIK3CA alt formu ise, karsinogenez ve muhtemelen anjiogenezde en
onemli rolt oynamaktadir. Daha az yan etkilerinin olmas: nedeni ile PI3K/Akt yolag:
inhibitorleri epitelyal over kanseri tedavisinde umut vaad eden ¢dzimlerdir (103).
Over kanserinde yenilikci tedavi yaklasimlarindan biri de gen tedavisidir. Gen
tedavisinin farkli metodlar1 (molekiler kemoterapi = oncul ilaglar, immdinoterapi
yaklasimlari, ila¢ duyarliliginda yapilan degisiklikler ve viroterapi) son zamanlarda
yogun olarak arastirilan konulardir. Birgok farklr viral vektor Uzerinde calismalar
sturmektedir (104).
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MATERYAL VE YONTEMLER

Bu calismada, Akdeniz Universitesi, Tip Fakiltesi, Tibbi Biyoloji ve Genetik
Anabilim Dalinda bulunan ve daha 6nce gerceklestirilen projelerde kontrol olarak
kullanilan, ailesinde kanser 6ykusu bulunmayan, saglikli 150 bireyden aydinlatilmig
onam formu imzalatildiktan sonra elde edilen ve -20°C’de saklanan 150 DNA
arastirmaya dahil edilmistir.

Saglikli bireylerden daha 6nce elde edilen genomik DNA’larda, daha 6nce
yapilan arastirmada ilk defa bulunan BRCA1 ve BRCA2 gen mutasyonlari DHPLC
(Denaturating High-Performance Liquid Chromatography =Denattire Edici Yuksek
Performans Sivi Kromatografisi) yontemi uygulanarak tarand.

3.1. Stokda bulunan DNA’lann izolasyonu *

Alinan 150 bireyden 10 ml periferal kan EDTA’lh steril tuplere
(venoject®EDTA(KS3)) alinmis, Miller ve arkadaslar: tarafindan gelistirilen standart
DNA izolasyon yontemi degistirilerek, genomik DNA’lar izole edilmisti (110).

3.1.1. Kullanilan Sollsyonlar:

Lizis Tamponu

155 mM NHA4CI (Sigma)

10mM KHCOS3 (Sigma)

1 mM EDTA pH 7.4-8.0 (Sigma)

Yukarida verilen derisimleri saglayacak sekilde distile su ile hazirlanan lizis
tamponu otoklavda sterilize edildi ve +4°C’de saklandh.

WBL (White Blood Lysis) Tamponu
0.1 M NaCl
0.025 M EDTA pH 7.4-8.0

Yukarida verilen derisimleri saglayacak sekilde distile su ile hazirlanan WBL
tamponu otoklavda sterilize edildi ve oda sicakliginda saklandi.

* Onceki proje ekibi tarafindan yapilan izolasyon islemleri

9.5. M Amonyum Asetat
36.613 gr amonyum asetat (CH3COONH,4, Merck) 50 ml distile suda ¢ozilda.
Otoklavda sterilize edildi ve oda sicaklhiginda saklandi.
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%10 SDS (Sodyum Dodesil Sulfat) Cozeltisi
1 gr SDS (Merck) 10 ml distile suda cozildia. Filtre (Orange Scientific,
GyroDisc CA) ile sterilize edildi ve oda sicakliginda sakland:.

Proteinaz K
100 mg proteinaz K 5 ml steril distile suda ¢ozildi ve -20°C ‘de sakland.

%70’ lik Etanol (C2H50H)
70 ml Etanol (Reidel), 30 ml distile su ile karistirild1 ve +4°C’de saklandh.

3.1.2. islemler

1. 10 ml’lik EDTA’lh steril tlplere alinan kan alt Gst edilip homojenize
edildikten sonra 50 mI’lik konik santrifuj tiplere aktarild:.

2. Uzerine 30 ml lizis tamponu eklenip vortekste iyice Karistirildi.

3. Buzda 15-20 dakika bekletildikten sonra (bu sire icinde 1 ya da 2 kez
vorteksle karistirildi) +4°C*de 1500 rpm’ de 10 dakika santrifiij edildi.

4. Dokelti atilip, ¢okelti elle vurularak homojenize edildikten sonra tzerine 20
ml lizis tamponu eklendi.

5. +4°C’ de 1500 rpm’de 10 dakika santrifiij edildikten sonra dokelti atilip
cokelti homojenize edildi.

6. Cokelti tzerine 9.4 ml WBL tamponu, 500 pl %10’luk SDS, 50ul Proteinaz
K (20mg/ml) eklendi. Alt Ust edildikten sonra 37°C’lik etiivde bir gece
bekletildi.

7. Ertesi gln tzerine 3.7 ml 9.5 M amonyum asetat ¢ozeltisi eklendi.

8. Beyazimsi bir renk olusuncaya kadar elle vurularak iyice karistiriimasi
sagland.

9. Oda 1sisinda 30 dakika 5000 rpm’de santriftj edildi. Dokelti yeni bir steril
falkon tupe alinip, Gzerine 1:2 oraninda saf etanol ya da izopropanol eklendi.

10. Alt Ust edilerek DNA’nin toplanmasi saglandi. Gozle gorulebilir bir sekilde
cOkelti olusturan DNA’lar toplanip,%70°’lik etanol bulunduran 1.5 ml’lik
ependorf tiplere aktarild:.

11. Oda 1sisinda 13000 rpm’ de 10 dakika santrifilj edildi. Ust faz atildiktan
sonra, ¢Okelti 37C’lik etivde agzi acgik olarak kurutuldu. Kurutulan DNA
steril suda ¢ozuld.

12. Elde edilen DNA o6rnekleri uzun siire saklanacaksa -20°C’de, kisa siirede

kullanilacaksa +°4C’de saklandi.
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3.2. DNA Orneklerinin Spektrofotometrik Olgiimii

Bu calisma icin arsivden alinip kullanilan DNA 6rneklerinin miktar ve saflik
derecelerini belirlemek icin spektrofotometre (Nanodrop 1000) ile 6lgiimler yapild.
Orneklerin  optik dansite 6lcimlerini belirlemek amaciyla 1/200 oraninda
sulandirildi. 5 pl DNA 6rnegi 995 pl dH,O ile sulandirilarak miktar 1000 pl’ye
tamamlandi. Spektrofotometrede 260 nm ve 280 nm dalga boylarinda 6rneklerin
Olcimi yapilarak DNA miktarlari,

DNA miktar1 = Optik Dansite (O.D.) x Sulandirma Faktori (S.F.) x 50

Formild yardimiyla hesaplandi. DNA miktar: calisgilamayacak kadar az olan
ornekler, arsivdeki diger DNA’lar ile degistirildi. Olgumleri yapilarak DNA
miktarlar1 hesapland..

3.3. PCR (polimeraz zincir reaksiyonu) Yontemi

PCR reaksiyonu, PCR System 9700 (Gene Amp®) marka thermal cycler
cihazinda gerceklestirildi. PCR protokolleri asagida verildigi gibi uyguland.
Amplifikasyonun  gerceklesip  gerceklesmedigini  kontrol etmek icin jel
elektroforezinde kontrol edildi. Amplifikasyonlar1 gerceklesmeyen kontroller icin
sulandirilma oranlar: degistirilerek protokol tekrar edildi. Onceki calismada ilk defa
saptanan degisimler Ozellikleri cizelge 3.1.’de, BRCA1 ve BRCA2 genlerine ait
primer adlar1 ve dizileri gizelge 3.2. ve gizelge 3.3.’de verilmistir.

Cizelge 3.1. Onceki calismada bulunan mutasyonlarin ézellikleri.

Kanser Gen Ekson Dizi degisimi Protein Mutasyon tipi
Tipi (cDNA dizeyinde
dizisine gore) tahmini etkisi
Meme BRCA1 11 c.1657 A-T H513L Yanhs

anlamli(missense)

Meme BRCA1 11 €.2566 A-C H816P Yanls
anlamli(missense)
Meme BRCA1 16 c.4849 C-A S1577Y Yanls
anlamli(missense)
Over BRCA2 9 c.1001 A-C G258P Yanls
anlamli(missense)
Meme BRCA2 10 c.1204 A-C S326R Yanls
anlamli(missense)
Over BRCA2 18 c.8453 A-G N2742S Yanls
anlamli(missense)
Over BRCA2 21 .8935 G-A E2903K Yanls

anlamli(missense)
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Cizelge 3.2. BRCAL geninin eksonlarinda kullanilan primerler ve dizileri.

Primer adi Primer diziler (5’—=>3’ydniinde) PCR (rin biyuklugu
(baz cifti cinsinden
verilmistir)

1105F AGGAGCATT TGTTACTGAT 346

1105R AGACTTCCTCCTCAGCCTATT

1107F CTAAGTGTTCAAATACCAGT 372

1107R ATTTCTATGCTTGTTTCCCG

16F AATTCTTAACAGAGACCAGAAC 252

16R AAAACTCTTTCCAGAATGTTGT

Cizelge 3.3. BRCAZ2 geninin eksonlarinda kullanilan primerler ve dizileri.

Primer adi Primer diziler (5’=>3’ydniinde) PCR (rin buydkligi
(baz cifti cinsinden
verilmistir)

BRCA2-9F CAGATAACTGAAATCACCAAAAGTG | 278

BRCA2-9R ACAACAACAAAAAAACCTGTAGTTC

BRCA2-10AF | TATAAAATATTAATGTGCTTCTGTT 328

BRCA2-10AR | AAAGGGCTTCTGATTTGCTAC

BRCA2-18BF | TGTTTCTGACATAATTTCATTGAGC 245

BRCA2-18BR | AAACTTTAACTGTCTGAAGAATATGC

BRCA2-21F GGGTGTTTTATGCTTGGTTCT 177

BRCA2-21R CATTTCAACATATTCCTTCCTG

3.3.1.PCR Reaksiyonun icerigi :

Cizelge 3.4. PCRigerigi.

dNTP karigimi (10Mm) 0.4 ul

10X Tampon 2.5 ul

Ileri primer (10pmol/pl) 1l

Geri primer (10pmol/ul) 1 ul

MgCl, (50Mm) *

Taq polimeraz (5u/ul) 0.2 ul

H,O Toplam hacim 25 pul olacak sekilde
eklendi.

DNA (100-500ng/pl) 1.2 ul

* BRCAL geninde 11. eksonun 05. bolgesi i¢in 1 pl, 11.eksonun 07. boélgesi igin 1.5
pl, 16. ekson igin 2 pl, BRCA2 geninde 9. ekson igin 3 pul, 10. eksonun A bdlgesi
icin 1 pl, 18. eksonun B Dbolgesi igin 1.5 pl, 21. ekson igin 1,5 pl MgCl;

kullaniimistur.
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3.3.2. PCR Program

PCR islemi icin eksonlarin Td sicaklik degerlerine gore 4 farkli program
uygulandi. BRCA1 geninde 11. eksonun 05. ve 07. bdlgeleri i¢in program 1, 16.
ekson icin program 2, BRCA2 geninde 9. ekson igin program 1, 10. eksonun A

bolgesi igcin program 4, 18. eksonun B bdlgesi ve 21. ekson igin program 3
kullanilmigtir. Programlar asagida verilmistir.

Program 1
o .
95°C o 30 saniye 15 déngil
61-54 °C 30 saniye
72°C 50 saniye
0 .
95 0C 30 sanlye 30 dongl
54 °C 40 saniye
72°C 50 saniye
72°C 5 dakika
15 °C 0

* 61 °C’den 54 °C’ ye kadar her donglide sicaklik 0.5 °C diismektedir.

Program 2

95 °C 30 saniye I
15 dongu

6558 °C* 30 saniye } :

72°C 50 saniye

95°C 30 saniye o
30 dongu

58 °C 40 saniye } 9

72°C 50 saniye

72°C 5 dakika

15 °C 00

* 65°C’den 58 °C’ ye kadar her donglide sicakhik 0.5 °C duismektedir.

Program 3

95 °C 30 saniye L
15 dongu

55-48 °C* 30 saniye 9

72°C 50 saniye

95°C 30 saniye N
30 dongu

48 °C 40 saniye } 9

72°C 50 saniye

72°C 5 dakika

15 °C )

* 55°C’den 48 °C’ ye kadar her donglide sicakhk 0.5 °C duismektedir.
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Program 4

95°C o 30 saniye 15 dongil
60-53 °C 30 saniye
72°C 50 saniye
o )
95 0C 30 saniye 30 dong
53°C 40 saniye
72°C 50 saniye
72°C 5 dakika
15 °C 0

* 60°C’den 53 °C’ ye kadar her donguide sicakhk 0.5 °C dismektedir

Cizelge 3.5. Ekzonlarin PCR igin Td sicaklik dereceleri.

Primer adi PCR Td Sicaklik (°C)
BRCA1-1105 61-54°C
BRCA1-1107 61-54°C
BRCAL-16 65-58°C
BRCA2-9 61-54°C
BRCA2-10A 55-48°C
BRCA2-18B 60-53°C
BRCA2-21 60-53°C

3.4. Agaroz Jel Elektroforezi ve Gorintileme Sistemi

3.4.1. 10X TBE Tamponu

Tris-baz (C4H11NOS3, Sigma)  216.8 gr
Borik asit (H3BO3, Merck) 110 gr
EDTA (Sigma) 14.8 gr

3.4.2. %2’lik Agaroz Jelin Hazirlanmasi

1 gram agaroz (Generose) tartilarak 50 ml 1XTBE’ de (Tris-Borat-EDTA)
¢ozildu. 50-55° C’ye gelene kadar sogutuldu. 0.5pug/ml etidium bromdr ilave edildi.
Elektroforez kuvetine taraklar yerlestirilerek sivi agaroz jel elektroforez kuvetine
dokildu. Oda sicakliginda 15-20 dakika polimerize edilmesi igin beklendi. Jel
polimerize olduktan sonra taraklar jelden alind1 ve agaroz jel, elektroforez tankina
yerlestirildi.

3.4.2.1. islemler

%1’lik agaroz jel, icerisinde 1XTBE bulunan elektroforez tankina yerlestirildi.
PCR drint ve 50 bg¢’lik marker yikleme tamponu kullanilarak kuyucuklara
mikropipet yardimiyla yuklendi. Elektroforez tankina bagh gi¢ kaynag: ile 120
voltta 20 dakika ydratildid. Sire sonunda ydrdatilen ornekler UV 1sik veren
transilluminator yardimiyla incelendi. Syngene (ingenius) transilluminator aletine
bagli olan monitorla sistem kullanilarak fotograflar alind.
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Kontrol gruplarmin timtinde BRCA1 geninin 11. eksonunun 05. ve 07. bolgeleri
ile 16. eksonda ve BRCA2 geninin 10. eksonunun A bdlgesi, 9, 21, 18. eksonun B
bbdlgesinde mutasyon taramasi igin DHPLC yontemi kullanildi.

3.5. DHPLC (Denaturating High-Performance Liquid Chromatography =
Denattire Edici Yiksek Performans Sivi Kromatografisi)

Amplifiye edilen ve agaroz jelde kontrol edilen Orneklerin BRCA1 geninin
1105, 1107 ve 16 kodlayic1 bolgeleri ile BRCAZ2 geninin 9, 10A, 21, 18B kodlayic1
bolgelerinde genetik varyasyonlari belirlemek amaciyla WAVE Maker Sistemi
(Transgenomic Inc., San Jose, CA) ile DHPLC analizi gerceklestirildi. Bu analiz igin
oncelikle caligma kapsamina alinan bireylerin PCR drlninden 10 pl ve saglikh birey
DNA’ larinin amplifikasyon driinlerinden 10 pl alinip hibridizasyona tabi tutuldu.
Ardindan PCR System (Mycycler)’de denatlirasyon asamalari gerceklestirildi.
Denattirasyon asamasi asagida gorilmektedir.

3.5.1. DHPLC igin denaturasyon iglemi

95 °C 20 dakika (6n denatlrasyon)
94.9°C 5 saniye* 99 dongli
74.9 °C 6 saniye** 99 dongu
64.9°C 6 saniye** 99 dongu
54.9 °C 5 saniye** 99 dongu
449 °C 4 saniye** 99 dongli
34.9°C 4 saniye** 99 dongli
24.9 °C 4 saniye** 99 dongli

* Her dongude sicaklik 0.2 °C dismektedir.
** Her donguide sicaklik 0.1 °C dismektedir.

Daha sonra denattire ve sonrasinda hibridize olan amplikonlar cihaza yiklenip
programlar1 ayarlandi. Daha sonra analizleri gergeklestirildi. Reaksiyon protokoli
asagidaki gibi belirlendi. DHPLC kosullari cizelge 3.6.’da belirtildigi sekilde
uygulandi.

Cizelge 3.6. DHPLC sicaklik kosullar.

Primer ad1 DHPLC Sicaklik (°C)
BRCA1-1105 56.7°C

BRCA1-1107 57°C

BRCAL-16 54-61°C

BRCA2-9 54.3°C

BRCA2-10A 55.3-59°C
BRCA2-18B 55.5-59.5°C
BRCA2-21 55-58.5°C
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DHPLC analizi sonucunda, gorulen degisik piklere sahip bireylerin amplikonlar:
DHPLC cihazinda tekrar analize alindi. Tekrarlayan analiz sonucunda ayni
degisikliklerin goraldigi bireylerin amplikonlari DNA dizi analizine alindi. DNA
dizi analizinin asamalar1 asagida agiklanmistur.

3.6.DNA Dizi Analizi ve Tslemleri

Oncelikle amplikonlarin temizlenmesi islemleri gerceklestirildi. Amplifikasyon
urtinlerinin temizlenmesi, Roche marka (Katalog no:11 732 668 001) PCR drln
purifikasyon Kiti kullamilarak gerceklestirildi. islemler su sekilde yapild::

PCR druni steril distile su eklenerek 100 pl’ye tamamlandi. Uzerine 500 pl
baglanma tamponu eklendi ve iyice karistirildi. Karisim parifikasyon filtresinin
Uzerine bosaltildi. Oda sicaklhiginda 13000 rpm’de 30 saniye santriflj edildi. Tpln
dibine biriken dokelti atild1. Pirifikasyon filtresinin tizerine 500 pl yikama soliisyonu
eklendi. Oda sicakliginda 13000rpm’de 1 dakika santrifiij edildi. Dokelti atild1. ikinci
yikama 200 pl yikama solusyonu ile yapildi. Tekrar oda sicakliginda 13000 rpm’de 1
dakika santrifuj edildi ve dokelti atildi. Purifikasyon filtresi temiz 1.5 mlI’lik ependorf
tipe aktarildi. Uzerine 50 pl elisyon solusyonu ilave edildi. Oda sicakliginda 13000
rpm’de 1dakika santrifuj edildi. DNA agaroz jelde kontrol edildi.

Dizi analizi i¢in kahp olarak temizlenen amplikonlar kullanildi. Dizi analizi
reaksiyonlar1 asagidaki programa goOre yapildi. Tdm calismalar buz Uzerinde
gerceklestirildi.

Reaksiyon icerigi final hacmi 10pl olacak sekilde asagidaki gibi hazirland: ve
programland:.

5X Tampon 1l
Big Dye v3.1 1ul
Primer (10Mm) 1l

Kalip DNA 2 ul
H,O 5ul
94°C 4 dakika
96°C 10 saniye 25 dongi
50°C 5 saniye
60°C 4 dakika

Dizi analizi yapilacak amplikonlarin temizlenmesi su sekilde gerceklestirildi:

Hazirlanan yeni 1.5 ml’lik ependorf tuplere 2ul sodyum asetat (Mallinckrodt)
(Ph:4.6) konuldu. Uzerine 30ul %99 soguk etanol ilave edildi. Bu karisimin Gizerine
amplifikasyon drintnun tamami eklendi ve vorteksle karistirildi. 20 dakika buz
Uzerinde bekletildi. Stire sonunda oda sicakliginda 14000 rpm’de 20 dakika santrifij
edildi. Pipetle dokelti alinarak atildi. COkelti tizerine 250ul %70 etanol ilave edildi.
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Oda sicakliginda 14000 rpm’de 5 dakika santrifiij edildi. Tekrar dokelti pipetle
ahinarak atildi. Tuplerin 10-15 dakika karanhkta kurumas: beklendi. Tapler
kuruduktan sonra (zerine 25ul formamid ilave edildi. Tupler hafifce vurularak
karistirildi ve dizi analizi tiplerine aktarildi. ABI 310 dizileme cihazina konulmadan
once ornekler 94°C’de 5 dakika denatiire edildi ve daha sonra cihaza yiiklendi.
Dizileme cihazina hemen yiiklenmeyen 6rnekler -20°C’de sakland.

Denatiire edilen PCR urnleri 5 dakika -20°C’de bekletilerek ABI 310 dizileme
cihazina yiklendi. Alinan sonuclarda sekans pikleri ABI sequence analysis yazilim
programinda degerlendirildi. Bu sonucglarda Adenin yesil, Guanin siyah, Sitozin mavi
ve Timin kirmizi renkli pikler ile gosterilmektedir. Bu piklerin degerlendirilmesi ile
DNA dizi analizi gergeklestirildi.
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BULGULAR

Akdeniz Universitesi, Tip Fakiiltesi, Tibbi Biyoloji ve Genetik Anabilim
Dalinda bulunan ve daha 6nce gergeklestirilen projelerde kontrol olarak kullanilan,
ailesinde kanser Oyklsu bulunmayan, saglikli 150 bireyden aydinlatiimis onam
formu alinarak elde edilen DNA’lar bu arastirmada kullanildi.

4.1. Molekuler genetik analiz sonuglan

Anabilim dalimizda daha 6nce ytksek risk grubu 75 meme ve/veya over kanserli
bireyde BRCAL ve BRCA2’nin tiim kodlayic1 eksonlarinda mutasyon analizi DGGE
yontemi ile yapilmistir. Her iki gende daha once literaturde belirlenen degisimlerin
yant sira BRCAL geninde H513L, H816P, S1577Y degisimleri, BRCA2 geninde
S326R, G258P, E2903K ve N2742S degisimleri olmak Uzere biyolojik agidan tam
olarak 6nemi bilinmeyen yedi tane ilk defa gorilen mutasyon saptanmistir. Bu
arastirmada ilk defa tanimlanan bu mutasyonlar, ailesinde herhangi bir kanser dykusu
bulunmayan, saglikli bireylerden olusan 150 bireyin DNA’sinda her iki gene 6zgul
eksonlarda arastirilmistir. BRCA1 geninde; H513L degisimi igin 11. eksonun 05.
bolgesi, H816P degisimi igin 11. eksonun 07. bolgesi ve S1577Y degisimi igin 16.
ekson bdlgeleri polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) teknigi kullanilarak amplifiye
edilmistir. Bu eksonik bolgelerin amplikonlar1 %2’lik agaroz jelde ydratulmusttr. Bu
eksonik bolgelerin jel gorintlsine Ornek Sekil 4.1.’de goérilmektedir. PCR ile
amplifiye edilen BRCAL geninin eksonlarmin amplikon biyiklikleri Cizelge 3.2.’de
verilmistir.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13

M; Markir, (-); Negatif kontrol
Sekil 4.1. 1-13 olgularina ait BRCAL geninin 16.eksonunun amplikonlarinin agaroz jel goriintisu.
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150 birey DNA’smin BRCAL geninde 11. eksonun 05. ve 07. bdlgeleri ve 16.
eksonik bolgelerinin  amplifikasyon sonrast amplikonlar1 DHPLC analizine
alinmistur.

Tim kontrol olgularinin icinden BRCAL geni igin gelisigiizel segilmis (¢
olgunun 11. ve 16. eksonlarina ait normal DHPLC grafikleri asagida verilmistir.

Sekil 4.2. BRCA1 geninin 11.eksonunun 05 bdlgesine ait normal DHPLC grafigi.

Sekil 4.3. BRCAL1 geninin 11.eksonunun 07 bolgesine ait normal DHPLC grafigi.

1

Sekil 4.4. BRCAL1 geninin 16.eksona ait normal DHPLC grafigi.

BRCAZ2 geninde G258P degisimi igin 9, S326R degisimi icin 10. eksonun A
bolgesi, N2742S degisimi icin 18. eksonun B bolgesi ve E2903K degisimi igin 21.
ekson bolgesi polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) teknigi kullanilarak amplifiye
edilmistir. Bu eksonik bolgelerin amplikonlar: %2’lik agaroz jelde yuruttlmustir. Bu
eksonik Dbolgelerin jel goruntisine ornek Sekil 4.5.°de gortulmektedir. PCR ile
amplifiye edilen BRCAZ2 genlerinin eksonlarinin amplikon buyuklikleri Cizelge
3.3.’de verilmistir.
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15 2 9. 35 4S5 6REE e il Qal-15e1-29"1 3

M; Markar, (-); Negatif kontrol

Sekil 4.5. 1-13 olgularina ait BRCA2 geninin 10.eksonunun A bélgesinin amplikonlarmin agaroz
jel goruntisa.

150 birey DNA’smin BRCA2 geninde 9, 10. eksonun A bélgesi, 18. eksonun B

bolgesi ve 21.ekson bolgelerinin amplifikasyon sonrast amplikonlari DHPLC
analizine alinmastir.

Tim kontrol olgularmin iginden BRCA2 geni igin gelisiguzel secilmis dort

olgunun, 9, 10. eksonunun A bdlgesi, 18. eksonunun B bdlgesi ve 21. eksona ait
normal DHPLC grafikleri asagida verilmistir.

5,667

s

Sekil 4.6. BRCA2 geninin 9.eksonuna ait normal DHPLC grafigi.
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Sekil 4.9. BRCAZ2 geninin 21.eksonuna ait normal DHPLC grafigi.

DHPLC analizi sonucunda, BRCA1 geninde; 11. eksonunun 05. bdlgesi igin
55.7°C’lik ¢alisma kosulunda 5 bireyde, 16. ekson i¢in 55.8°C’lik ¢alisma kosulunda
8 bireyde, 59.3°C’lik ¢alisma kosulunda 34 bireyde degisik pikler gortulmustir. Bu
piklere sahip bireylerin amplikonlar1 DHPLC cihazinda ayni deney kosullarinda
tekrar analize alinmigtir. Tekrarlanan analiz sonucunda bireylerde degisiklik
g6zlenmemis ve yanlis negatif sonug olarak degerlendirilmistir.
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BRCALI geninde 11.eksonunun 05. bolgesi ve 16. eksonda degisik pikler gorilen
olgularin icinden gelisigiizel secilmis ¢ olgunun DHPLC grafikleri asagida
verilmistir.

i =
) — —
|

=

Sekil 4.10. BRCAlgeninin 11.eksonunun 05. bélgesine ait DHPLC grafigi.

i ) ?:?_ -__-_-}:_:/"*\h_

ik

= s} 5

Sekil 4.11. BRCAZ1 geninin 16. eksonuna ait DHPLC grafigi.

= A 5

Sekil 4.12. BRCAlgeninin 16. eksonuna ait DHPLC grafigi.

BRCAZ2 geninde 9. ekson i¢in 55°C’lik calisma kosulunda 2 bireyde, 57°C’lik
calisma kosulunda 15 bireyde, 10. eksonun A bolgesi icin 53.7°C’lik calisma
kosulunda 15 bireyde, 18. eksonun B bolgesi i¢in 55 °C’lik ¢alisma kosulunda 10
bireyde, 59.5°C’lik calisma kosulunda 20 bireyde, 21. eksonda 55.5°C’lik ¢alisma
kosulunda 5 bireyde, 59.5°C’lik calisma kosulunda 47 bireyde degisik pikler
gorulmistir. Degisik pikler gorilen bireyler igin yeniden PCR ve sonrasinda
denattirasyon islemleri yapilmistir. Daha sonra bireylerin amplikonlar: 1-1 oraninda
yeniden hibridize edildikten sonra DHPLC cihazinda tekrar analize alinmistir. Bu
islemin sonucunda BRCA2 geninde 9.ekson igin 57 °C’lik ¢calisma kosulunda 5 olgu,
10. eksonun A bdlgesi igin 54.7 °C’lik ¢alisma kosulunda 5 olgunun amplikonlarinda
yine ayni degisiklik gorilmus ve bireylerin amplikonlar1 DNA dizi analizine
alinmistir. Bu tekrarlar sonucunda degisiklik gozlenmeyen diger olgular yanlis
negatif sonug olarak degerlendirilmistir.
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BRCAZ2 geninde 9, 10, 18 ve 21.eksonlar igin degisik pikler gorilen olgularin

icinden gelisiguzel secilmis sekiz olgunun DHPLC grafikleri Sekil 4.13.-4.20.’de
verilmistir.

Sekil 4.13. BRCA2 geninin 10. eksonunun A bolgesine ait drnegin DHPLC grafigi.

Sekil 4.14. BRCA2 geninin 10.eksonunun A bolgesine ait 6rnegin DHPLC grafigi.
e | —— . ¥ -

Sekil 4.15. BRCA2 geninin 10.eksonunun A bdlgesine ait 6rnegin DHPLC grafigi.

s

1

Sekil 4.16. BRCA2 geninin 9. eksonuna ait érnegin DHPLC grafigi.
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Sekil 4.17. BRCA2 geninin 9. eksonuna ait érnegin DHPLC grafigi.

rm

Sekil 4.18. BRCA2 geninin 9. eksonuna ait érnegin DHPLC grafigi.

rn

158

Sekil 4.19. BRCA2 geninin 21. eksonuna ait 6rnegin DHPLC grafigi.
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Sekil 4.20. BRCA2 geninin 18.eksonuna ait érnegin DHPLC grafigi.
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Tekrarlayan analiz sonucu yine degisiklik gorulen BRCA2 geninde 9.ekson igin
57°C’lik ¢alisma kosulunda 5 olgu, 10. eksonun A bolgesi igin 54.7°C’lik ¢alisma
kosulunda 5 olgu dizi analizine alinmstir.

DHPLC analizi sonucunda BRCA1 genine ait eksonlarda herhangi bir degisim
gortlmediginden dizi analizine alinmamistr. BRCA2 geninin 9. eksonu ve 10.
eksonunun A bolgesinde yapilan dizi analizi sonuglarinda da herhangi bir degisim
g0zlenmemistir. BRCA2 genine ait gelisigtizel secilmis iki olgunun dizileme sonucu
goruntuleri asagida verilmistir.

|| ||1.Il|.|u!u.ilhl!.mmmlllli[Inln.l |||II|||I| |I btetbhe I
176 aowrmc eremrmncr Tmrmeue emaecu rcmmu
1 3a

U i ﬂll.lllu.\!.h.lwﬂﬂd i l.lll

bet bbb e b P b IH}lH HH e Y
AAOTCT ORAOAMAAT OATADATTTATC OC T TCTOTOAADACAO TOAMACACARATCAAOOMOCT OCMOTCA TR TAAOTCETCTOTTIAOTT OAAC TAC
110 20 1m0 )

IIII”I rdeveverll oy e rorrrev s rer o erivr e ITET Iy ey ] T rri vrreel RRARE]

GGTTITTIT TGTTGTTGTARAT CTATGGT TTCAGGCOOACGOCN AG RATTOGRAARRGACANC KWYRKKY'ITKKTWR'I'IKNTG'IAMWRACAAN?SRC!GGHK
N pei] 40 0 Pl an 20 bl 300 Ho

s Hrevetarib -4
16 CACGA GGGM?AC !ACH\I‘AT

L Kodlayict bélgenin okuma baslangicini, “* kodlayic bolgenin okuma bitisini gésterir.

Sekil 4.21. BRCA2 geninin 9.eksonuna ait ileri primer dizini.
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Sekil 4.22. BRCA2 geninin 9.eksonuna ait geri primer dizini.
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L 5 Kodlayict bélgenin okuma baslangicini, 4 kodlayici bolgenin okuma bitisini



| I IIII III IIIIII ----I-I-I--I-I--IIIIII I

T

III II||II||I|IIIIII|IIIIIIIII| I III||I|IIII|I|||I|I|II|I I|||| III| IIIIII

T

IHHHEH b III IIIIIIIIIIIIIIIII IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII IIIIIIIIIIIIIIIII

IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII




o II I IIIII IIIIIIIIIII I ||||||I| ||||||||||
II

g

IIIIIIII IIIIIIIIIII I|IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII IIIIIIIIIIII IIIIIIIIII IIII

IIIIIIIII IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII

|IIIII|III|III||I||IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII|I|IIIIIIIIII|IIIIIIIIIII IIIIIII | I IIII |||I I ||

IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII I il



TARTISMA ve SONUCLAR

Kanser ¢agimizin en korkulan hastaliklarindan birisidir. Toplumda her bes kisiden
birinin yasantisinin bir doneminde kanser ile karsilasabilecegi bu hastaligin 6nemini
daha da artirmaktadir. Tum yeni tedavi yaklasimlarina karsin, halen kanserden
olimler gelismis toplumlarda ikinci swrada yer almaktadir (105,106). Kadinlar
arasinda kansere bagli 6lim sebepleri icinde meme kanseri ise ilk siralarda
bulunmaktadir. Kanser genetik ve genetik olmayan faktorlerin etkilesiminin neden
oldugu kompleks, multifaktoriyel bir hastahiktir. Bu nedenle meme kanserleri ile ilgili
etyolojik ve prognostik calismalar énem kazanmaktadir (107). 50 yildan fazla bir
stiredir, meme kanseri icin pozitif aile 6ykist olan kadinlarda bu hastaligin gelisme
riskinin yiksek oldugu bilinmektedir. Ayrica yapilan calismalar sonucunda meme,
over, prostat, kolon ve diger bazi kanserlerde genetik yatkinligin 6nemi gosterilmistir
(108).

Meme kanserli gogu olgularda erken tani1 gerceklestirilebilmesine ragmen, over
kanserlerinin sadece %25’inde evre 1’de tani konulabilmektedir. Jinekolojik
malignensilerin i¢inde en fazla over kanserinin gorulme nedeni, hala biyolojisinin
tam anlasilamamis olmasi ve erken tanmida kullanilabilecek biyobelirteglerin
yetersizliginden kaynaklanmaktadir (109). Kalitsal meme/over kanserli hastalarda
BRCAL1 ve BRCA2 tumor baskilayici genlerindeki mutasyonlarin tanimlanmasi,
ayrica Lynch sendromunda MSH2 ve MLH1 gibi DNA vyanhs eslesme tamir
genlerindeki mutasyonlarin belirlenmesiyle ailesel over kanserlerinin etiyolojisine ait
bilgiler de artmistir. BRCAL ve BRCA2 genlerindeki mutasyonlarin, ailesel over
kanseri olan kadinlarin %90’indan sorumlu oldugu ve bu mutasyonlar: tasiyan
kadinlarin hayat: boyunca over kanseri gelistirme riskinin %60-70 kadar yiksek
oldugu bildirilmistir (110).

Evrimsel surecte tim turlerin farklilasmasindan ve bir tirin Gyeleri arasindaki
farkliliklardan genetik gesitlilik sorumludur. Genlerde, genetik cesitlilige yol acan bu
degisikliklerden biri polimorfizmdir. Diinyada bir ¢ok bireyin kromozomlarinda ayni
yerde bulunan DNA dizileri birbirine benzerlik gosterir. Popilasyonda iki farkl:
birey arasinda DNA’nin yaklasik 1000 baz ¢ifti uzunlugundaki herhangi bir bolgesi
ortalama sadece bir baz cifti degisimi igerir. Alleller yaygin oldugu zaman genel
populasyonda kromozomlarda %21’den daha fazla bulunur, bunlar da genetik
polimorfizm olarak bilinir. Tersine alleller %1’den daha az sikhkta ise, nadir
degisimler olarak isimlendirilirler. intronlarda ve genler arasinda lokalize olmus
DNA dizilerinde degisim gosteren bazi alleller vardir. Bunlar herhangi bir genin
islevi icin 6nemsizdir ve sadece dogrudan DNA analizleri ile belirlenir. Genlerin
kodlanan dizi degisimleri farkli protein cesitliligine, bu durum da farkl fenotiplerin
ortaya ¢ikmasina sebep olur. Genetik hastaliga neden olan zararli mutasyonlarin
bircogu nadir degisimlerdir. Agir genetik hastaliga neden olan mutant alleller genetik
cesitliligin bir sonucudur. Bu tur polimorfizmler, DNA dizilerindeki farkliliklarin bir

45



sonucudur. DNA analizlerinden ¢ok, degisik proteinler tzerindeki ¢aligmalar, daha
fazla bilgi verici olmaktadir. DNA dizilerinin degisimlerinden daha gok polimorfik
allellerin GranG olan bu proteinler, farkli fenotiplerden sorumludur. Bu nedenle,
cevre ile birey arasindaki iliskiyi, genetik gesitliligin nasil etkiledigini agiklayan bu
degisik proteinlerdir. Regulator bolgede polimorfik alleller, genlerin transkripsiyonel
regulasyonunu etkileyerek fenotiplerin belirlenmesinde 6nemli rol oynayabilir.
Herhangi bir bireyin, tim lokuslarin yaklasik %20’sinde, allellerin yapisal olarak
farkl polipeptidler icin heterozigot olabildigi gdsterilmis, farkli etnik gruplardan
bireyler kiyaslandiginda, proteinlerin biyuk bir kismmin tesbit edilebilen
polimorfizmi gosterdigi saptanmistir. Boylece, kendi enzimlerinin sentezi ve diger
gen drtnlerini iceren insan tlrleri icinde, dnemli derecede biyokimyasal bireysellik
vardir. Buradan, saglik durumu her ne olursa olsun, her bir bireyin genetik olarak
kendi kimyasal olusumuna sahip oldugu ve bu nedenle cevreye, beslenmeye ve
farmakolojik etkilere kendine 6zgul cevap verecegi sonucu ortaya ¢ikmaktadir (111).

Genetik polimorfizmler, tipta bazi hastaliklara karsi duyarlilikta Kisisel
farkliliklar1 belirlememizi saglar. Bazi gen polimorfizmleri bir hastalik riskini
arttirirken bazilar1 azaltabilmekte (koruyucu allel), bazi polimorfik alleller ise
yalnizca gevresel bir faktoriin etkisi altindayken riski etkileyebilmektedir. Ornegin,
kalitsal kanserlerde bazi genetik faktorler riski arttirirken, kalitsal olmayan
(sporadik) kanserlerde cevresel faktorler daha belirleyici olabilmektedir. Ciinki
cevredeki bir risk faktori bir ya da daha fazla genin ifade edilmesini etkileyerek, ya
da bir polimorfik gen trtint bir gevresel faktorin etkisini degistirerek kansere neden
olabilmektedir (31). Polimorfizm ve mutasyon arasindaki esik degeri, %1 olarak
ahndiginda, popllasyonda %1 veya daha fazla sikhkta gorulen DNA dizi
alternatifleri polimorfizm olarak, %1 den daha az siklikta gorulenler ise mutasyon
olarak smiflandirilir. Dolayisiyla 150 kontrol grubunda yapmis oldugumuz bu
calismada, daha 6nce yapilan arastirmada BRCA1 geninde bulunan H513L, H816P,
S1577Y degisimleri ve BRCA2 geninde belirlenen S326R, G258P, E2903K ve
N2742S degisimleri hi¢ goérilmediginden ve < % 1 oraninda oldugundan ayrica
literatlirde de yer almadigindan, ilk defa gorilen yeni mutasyonlardir diyebiliriz.

Mutasyon taramasi i¢in bilinen pek ¢ok ydntem vardir. Mutasyon taramasi igin
dogrudan DNA dizi analizinin kullanilmas: hem maliyeti ¢cok yuksek hem de uzun
siren bir yontemdir. Bu nedenle bu arastirmada genis Olgekli mutasyon
taramalarinda 6zellikle genomik yapis1 buyuk genler i¢in bir 6n tarama yontemi olan
ve bilinmeyen mutasyonlarin taramasinda kullanilan DHPLC yontemi tercih
edilmistir. DNA molekilinin en temel 6zelliklerinden birisi, 1s1 veya denatire edici
ajanlara karsi, cift sarmal yapisin1 koruyamayarak oncelikle cift hidrojen baglariyla
tutunmus A=T bdlgelerinden acilmaya baslayip bunu t¢ bag bulunan GC ciftlerinin
izleyerek denatire olmasidir. Diger bir ifadeyle, A-T oran1 G-C oranindan daha fazla
olan DNA’nin erime 1sis1 (Tm), digerine gore daha dusiktir. DHPLC nin temel
Ozelligi, DNA denatlrasyonuna dayanir. Gelismis bir kromatogrofi yontemi olan
DHPLC tekniginde, hasta ya da stpheli olguya ait ilgilenilen DNA bdlgesinin
yaninda, ortama polimorfizm veya mutasyon icermeyen referans homodubleks
(wildtype) DNA konulur. Bu slpheli ve referans DNA’nin 1s1 ile denattire edilmesi
saglandiktan sonra yavasga sogutularak kendi aralarinda komplementerizm esasina
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gore hibridizasyonu saglanir. Bireyde heterozigotluk veya homozigotluk olup
olmamasina gore iki DNA’nin kendi aralarinda birlesmesi saglanir. Islemin iki faz
vardir: 1) duragan faz, 2) mobil faz. Duragan fazda Trietilamonyumsilfat (TEAA)
iyonlar1 kullanilarak DNA’nin  polistren divinil benzenden olusmus kolona
baglanmalar1 saglanir. Mobil fazda Asetonitril (ACN) solisyonu kullanilarak kolon
matriksine yapismis DNA’larin  gevsetilip birakilmas: saglanmir. ilk asamada
heterodubleks DNA’lar yiizeye tutunur ve arkasindan da homodubleks DNA’lar
gelir.  Cinku  homodubleksler heterodublekslere gore matrikse daha siki
baglanmslardir. Bu yontem kullanilarak bir 0n taramadan gecirilen hastalarin
incelenen DNA dizilerinde bir fark gozlendiginde DNA dizi analizi yapilarak
meydana gelen baz degisiklikleri saptanmaktadir. Mutasyon 6n taramalarinda
kullanilan bu teknik hizli, kolay, etkin, oldukga verimli bir yontemdir ve optimize
edilmis DHPLC’nin heterozigot sekans degisimlerini saptama orani degisen
laboratuvar ve teknik kosullara bagli olarak %94-100 civarindadir (112). Hasta
sayisinin fazla olmasi, incelenen gen ya da genlerin uzun bir genomik DNA dizisine
sahip olmasi, bulunan farkli mutasyon ve polimorfizmlerin her seferinde kontrol
grubunda yeniden c¢alisiimasi gerektigi igin bir 6n tarama yontemi olarak bu yontem
tercih edilmektedir. Isvecli meme-over kanserli 350 aile, ailesel ve kisisel meme-
over kanseri olmayan 70 kontrol grubunda BRCA1/BRCAZ2 genlerindeki degisimler
hizli ve etkili bir yontem oldugundan DHPLC yontemiyle incelenmistir. Sonugta bu
iki gene ait 80 dnceden tanimlanmis mutasyon (BRCAL geninde 51, BRCA2 geninde
29), 61 klinik 6nemi bilinmeyen degisim (BRCA1 geninde 36, BRCA2 geninde 25)
ve 23 yeni mutasyon (2 anlamsiz,12 yanlhs anlamli, 3 cerceve kaymasi, 6 intronik
degisim) gozlenmistir. Bulunan yeni degisimlerden ikisi kontrol grubunda > %1
oraninda oldugundan polimorfizm olarak degerlendirilmistir (113). Koreli 1020
meme kanserli birey, ailesel ve kisisel meme kanseri olmayan 167 kontrol grubu,
BRCAL/BRCAZ2 genlerindeki mutasyonlar incelenen birey sayisinin fazlahigindan ve
sagladigi kolayliklar acisindan DHPLC yOntemiyle incelenmistir. Sonugta 78
mutasyon gozlenmistir. Bunlar, 14 delesyon, 38 yanhs anlamli, 26 polimorfizmdir.
14 delesyon mutasyonunun 3 tanesi BRCALl’de, 3 tanesi de BRCAZ2’de yeni
mutasyon olarak tanimlanmistir. Bulunan yeni degisimlerden ikisi kontrol grubunda
> %1 oraninda oldugundan polimorfizm olarak degerlendirilmistir (114). Yine Koreli
793 sporadik meme kanserli birey, mamografi analizi yapilmis, kendisinde ve
ailesinde meme kanseri olmayan 167 normal birey DHPLC ydntemiyle incelenmistir.
793 bireyde BRCAL1/BRCAZ2 genlerinde toplam 79 degisim gozlenmistir. Bunlar, 38
yanhs anlamli, 26 polimorfizm ve 15 delesyon (11 cgerceve kaymas: 4 anlamsiz)
mutasyonlaridir. Bu 79 degisimden 34 tanesi yeni degisim olarak agiklanmistir. 34
yeni degisim kontrol grubunda gozlenmemistir. (115).

Bizim arastirmamizda da avantajlarmin daha fazla olmasi nedeniyle bu yéntem
tercih edilmistir. Ancak c¢alisilan grupta, BRCAL geninde 16, BRCAZ2 geninde 9, 10.
eksonun A bolgesi, 18. eksonun B bolgesi, 21. eksonun her birinin iki adet sicaklik
derecesi oldugundan arka arkaya cogu Ornekte degisik pikler goralmastdr.
Eksonlarin DHPLC icin calisma sicakliklar1 Cizelge 3.6.’da verilmistir. BRCAL
geninde 16. ekson igin 55.8°C’lik calisma kosulunda 8 birey, 59.3°C’lik ¢alisma
kosulunda 34 birey; BRCA2 geninde, 9. ekson icin 55°C’lik ¢alisma kosulunda 2
birey, 57°C’lik calisma kosulunda 15 birey, 10. eksonun A bdlgesi igin 53.7°C’lik
calisma kosulunda 15 birey, 18. eksonun B bdlgesi icin 55°C’lik ¢calisma kosulunda
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10 birey, 59.5°C’lik calisma kosulunda 20 birey, 21. eksonda 55,5°C’lik calisma
kosulunda 5 birey, 59.5°C’lik calisma kosulunda 47 bireyde degisik pikler
gorulmuistir. Degisik pikler gorilen bireyler igin yeniden PCR ve sonrasinda
denattirasyon islemleri yapilmistir. Daha sonra bireylerin amplikonlar: 1:1 oraninda
yeniden hibridize edildikten sonra DHPLC cihazinda tekrar analize alinmistir. Bu
islemin sonucunda sadece BRCAZ2 geninde 9.ekson i¢in 57 °C’lik calisma kosulunda
5 olgu, 10. eksonun A bolgesi igin 54.7 °C’lik ¢alisma kosulunda 5 olgunun
amplikonlarinda yine ayn1 degisiklik goriilmis ve bireylerin amplikonlar1 DNA dizi
analizine ahinmistir. Bu tekrarlar sonucunda degisiklik gozlenmeyen diger olgular
yanls negatif sonug¢ olarak degerlendirilmistir. 350 meme ve/veya over kanserli
Isvecli ailede ayn: yontemle yapilan calismada da benzer sorunlar oldugu
gOrulmustir. Bu da bize cihazin o anda galisirken karsilastigi bir sorun olabilecegini
distndirmistur. DHPLC cihazi hassas bir cihazdir. Bulundugu mekanin sicakhig,
20°C’den yuksek oldugu takdirde, cihazin stabilitesinin bozuldugu ve degisik pikler
verdigi gozlenmistir. Diger bir neden de, analizlerden Once test edilen ve referans
olgularin DNA’larimin 1:1 oranindan farklh miktarlarda karistirilmasidir. PCR
protokolu optimize edilmedigi zaman da degisik pikler gorilmistir. Arastirmamizda
da degisik pikler gorilen ornekler 6nce ayni deney kosullarinda tekrar analize
ahnmustir. ikinci analiz sonucunda da degisik pikler gorilen 6rneklerin PCR,
denatiirasyon ve hibridizasyon islemleri bir kez daha tekrarlanarak DHPLC cihazinda
caligilmistir. Ayni1 zamanda cihazin bulundugu odanin sicakhigr disurilmustir. Bu
islemler sonucunda da hala degisik pikler gordigimiuz BRCA2 geninde 9. eksona ve
10. eksonun A bdlgesine ait toplam 10 bireyin 6rnekleri DNA dizi analizine alinmis
ve degisim saptanmamistir. 150 bireyde toplam 7 bolge ¢alisildigindan ve sonugta 10
birey icin dizi analizi yapildigindan yontemin hata payr % 0.95 olarak
hesaplanmistir. DHPLC yOnteminin bu genlerin mutasyon taramalarinda optimum
kosullar sagladiginda, literatiirde oldugu gibi givenilir bir sekilde kullanilabilecegi
sonucuna varilmastir.

Ulkemizde kalitsal meme/over kanserli olgularda BRCA1/BRCA2 genleri ile
ilgili yapilan sadece belli eksonlarin calisildigi calismalardan birinde 53 ailesel
meme ve/veya over kanseri, 52 erken yas meme kanseri olmak uUzere toplam 105
Turk olgu bulunmaktadir. Bu ¢ahsmada BRCAL1’in 2, 11, 14, 20. BRCA2’nin 11.
eksonu PTT ya da heterodubleks analizleri ile taranmis, biri meme digeri over
kanseri olmak Uzere iki hastada BRCAL 5382insC ve her biri farkli olguda bulunmak
Uzere BRCA1 1623delTTAAA, 2139delC, 3819delGTAAA, 247delT, 4508delC,
IVS-14+1delG ve BRCA2 5295insC, 6656delC mutasyonlar1 saptanmistir (116).
Basgka bir calismada 6 kalitsal, 7 ailesel, 27 erken yas ve 10 erkek olmak tizere
yuksek risk grubu meme ve/veya over kanserli 50 Tirk olguda BRCAL geninin 2, 5,
11, 13, 20, 24. eksonlar1 ve BRCA2 geninin 11. eksonlar1 taranmis, 23 hastada
belirlenen 5 farkli polimorfizme ek olarak iki bireyin BRCA2 geninde
3034delAAAC ve 6880insG; farkl:r iki bireyin BRCAL geninde de 1201insA ve
2080A-->G mutasyonlarindan biri saptanmistir (117). Her iki gene ait tim eksonlarin
tarandig1 caligmalar ise ¢cok azdir. Bu yayinlardan birinde, yiksek risk grubu meme
ve/veya over kanseri olan 15 olguda, BRCAL ve BRCA2 genlerinin tiim eksonlar:
PTT ya da CSGE (konformasyona duyarl jel elektroforezi) yontemleri kullanilarak
taranmis BRCA2 3414delTCAG, BRCAl 5622C-->T ve BRCA1l 5382insC
mutasyonlarindan biri saptanmistir (118). Yine baska ¢calismada 15 ailesel, 87 ailesel
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olmayan over kanserli olguda her iki gende PTT yontemi ile mutasyon tarama
caligmas: sonucunda 17 hastada mutasyon gosterilmistir (119). Yine baska bir
caligmada 87 ailesel meme ve /veya over kanserli olgu DNA dizi analizi yontemi ile
iki grup halinde calisilmisti. BRCAL geninde 5382insC mutasyonu ve yeni bir
polimorfizm (3663C-->A), ve BRCA2 geninde iki yeni mutasyon (9329insC ve
9934insG), bir yeni intronik polimorfizm 7069+41(TTTT-->AAAG), ve Onceden
rapor edilen genel bir polimorfizm (1093A-->C) bulunmustur (120).

Anabilim dalimizda daha 6nce yapilan ¢alismada, 26 ailesel meme ve/veya over
kanser hastasi, 6 bilateral meme kanseri hastasi, 3 hem meme hem over kanseri
hastasi, 32 erken yas grubu meme kanseri hastasi, 5 erken yas grubu over kanseri
hastas1 ve 3 erkek meme kanseri hastas: olmak Uzere toplam 75 hasta DNA’larinda
her iki genin tiim eksonlar1 PTT ve DGGE yontemleri ile taranmistir. Bu genlere ait
biyolojik acidan Onemi tam olarak bilinmeyen yanhs anlamli mutasyonlar,
polimorfizmler ve intronik bolge degisimleri ve ilk olarak saptanan degisimler
bulunmustur (110).

Literaturde ilk olarak saptanan bu degisimlerden birincisi, 39 yasinda meme
kanseri olan hastada BRCA1 geninin 11. eksonunun 05 bdlgesinde saptanan
cDNA’da 1657. pozisyonda A-T degisimi sonucu protein dizeyinde H513L
degisimine neden olan yanhs anlamli mutasyondur. BRCA1 proteininin 513’{ncl
amino asitinin islevsel gérevinin tam 6nemi bilinmemekte ancak proteinin 341 ve
748’inci kodonlar1 arasindaki bélgenin, RADSO ile etkilesime giren bdlge oldugu ve
¢ift zincir kiriklarmin tamirinde RAD50’nin rol oynadigi bilinmektedir. Ayrica
yapilan arastirmalar beta-tabakas: olusturucu Histidin’in alfa-heliks olusturucu
Losin’e dondsuminin negatif bir degere sahip oldugunu ve bununda non-konservatif
bir mutasyon oldugunun gdstergesi olarak kabul edilebilecegi bildirilmistir (110). Bu
mutasyon 150 saglikli kontrol grubunda taranmis ve hicbir kontrol bireyde
goralmemistir. Boylece H513L mutasyonunun protein islevini etkileyen bir
mutasyon olabilecegi sonucu ortaya ¢ikmistir.

Literaturde ilk olarak saptanan ikinci degisim, 70 yasinda bilateral meme kanseri
tanis1 almig hastanin BRCA1 geninin 11. eksonunun 07 bdlgesinde H816P
degisimidir. cDONA’da 2566. noktada A-C degisimi nedeniyle olusan yanhs anlamli
mutasyondur. Yapilan arastirmalar BRCAL’in, 758 ve 1064. kodonlar: arasinda
kalan bolgesinin, DNA ¢ift zincir kiriklarinin tamirinde rol oynayan RAD51, proteini
ile etkilesime giren bdlge oldugunu gdstermistir (110). Bu mutasyon 150 saglikli
kontrol grubunda taranmis ve yine higbir kontrol birey DNA’sinda gdzlenmemistir.
BRCAZL’in 11. eksonu tarafindan kodlanan amino asitlerle RAD51 geni arasindaki
etkilesimin nasil oldugu heniiz bilinmemektedir. Ancak DNA tamirine karsi
olusturulacak cevap icin oldukca 6nemli oldugu ve evrimsel strecde cesitlenme ile
ilgili oldugundan islevsel olarak 6nemli oldugu distnilmektedir.

Literaturde ilk olarak saptanan gunci degisim 36 yasinda tani almis meme
kanseri hastasinda BRCA1 geninde 16. eksonda ¢.4849 C-A donlisimi nedeniyle
olusan S1577Y yanlis anlamli mutasyondur. Yapilan arastirmalara gore, BRCA1’in
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C-terminal bolgesinde 16-24’(incu eksonlar1 kapsayan bdlgenin GAL4 DNA
baglayic1 domain ile birleserek maya ve memeli hiicrelerinde transkripsiyonu aktive
edebilecegini ve Serin-Tirozin degisiminin oldukga disuk bir frekansa sahip oldugu
bildirilmistir. Ayrica Serin’in hidroksilik gruplar iceren bir yan zinciri varken,
Tirozinin aromatik halka icerdigi g0z 6niine ahndiginda; S1577Y mutasyonunun
non-konservatif bir mutasyon olarak degerlendirilebilecegi ve hastalik yapici
etkisinin olabilecegi dusunulmustur (110). Bu mutasyon da 150 saglikli kontrol
grubunda gorulmemistir.

Literaturde ilk olarak saptanan dordunci degisim, 59 yasinda over kanseri tanist
almis ve kizkardesinin kizinda da 40 yasinda over kanseri hikayesi olan bir olguda
BRCA2 geninde 9. bblgede G258P yanlis anlamli mutasyondur. ¢.1001 A-C
degisimi sonucu olusmustur (110). Bu mutasyon da 150 saglikli kontrol grubunda
gorilmemistir. Mutasyonla BRCA2’nin 1001’inci pozisyonunda, alifatik yan zincirli
ve polar yapidaki Glisin, non-polar yapidaki Prolin’e donusmistir. Ayrica yapilan
arastirmalara gore Glisin ile Prolin arasindaki benzerlik indeksi disuk oldugundan
non-konservatif bir mutasyon olabilecegi distntlmastur.

Literaturde ilk olarak saptanan besinci degisim, 37 yasinda meme kanseri tanisi
almis bir olguda BRCA2 geninin 10. eksonunun A bdlgesinde olusan S326R yanlis
anlamli mutasyondur. ¢.1204 A-C donistmd ile gerceklesmistir (110). Bu mutasyon
150 saglikli kontrol grubunda taranmis ve sonugda higbir kontrol bireyin DNA’sinda
gorilmemistir. Yapilan arastirmalara goére Serin amino asidi hidroksilik gruplar
iceren bir yan zincire sahipken, Arjinin amino asidinin bazik grup iceren bir yan
zincire sahip olmasi ve bu iki amino asitin polar yapida olmasi nedeniyle,
mutasyonun protein yapi ve fonksiyonuna fazla etki gdstermeyebilecegini
dusundirmektedir.

Literaturde ilk olarak saptanan altinci degisim, 50 yasinda over kanseri tanisi
almis bir olguda BRCA2 geninin 21’inci bolgesindeki E2903K yanlis anlaml
mutasyondur. Bu mutasyon ¢.8935 G-A donlsimi sonucu olusmustur. Bu mutasyon
da 150 saghikli kontrol grubunda gorilmemistir. Yapilan arastirmalar, BRCA2’nin
2479’uncu ve 3152’inci kodonlar: arasindaki genis karboksil bélgesinin, insanla
kemirgenler arasinda %86 benzerlige sahip oldugunu gostermistir (110). Ayrica
Glutamik asitin Losine donustmi, konservatif olarak kabul edilmekte olup, iki
amino asit de polar yapidadir. Ancak, Glutamik asit, asidik bir yan zincire sahipken,
Losin alifatik yan zincire sahiptir. Bu nedenlerle bu mutasyonun da hastalik yapici
bir mutasyon oldugu disuntlmektedir.

Literaturde saptanan son degisim de BRCAZ2 geninin 18. eksonunun B
bodlgesindeki N2742S mutasyonudur. cDNA’da 8453. pozisyonda G-A donisimi ile
gerceklesmistir. Asparajin amino asidi serine donlsmustur. Asparajin amino asiti
asidik grup iceren yan zincire sahip ve polar yapidadir. Serin amino asiti hidroksilik
grup igeren yan zincire sahip ve polar yapidadir (121). Bu son mutasyon da 150
saglikli kontrol grubunda taranmis ve sonugda hicbir kontrol DNA’sinda
g6zlenmemistir. Mutasyonun biyolojik agcidan tam 6nemi bilinmemekle birlikte, bu
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iki amino asitin de polar yapida olmas: nedeniyle bu mutasyonun protein yapi ve
islevine fazla etki gostermeyebilecegi tahmin edilmektedir.

Bulunan ilk mutasyonlarla ilgili olarak bu bilgiler bulunmasina ragmen yine de
sadece Turk toplumuna 6zgi bir polimorfizm mi yoksa patolojik bir mutasyon mu
oldugunu belirleyebilmek icin saglikli bireylerde bu mutasyonlarin arastiriimasi
gerekmekte idi. Bu nedenle bizde bu ¢aligmamizda, bulunan mutasyonlarin Tirk
toplumu icin polimorfizm mi yoksa yeni bir mutasyon mu olup olmadigini
saptayabilmek icin, ailesinde herhangi bir kanser 6ykust bulunmayan, saglikli
bireylerden olusan 150 bireyin DNA'sin1 DHPLC ydntemiyle analiz edip, degisik
pikler gorilen drnekleri dizi analizine aldik. Yaptigimiz analizlerde 150 kontrolde
degisiklik saptanmadi. Bu ¢alismamizdan sonra, 6nceki arastirmada literattirde ilk
defa bulunmus olan bu mutasyonlarin, Turk toplumunda meme/over kanserleri igin
yeni bir hastalik yapict mutasyon olabilecegini sdyleyebiliriz. Biyolojik olarak 6nemi
bilinmeyen bu yanhls anlamli mutasyonlar icin bu asamadan sonra, isleve yonelik
arastrmalarin yapilmas: gerekmektedir. Ornegin, mutasyonlarin proteinin hangi
kismina denk geldigi protein fonksiyonlarmin bilinmesi agisindan dnemli oldugu
icin, konformasyonel protein ¢alismalar: yapilabilir.

Sonug olarak glnimuzde yapilan genetik arastirmalar sonucunda BRCA1 ve
BRCAZ2 ile iliskili olarak saptanan de novo mutasyonlarin giin gectikce arttigi
distnulirse hastalikla iligkili olarak molekiler tarama stratejisinin  dogru
tanimlanmasi 6nem kazanmaktadir. Mutasyon bulunan diger ailelerin fertlerinde de
gerekli calismalar yapilmahdir. Bu ¢alismalarin 1siginda hekime bilgi verilmeli ve
bireylere dogru bir sekilde genetik damsma ile riskler tam agiklanmahdir. Ulkemizin
konumu nedeni ile diger kalitsal hastaliklarda oldugu gibi kurucu mutasyonlarin
bulunmamas: nedeni ile meme, over, prostat kanserli risk grubunda bu genlerdeki
degisimlerin guvenilir bir yontem olan DHPLC ile taranmas: ve risk belirlendikten
sonra danigma verilmesi erken tani ve tedavi i¢in son derece 6nemlidir. Heterojen bir
toplum olan popilasyonumuzda, bu genlerle ilgili ilk defa gorulen yeni
mutasyonlarin bulunmaya devam edilecegi g6z Ontne alindiginda, arastirmalar
yapilirken kontrol gruplarmin da calismaya dahil edilmesinin yararli oldugunu
dustinmekteyiz.
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